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Roviditések jegyzéke

ATP: adenozin-trifoszfat

ADP: adenozin-difoszfat

BMP: csont morfogenikus fehérje (bone
morphogenic protein)

CaMK: Ca2+/ka1m0dulin—dependens
protein-kindz

cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat
CMEF-PBS: kalcium- és magnéziummentes
poszfatpuffer (calcium and magnesium
free phoshate buffered saline)

CMP: cartilage matrix protein

CMV: citomegalovirus

CnA delta: calcineurin A delta

CnAg amma: calcineurin A gamma
COMP: cartilage oligomeric matrix protein
CSA: ciklosporin-A

CREB: cAMP vilaszad6 elemhez
kapcsolddé fehérje (cAMP response
element binding protein)

DAG: diacil-glicerol

DMMK: dimetilmetilénkék

DMSO: dimetil-szulfoxid

DNS: dezoxiribonukleinsav

dNTP: dezoxinukleotid-trifoszfat

DTT: ditiotreitol

ECM: extracelluldris matrix

ERK: extracellularis jelek 4ltal
szabdlyozott kindz (extracellular signal-
regulated kinase)

FACS: fluorescence associated cell sorter
FBS: fotalis borjiszérum (fetal bovine

serum)

FGF: fibroblaszt-eredetli novekedési faktor
(fibroblast growth factor)

GAG: gliikkézaminoglikdn

GFP: z61d fluoreszkél6 fehérje (green
fluorescent protein)

Gly: glicin

HD: nagy stiriségt (high density)
sejtkultira

HMG: High Mobility Group

JNK: Jun N-terminélis kindz

LFA: Lipofectamin 2000

MAPK: mitogén-aktivalt protein kindz
MAPKK: MAPK-kindz

MTT: 3-(4,5-dimetil-tiazolil-2)-2,5-difenil-
tetraz6lium-bromid

N-CAM: idegi sejtadhéziés molekula
(neural-cell adhesion molecule)

NFAT: aktivalédott T-limfocitdk sejtmagi
antigénje (nuclear factor of activated T
lymphocytes)

NMDA: N-metil-D-aszpartat

OA: okadainsav (okadaic acid)

OD: optikai denzitas

PBS: foszfatpuffer (phoshate buffered
saline)

PBST: PBS+0,1 % Tween-20

PG: proteoglikan

PI: propidium-jodid (propidium-iodide)
PKA: protein kindz A

PKC: protein kinaz C

PMA: forbol-12 mirisztat-13 acetat
(phorbol 12-myristate 13-acetate)



PMSEF: fenil-metil-szulfonil-fluorid

PP: protein-foszfataz

PP2B: protein-foszfatdz-2B (kalcineurin)
PS: foszfatidil-szerin (phosphatidylserine)
RISC: RNS indukdlt csendesité komplex
(RNA induced silencing complex)

RNS: ribonukleinsav

RT-PCR: reverz transzkripcidt kovetd
polimeraz lancreakci6

SDS: natrium-dodecil-szulfat (sodium-
dodecyl-sulphate)

Ser: Szerin

SF : SuperFect

siRNS: small interfering RNS

S M : Saint Mix

shRNS: short harpin RNS

SV40: Simian virus 40

Thr: threonin

TGF: transzformdl6 novekedési faktor
(transforming growth factor)

TK: toluidinkék

TM: transzmembrin

Tyr: Tirozin



1. Bevezetés

Az egyes iziileteket borit6 hialinporc egyedi tulajdonsédgai teszik lehetdvé, hogy betoltse
szovettani, anatomiai és fiziologiai szerepét a fejlodés korai szakaszatdl az életiink végéig,
mely sorédn eltérd mértékii terhelési viszonyoknak van kitéve a valddi regeneracié lehetdsége
nélkiil. Egy humadan iziiletben att6l fiiggden, hogy egy-, két- vagy tobbtengelyl iziiletrdl
beszéliink, a porcszovet alapvetd jelentdsége abban rejlik, hogy a rdanehezedd terhelést,
surlédast és mechanikai stresszt az alatta elhelyezkedd csontszovetre a lehetd legrugalmasabb
modon vigye at. Ebbol adédéan egy adott iziilet degenerativ megbetegedésének el6fordulasa,
komoly mozgasszervi korlatozottsdggal és fajdalommal jar és napjaink egyik
népbetegségének tekinthetd elvdltozds. A porcbdntalmakban szenvedd betegek tobbségét
érintheti a rheumatoid arthritis, vagy az osteoarthritis, mely kérképek végsd soron az iziilet és
az iziilet koriili szoveti elemek fokozatos elhalasat eredményezik [1]. E betegségek foleg az
1d8s06dd genericid tagjait érintik, azonban fiatal korban eléfordulé form4juk is ismert. A mai
magyarorszagi népességadatok egyik fontos iizenete, hogy eloregedd tdrsadalomban éliink,
igy ezeknek a megbetegedéseknek komoly tarsadalmi és gazdasigi kovetkezményei is
vannak. A probléma sulyossdgat jelzi, hogy a 2000-t8] 2010-ig tarté idészakot az ENSZ
Egészségiigyi Vildgszervezete (WHO) a Csont és Iziilet Evtizedének nyilvénitotta [2].
Emellett nem hagyhatjuk figyelmen kiviil, hogy az iziileteket érd fokozott mechanikai
terhelés, vagy traumads sériilés kovetkeztében fellépd iziileti porcsériilések kezelése is igen
besziikiilt keretek kozott zajlik. Az {ziileti porcregeneracié csaknem teljes hidnydnak ténye
kevés sikeres miitéti beavatkozast tesz lehetdvé. Ezen kevesek koziil igen jelentds
eredményeket értek el az Un. mozaikplasztikai eljardsokban [3]. A miitét sordn az iziiletek
kevéssé terhelt felszinérol €p, egészséges iziileti porcot, valamint az alatta levd spongiosat
tartalmazd graftot tavolitanak el, és a sériilt felszin megfeleléen kiképzett csatorndiba iiltetik.
A donorcsatorndkban spontdn képzddd hegszovet azonban nagyon gyakran rostos porc
form4jaban jelenik meg, mely természetesen nem utdnozhatja az iziileti porc funkciéjat. Az
orvosi beavatkozasok €s kezelések elsddleges célja a betegek életmindségének javitisa, ezen
kiviil a porc degenerativ megbetegedéseinek, prevencidjanak, diagnosztikdjanak, kezelésének
javitdsa kiemelkedd fontossdgd és ma mar elérhetd célnak tekinthetd. Szamos olyan
probalkozas indult el az utdbbi évtizedben, mely sordn in vitro kivéantak el6dllitani {ziileti

porcot vagy ahhoz hasonld struktirdkat fejlesztettek ki [4,5]. E mddszerek alkalmazdsa igen



koltséges vagy még nem tokéletesen kidolgozott metdédusként van jelen a klinikumban.
Annak érdekében, hogy az utébb emlitett kisérleti torekvéseket és esetleges terdpids
lehetdségek fejlodését eldsegitsiik, nagyon fontos a porcdifferencidcié molekularis bioldgiai
Iépéseinek feltérképezése €s alapos megértése, hogy pontosabb képet kaphassunk a hialinporc
izilleti porcra jellemzd szoveti szerkezetének kialakuldsarol. Egyetemi doktori
értekezésemben a porcdifferencidciét irdnyité molekuldris mechanizmusok egy kis szeletét
prébalom bemutatni. E témakoron belill egy viszonylag 1j technika, a géncsendesités és
fehérjetiltermeltetés alkalmazédsdnak a bedllitdsdt tliztem ki célul egy hdromdimenzids
kisérleti rendszerben, ahol a teljes szovetet vizsgilva tudjuk meghatirozni az egyes fehérjék,

receptorok hidnydnak hatésat a fejlodod porcszovetben.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A porcszovet

A porcszovet fejlodését tekintve tobb eltérd embriondlis struktirdbdl is kialakulhat: a
dicléc  (crista neuralis) sejtjeinek  irdnyitott migriciéja a koponya egyes
porcképzdédményeinek kialakitdsdért felelds. Az emberi test legnagyobb teriiletén a
porcszdvet a mezoderma szdrmazékanak tekinthetd: a paraaxidlis mezoderma szarmazékabol;
a szklerotombdl fejloédik a gerinc, mig a torzs csontjainak alapjat és a végtagtelepek vazat
szolgdlé porctelepek az oldallemez mezoderma szdrmazékai. Molekularis bioldgiai
szempontbdl kiilondsen fontos, hogy a porcszovet kialakuldsdnak szabdlyozdsaban szamos
jelatviteli dtvonal Osszehangolt, egyiittes miikodésére van sziikség (BMP2, BMP7, Wnt),
amelyek akar az egyes iziiletek felépitését is meghatarozhatjak [6].

A porcszovet szovettanilag a koto- és tdmasztdszovetek csoportjdba tartozo specilis
szovet. A humdn szervezetben el6forduld porcszovetet harom alapcsoportba osztjuk, ezek a
hialinporc, az elasztikus porc és a rostos porc. Mindhdrom tipusid porcnak k6zos jellemzdje,
hogy érmentes (avaszkuldris) szovetek, tdplalasuk diffizié utjan torténik a periféria
(porchartya vagy szinovidlis folyadék) felol, valamint a beidegzés teljes hidnya is
megfigyelhetd. A hialinporcot harom, funkciondlis szempontbdl elkiilonithetd csoportba
oszthatjuk; iziileti porc, az egyes zsigerek (gége, 1€gcsd, bronchusok) vazat ad6 allanddsult
porc, valamint az enkondrdlis csontosoddssal kialakuld csontok mintdjdul szolgdld
porcképzddmények [7]. Az emlitett porctipusok koziil kiemelkedd szerepe van az epifizis
porckorongnak, mely az enkondralis csontosodds folyaman alapjaul szolgdl a csontok
hosszirdnyd novekedésének. A csontok felszinét borito iziileti porc kialakuldsa és mechanikai
terhelést tovabbit6 szerepe nélkiilozhetetlen a mozgis megfeleld kialakuldsdhoz [8].

A porcszovet felépitésére csoporttdl fiiggetleniil jellemz0, hogy a szovetben fiziologids
koriilmények kozott egyetlen sejttipus, a porcsejt, kondrocita fordul el6 és a sejtek kozotti
nagy mennyiségll extracelluldris matrix (ECM) e sejtek terméke. Ez a sejtkozotti
alapdllomdny komplexitdsa révén biztositja a szovet ellendlld képességét. Az ECM fdleg
kollagén halézatba &4gyazott proteoglikdnokbdl (PG), hialuronsavbdl és vizbdl 4ll. A
kiilonbozo tipusd és valtozé mennyiségben eléforduld kollagének koziil a hialinporcban a
kovetkezdket lehet kiemelni: II., IX., XI., és VI tipusd kollagének. A II. tipusi kollagén
megkozelitdleg 90%-at adja az iziileti porc kollagénallomanyénak és specidlis orientdcidja és
z6nak szerinti eloszlasa hozzdjarul az iziileti porc nagy teherbiré képességéhez. A IX.

kollagénnek elengedhetetlen szerepe van az egyes matrixalkotok kihorgonyzasaban, a XI.
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kollagén a kollagén lancok hosszdnak kialakitdsdban jatszik fontos szerepet, mig a VI
kollagén — melyet kondron koriili fészeknek is neveznek — a kondrocitdk és a matrix
kapcsolatdnak fenntartdsaért felelds. Ez utobbi tipusok csupdn 1-2%-ban vannak jelen a
kifejlodott iziileti porc dllomdnyaban [9].

A kollagénhdlézatba agyazott masik nagy makromolekulacsaldd a proteoglikdanok
(PG), melynek iziileti porcban egyik legfontosabb képviseléje az aggrekdn, aminek
tengelyfehérjéjéhez kondroitin-szulfat és keratan-szulfat oldallancok kapcsolodnak. Az
aggrekan molekuldk egy kotd fehérje segitségével hialuronsav lancokhoz asszocidlédnak. Az
igy 1étrejovo aggregatum a glilkdzaminoglikdn (GAG) molekuldk polianionos tulajdonsaga
miatt nagyfokd vizkoté képességgel rendelkezik, mely szupramolekuldris rendezettség
magyardzza a szovetre jellemzd mechanikai sajitsdgokat [10]. Az emlitett komponensek
mellett fontos szerepet jatszanak a porcmatrix makromolekuldinak harmadik csoportjiba
tartoz6 multiadheziv glikoproteidek. Ezek példaul a kondrokalcin, cartilage matrix protein;
CMP (matrilin-1), kondronektin, fibronektin, és COMP (cartilage oligomeric matrix protein),
melyek a porcszovet szerkezetének kialakitdsdban, és a kondrocitdk kozotti kapcsolatok
1étrehozasaban nélkiilozhetetlen molekulak [7].

territonialis matrx
o m

} perik jﬁiﬂ alls matrik
- . "=

-

4

»
ba?

2.1. abra A hialinporc morfoldgiai felépitésének mikroszk6pos képe Hematoxilin-Eozin festéssel.

A differencidlodé porcsejtek fenotipusukat tekintve lekerekedett, nagy sejtmagvui
eukaridta sejtnek foghaték fel, melyek differencidcidjuk sordn aktiv matrix- és
fehérjeszintézist folytatnak és szdmos olyan receptort expresszalnak, amelyek a matrix-szal
vald kapcsolat kialakitdsdban nélkiilozhetetlenek. Ilyen receptorok pl. egyes integrin
receptorok [11] és a CD44 [12], melyek az ECM kapcsoldddsan keresztiil befolydsolhatjdk a
sejtek citoszkeletonjdnak felépitését, ezen keresztiil a sejtek alakjat is, valamint a

differencidl6odé sejtek homeosztdzisdra is hatdssal vannak. A kondroprogenitor sejtek
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morfoldgidja egyarant fiigg genomiélis faktoroktol, az dket koriilvevé ECM 0sszetételétdl és a
sejtek felszinén adott idoben megjelend receptor- €s ioncsatornamintdzattl. Ezen tényezok
barmelyikének elvesztése vagy akédr részleges hidnya a porcsejtekre jellemzd fenotipus
elvesztésével jar. [lyen mdodon a porcsejtek végleges alakjanak és funkcidjanak kialakitasaban
nem csak a sejtek sajat programozott folyamatai, illetve az azokat irdnyitd mestergének
vesznek részt, hanem szdmos parakrin, autokrin faktor is hatdssal lehet a mezenchimalis sejt
porcirdanyd elkotelezettségének szabalyozdsaban [13]. A differencidcié kozben szintetizalt
ECM-ban 1évé mezenchimdlis eredetli kondrocitidk a porc novekedésének befejeztével
abbahagyjédk proliferaciés mechanizmusukat (2.1. dbra) és nyugalmi dllapotba keriilnek. Az
ilyen mikrokoérnyezetben 1évd porcsejtek immortalizalt sejtekként kezelhetdk [8].
Perikondriummal rendelkezd hialin porc esetében porcsejtek a belsd rétegben taldlhatd
osztédasra képes sejtpopulaciobdl pétlédhatnak, mig iziileti porc estében a perikondrium

hidnya miatt ez nem lehetséges, amely igy a szovet csokkent regenerdcidjat eredményezi.

2.2. A hialin porc fejlodésének modellezését szolgalé rendszerek és

kisérleti modszerek

A feln6tt iziileti porc felépitésének hatékonyan meg kell birkéznia az évek sordn
folyamatosan 1étrejové mechanikai terheléssel, idedlis esetben anélkiil, hogy sériilést
szenvedne [14]. A II. kollagén specidlis orientdciéjanak, és magas viztartalmdnak
koszonhetden ellendll a hidrosztatikai nyomdsnak, mely alkalmassé teszi a vdzrendszert érd
oridsi erd egyenletes 4thelyezésére egyik szubkondrdlis csontlemezrdl a madsikra. A
nagyszamu probdlkozds ellenére a mai napig nem sikeriilt olyan mesterséges porcmatrix és
iziileti felszin potld anyagot létrehozni, amely versenyre kelhetne az {ziileti porc
tulajdonsagaival. Mindemellett a hialinporc fejlodését egy igen bonyolult és Osszetett
novekedési faktor és jeldtviteli kaszkdd szabdlyozza, mely tanulminyozasa elengedhetetlen
feladat az iziileti porc kialakuldsdnak tokéletesebb megértéséhez €s esetleges mesterséges
létrehozasahoz.

A hialinporc, valamint az {ziileti porc képzddésének tanulményozésira alkalmas in
vivo kisérleti modellek legnagyobb része egerek, patkdnyok vagy kutydk tanulmédnyozdsan
alapul. E kisérleti rendszerek azonban kevésbé alkalmasak az egyes kondroblasztokban vagy
kondrocitdkban lezajlé jelatviteli dtvonalak tanulminyozdsara, ezért szamos olyan in vitro

kisérleti rendszer jelent meg a sejttenyésztd laboratériumokban, mely lehet6vé teszi a
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molekuldris bioldgiai és biokémiai vizsgédlatok kiszélesitését. Az egyik ilyen modell, amikor
felnott, érett iziileti porcbdl izolalt kondrocitdkat haszndlnak [15,16]. Ebben a rendszerben az
izolélt porcsejtek az ECM jelenléte nélkiil tanulményozhatdk, mely felveti annak a kérdését,
hogy az ECM egyes makromolekuldinak valamint az ECM-ban fellelheté ionmilio teljes vagy
részleges hidnya mennyire modositja a kondrocitdk valddi élettani folyamatait. Emellett
ezekben a sejtizolaitumokban csak érett kondrocitdk taldlhaték, melyek differencidcids
folyamataikat befejezték. Egy masik és manapsig favorizalt lehetség, felnott, csontveld
eredetli mezenchimdlis Ossejtekbdl vagy embrionélis dssejtekbdl differencialtatni porcszovetet
[17]. Mindkét eljards igen koltséges és sikerességiiket nagyban befolydsolja az alkalmazott
kisérleti protokoll.

Sajat kisérleteinkben mi egy olcsé és jOl reprodukdlhaté eredményeket add
porcdifferencidciés modellt alkalmaztunk, amikor a Hamburger és Hamilton szerinti 22-24-es
fejlodési stadiumban [18] 1évd csirkeembriok végtagbimbdinak disztélis részébdl izolalt,
kondroprogenitor mezenchimdlis sejtekbdl 4ll6 primer, porcosodé ,high density” (HD)
sejtkultirdkat hozunk Iétre [19,20]. Az ilyen mddon nyert sejtpopuldcié nagy részét
kondroprogenitor sejtek alkotjak. Emellett kisszamu differencidlatlan keratinocita, fibroblaszt
és/vagy mioblaszt is a primer izoldtum része. A hamsejtek és a mioblasztok a porcképzddést
favorizdl6 koriilmények (sejtslirliség, osztddds) kozott nem fejlédnek tovabb és szdmuk
elenyész6 marad a porcosodd sejtkultiraban. A fibroblasztok a porctelepek szélét és alapjat
képezik, biztositjak a kultdrdk tenyésztd edény felszinéhez torténd kitapaddsat. A high density
kultirdkban a megfeleld tenyészté médium és a fotalis borji szérum segitségével spontin
porcdifferencidcié zajlik. Ennek hatterében a megfeleld fejlodési stddiumban izolalt
kondroprogenitor sejtek optimdlis sejtstiriségben valé alkalmazdsa 4ll. Igy hat nap alatt a
hialinporc allomanydnak megfelel6 porctelepeket kapunk, melyet jol jellemezhetiink
metakromdzids festékekkel (dimetilmetilénkék, toluidinkék, alcidnkék), ami a porcmatrixban
nagy mennyiségben jelenlévo, erésen polianionos szulfatdlt GAG-ok kimutatdsdra alkalmas.
A porcmatrix szulfatdlt molekuldihoz kot6do festékmolekuldk alacsony pH-n torténd
visszaolddsaval akdr a porcképzddés relativ mennyiségére is kovetkeztethetiink. Ezen
tilmenden lehetdség nyilik a porcdifferencidciét irdnyité faktorok, valamint porcspecifikus
matrixmolekuldk molekuléris biolégiai monitorozasara is. Ugyanakkor hozza kell tenniink azt
is, hogy a létrehozott hairomdimenzids sejtkultirdk felépitése és struktirdja nem felel meg az
iziileti porc minden kivdnalménak, hiszen a képz0dd porc magas hialuronsav tartalmd sok

szulfatdlt GAG-ot és II. tipusi kollagént tartalmazd, de amorf szerkezetli hialinporcnak
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tekinthet6. A primer HD-kultirdk alkalmazédsin alapulé porckutatédst Intézetiinkben Prof. Dr.

Hadhédzy Csaba honositotta meg.

2.3. A porcdifferenciacio 1épései

A mezenchimdlis sejtek bonyolult, tobblépéses folyamat soran differencialédnak
kondrocitdkka. Mind az in vivo, mind az in vitro porcdifferencidcié fontos kezdeti 1épése a
kondrogenikus sejtek kisebb sejtcsoportokba valé kondenzicidja. A kondenzalddott sejtek
morfolégiailag megkiilonboztethetetlenek a tobbi mezenchimélis sejttdl. Az aggregatumok
kialakitdsaban szdmos faktor sszehangolt miikddése jatszik szerepet, melyek kozott a sejt-
sejt €s a sejt-matrix kapcsolatok kialakuldsanak, egyes citokinek hatdsanak, valamint a
citoszkeleton szerkezetének atalakuldsdval parhuzamosan észlelhetd sejtalak-véltozdsoknak
tulajdonitunk kiemelkedd fontossdgot (2.2. dbra).

A kisérleteink sordn haszndlt HD mezenchimalis kultirdkban a kondrogenikus sejtek
kondenzicidja az elsd tenyésztési nap folyaman zajlik, majd a mdsodik és harmadik napon a
nodulusok sejtjei porcsejtekké differencidlodnak [19]. A korai sejt-sejt kapcsolatok a
kondrogenikus sejtek felszinén megjelend N-CAM és N-kadherin molekuldk révén valdsulnak
meg [21], de a szomszédos sejtek kozott szamos gap junction is megjelenik [22]. A TGF-
csaladba tartoz6 citokinek a differencidcié tobb fazisaban is befolydsoljdk a porcképzddést
[23,24]. A bone morphogenetic proteinek (BMP) példdul nagy mennyiségben vannak jelen a
kolénidkban a sejtkondenzicié sordn, a kondrogenikus sejtek pedig ebben a fejlodési
stiddiumban és a kondenzicidt kozvetleniil kovetd differencidcid sordn nagy szdmban
expresszdljak felsziniikon a BMP-k megkotéséhez sziikséges receptorokat is [25]. In vivo az
iziilleti porc végleges kialakuldsdhoz fontos megemliteni a BMP2 és BMP7 kényes
egyensulyat, melyek az egyes fejlodési napokon pozitiv, de akar negativ hatdssal is lehetnek a
porcképzddésre [6].

A sejtek felszinén, valamint az intracelluldrisan zajlé valtozasok mellett a differencial6do
sejteket koriilvevd ECM is jelentOs 4talakuldsokon megy keresztiil. A sejtkondenzacidt
megeldzden €és annak sordn a kondrogenikus sejtek nagy mennyiségii fibronektint depondlnak
az ECM-ba, mikozben felsziniikon fibronektint kotd integrinek (elsésorban aS5B1)
expresszalddnak. A sejtaggregatumok kialakuldsat kovetden mind a fibronektintermelés, mind
az azt kot integrinek expresszidja erdsen csokken [26]. A gerincesek végtagbimbdinak

kialakuldsdban szdmos olyan faktor vesz rész, melyet in vivo koriilmények kozott az
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oldallemez mezoderma sejtjei szekretdlnak és parakrin dton indukdljak a végtagbimbok
megjelenését. llyen novekedési faktorok kozé tartozik a FGF10, valamint a WNT proteinek a
koziil a WNT2b a csirke szarnydnak, a WNT8c a csirke labainak megjelenésért felelos [27].
Ezen kivil szdmos Hox gén vallal szerepet a végtagbimbd fejlodési helyének
lokalizdciéjdban, igy pl. a Hoxal3 a csirke végtagbimbdiban kialakul6 nodulusok
formélodasaért felelés [28]. A végtagbimbdk mezenchimdjinak kozponti részében a
hialuronsav-koncentracié a kondenzicié fazisa eloétt csokken [29], viszont az I. tipusd
kollagén koncentricidja ekkor a legmagasabb, majd a porcsejtté vald differencidlédds utin
fokozatosan visszaesik [30]. A sejtek a tovdbbiakban megkezdik a porcspecifikus ECM-
makromolekuldk szintézisét, valamint a megkotésiikhoz sziikséges receptorok expresszidjat.
A HD-kultirédkban ezzel teljesen analég médon a harmadik tenyésztési nap mésodik felétol
lehet metakromdzids festéssel porcmatrixot detektdlni. A differencidciét kovetden egyre
nagyobb mennyiségben szintetizal6dé II. tipusu kollagén és aggrekan teljesen koriilveszi a
porcsejteket. Ez az egyedi Osszetételi ECM nagy fontossdggal bir a porcsejtek végleges

fenotipusanak kialakitdsaban és fenntartdsaban [13].

hialuronsav 4 fibronektin + L koksatn L
fibronektin T tenaszcin T a age'n
Il. kollagén )
BMP2 1 aggrekan T
TGFB T
PGE2 T

proliferdcio és
aggregdcio

differencidcio .

!

PP2B PKAT .
PKCS P-Sox9T
kondrogenikus ERK1/2, CREB
sejtek p38 NMDA differencialt

porcsejtek

N-kadherin

2.2. abra A porcdifferencidci6 1épései. A HD-kulturak sejtjei tobb 1épésbdl all6, igen érzékeny és szigorian
szabdlyozott egymas utani differencidcids 1épések soran hat nap alatt hialinporcot hoznak 1étre.

2.4. A porcdifferenciaciot szabalyozo jelatviteli folyamatok

A porcdifferenciacié egyes Iépéseinek bonyolultsagat jellemzi, hogy tébb kiilonb6z6

gén vagy transzkripcids faktor hidnya a differenciacio kaszkadfolyamatinak felboruldasidhoz,
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azaz a porcképzddés ledllasdhoz vezet. A kondrogenezist irdnyité mestergén a sox9, melynek
fehérjeterméke a HMG (High Mobility Group) tipusy, a nemi determindciot meghatirozé Sry
fehérjével rokon transzkripcids faktor [31]. A Sox9 specificitdsat jelzi, hogy nagyon kevés
szovetben fordul eld, igy pl. herében, illetve melanocitdkban mutattdk ki expresszidjat [32].
Az 1iziileti porc differencidcidja sordn a Sox9 kotodése a duplaszali DNS kis drkdhoz, a
Col2al, Col9al, Collla2 gént aktivdlva, meginditja a II. tipusu kollagén és aggrekdn
tengelyfehérjéjének szintézisét [33]. A Sox9-et a kondroprogenitor sejtekben a korai
differencidlodési szakaszban jelen 1évd Shh, BMP és FGF éltal regulalt jelatviteli dtvonalak
szabdalyozzdk [34,35]. A Sox enzimcsaldd két mésik tagja; a Sox5 €s Sox6 is a Sox9 egyfajta
kooperacids partnereként vesz részt az iziileti porc érési folyamataiban, ezért szdmos olyan
tanulmany sziiletett, melyben a porcdifferenciacié elengedhetetlen Sox-tridjanak nevezik ezen
transzkripciés faktorokat [34,36]. A Sox9 aktivabb, foszforildlt formdja is jelen van a
porcdifferencidcié sordn, ugyanakkor a P-Sox9 jelenléte nem feltétele a kondrogenezisnek,
csak annak mértékét befolyasolja [31]. A jelatviteli dtvonalakban résztvevd kindzok és
foszfatazok tehat ilyen médon megemelhetik a Sox9 transzkripcids aktivitasat és pozitiv vagy
negativ hatdssal lehetnek a porcképzddésre.

A génexpressziot szabdlyozé kiilonbozo fehérjék aktivitdsanak egyik legfontosabb
mechanizmusa a reverzibilis fehérje foszforilacié [37], melynek sordn a foszforilaci6ért
felelos protein-kindzok, valamint a foszfatcsoportok lehasitasat katalizalé protein foszfatazok
mikddése precizen 0sszehangolt. A foszforildlédé fehérjék nagy része (tobb mint 90 %-a) Ser
és Thr, kisebb hédnyada pedig Tyr aminosav-oldallincokon foszforildlédhat. A Ser/Thr-
specifikus kindzok aktivitdsa révén foszforildlt fehérjék defoszforildldsat a foszfo-Ser/Thr-
specifikus protein foszfatdzok (PP) katalizaljak. A Ser/Thr protein kindzok és foszfatdzok,
valamint a protein Tyr kindzok és foszfatizok struktirdja, illetve tulajdonsdgaik jelentésen
kiilonboznek, melybdl kovetkezik a foszforilaciés és defoszforildcids mechanizmusok
katalizdldsanak kiilonbsége is [38]. A citoszolban, illetve a sejtmagban szdmos Ser/Thr-
specifikus protein kindzt ismeriink, néhdnyuk a teljesség igénye nélkiil felsorolva: cAMP-
fiiggd protein kindz (PKA), cGMP-fiiggd protein kindz (G-kindz), protein kindz C (PKC),
Ca2+—kalm0dulin—fﬁgg6 protein kindz (CaM-kin4z), foszforilaz kindz, mitogén aktivélt protein
kindz (MAP-kindz). Ezen kindzok koziil szdmos Ca®* szenzitiv és aktivitdsukat az
extracelluldris kornyezetbdl, vagy intracelluldris raktdrakb6l a citoszélba bedramlé Ca®*

szabalyozza.
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2.4.1. A Ser/Thr protein kinazok kondrogenezisben betoltott szerepe

A Ser/Thr-specifikus protein kindzok kozé tartozé6 cAMP-fiiggd protein-kindz A
(PKA) a kondrogenezis sordn foszforildlja a Sox9-et, ezzel megnovelve a porcspecifikus
ECM alkoté II. kollagén és az aggrekdn tengelyfehérje génjeinek expresszidjat, s ezdltal az
azokrdl atir6d6 fehérje mennyiségét is [39]. A PKA masik lehetséges targetmolekuldja a
CREB (cAMP Response Element Binding Protein), melynek foszforildcidja a kondrogenikus
sejtekben mind cAMP, mind BMP2 hatdsdra kimutathatéan megemelkedik és a
kondrogenezis pozitiv regulatoraként ismerjiik [40].

A MAP kindz dtvonalak kaszkdd rendszereket alkotnak, melyekben a MAPK
aktivalodasat a Thr-X-Tyr motivumon bekodvetkezd egyidejii Thr és Tyr foszforilacié kell,
hogy megel6zze. A MAP kindzokat kettds specifitdssal bir6 MAPK kinazok foszforildljak
mig az inaktivici6 a MAPK foszfatizokon keresztiil torténik. A MAPK szupercsaldd harom
6, de eltérd dtvonalat alkot: ERK1/2, p38 és INK [41], melyek koziil az utébbi kettd foleg a
cellularis stressz vdlaszaként aktivdlédik, mig az ERK1/2 elfogadottan az extracelluldris
mitogenikus stimulusok f6 medidtora és fontos szerepet jatszik szdmos sejt
differencidciéjdban is. Ismert, hogy a MAPK-nak alapvetd feladata van a kondrogenikus
sejtek sorsdnak kialakitdsaban: a p38 utvonal stimulédlja, mig az ERKI1/2 gitolja a
porcképzddést [42]. Az ERK1/2 dtvonal, részben kiilonb6z6é PKC-kal, illetve a kalcineurinnal
[43] val6 kapcsolatdanak kdszonhetden, Ca* érzékeny, és szdmos mds Ca* érzékeny utvonal
stimuldlasa is rajta keresztiil torténik.

A Ser/Thr-specifikus protein kindz C enzimek az eukaridta sejtek szdmos jelatviteli
utvonaldnak, tobbek kozott a sejtosztddas, az apoptdzis szabdlyozasanak fontos tagjai, de akar
stressz-szenzorként [44] is miikodhetnek. A PKC enzimcsalad elso tagjait az 1970-es évek
végén Nishizuka laboratériumdban mutattdk ki eldszor [45] és tobb jellemzd tulajdonsdgat
irtak le. A PKC-t Ca**-ionok jelenlétében intracelluldrisan a foszfatidil-szerin (PS) és a diacil-
glicerol (DAG) aktivdlja, de az enzim in vitro aktivalasdban kiilonb6z6 forbol-észterek; PMA
(phorbol-12-myristate-13-acetate) is részt vesznek. Az enzimcsaldd az6ta mar tobb mint 13
izoformat foglal magaba [46,47], els6ként a PKCa, PKCP és a PKCy izoformat azonositottak,
késObb szamos Uj taggal boviilt az enzimcsalad, a PKC §-, - és (-izoformak, majd legvégiil a
PKCn-, PKC6- és PKCr-izoformak keriiltek leirasra [48-50]. A leguijabb enzimeket, a PKCp-t
(PKD), — amely enzim hovatartozdsa azéta vita targyat képzi — valamint a PKC-hez hasonl6

kindzokat (PKC-related kinase, PRK) csak a 90-es évek kozepén irtdk le [51,52]. A PKC-
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izoenzimeket az N-termindlison elhelyezkedd regulatérikus doménszerkezetiik és
aktivalhatésaguk alapjan alcsaladokba soroltdk [53,54].

A klasszikus PKC-k (conventional PKC — cPKC) k6zé a PKCa, a PKCBy/Br és a PKCy
tartozik. A cPKC-izoenzimeket a PS Ca**-dependens médon aktivélja, a DAG pedig fokozza
a PS és a Ca™ irdnti érzékenységét, ezaltal noveli az enzim aktivitdsit. PMA alkalmazésa
esetén a cPKC-k aktivaldsdhoz kisebb Ca**-koncentracié is elégséges, DAG viszont ebben az
esetben akar nélkiillozhetové is valik. A klasszikus PKC-izoenzimek farmakoldgiai
gdtlészereként a G66976 és a GF109203X haszndlatos.

Az 1j tipusd PKC-k (novel PKC — nPKC) tagjai kdzé sorolhaték a PKCg, a PKCn), a
PKCS és a PKCO. Aktivalédasukhoz Ca**-ionok jelenléte nem sziikségeltetik, de PS
jelenlétében DAG-gal és forbol-észterekkel funkcidjuk stimuldlhatd. Az dj tipusi PKC-k
altalanos farmakoldgiai gatlészerének a GF109203X-et tartjdk, ezen kiviil a 2000-es évek
kozepéig a rottlerint is a PKCS specifikus gatlészerének tartottdk 3-6 uM koncentracioban
alkalmazva.

Az atipusos PKC-k (aPKC) kozé tartozik a PKCi, PKCA és a PKC{. Az aPKC-k
aktivaléddsdhoz sem sziikséges Ca’*-ionok jelenléte, illetve forbol-észterekkel és DAG-gal
sem aktivalhatok, elsdsorban foszforilacié utjan valnak katalitikusan aktivva. Az atipusos
PKC-kat is lehet gdtolni G66976-tal.

Funkcidjukat, aktiviciés mechanizmusukat, nagy inhibitorikus és regulatérikus
doménjiiket tekintve tovdbbi osztdlyba sorolhaté a PKCp (PKD1) [55] és a tobbi PKD-
izoenzim: a PKD2 és a PKD3 (vagy PKCv).

Nemcsak az emlitett PKC-nek van ennyire nélkiilozhetetlen szerepe,
laboratériumunkban kordbban mar kimutattuk, hogy a PKCp gétldsa is a porcdifferenciacié
csokkenéséhez vezet. A PKC aktivitis a kondrogenezis eldrehaladtdval folyamatosan
emelkedik és nélkiilozhetetlen annak megfeleld végbemeneteléhez, ugyanis szdmos ECM
alkot6, pl. II. kollagén, egyes PG-ok szintézisét szabalyozzdk. Ca**-ionok hidnydban egyes
enzimek aktivicidja elmarad vagy zavart szenved igy kozvetve ugyan, de csokkent

porcképzddést eredményeznek [S6].

24.1.1. A PKCo szerkezete és funkcioi

A nPKC-k koz¢ tartozé PKCo-t a Scr kindz csaldd tagjai Tyr oldallancon foszforilalhatjak,
ebben az esetben lipid-fiiggetlen enzimként is miikddhet [57]. Az egyes PKC-izoformak

szoveti, sejtes €s intracellularis megoszldsa nem azonos, egy sejtféleség daltaldban tobb
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izoenzimtipust is expresszdl, azonban a PKCd-t majdnem minden szovetben kimutattak [58].
Kiilonos ismertetdjegye, hogy szdmos sejtben zajlé folyamat negativ regulatoraként is ismert,
igy pl. a proliferacié szabdlyozdsdban, vagy akdr az apoptozis elinditdsdnak reguldldsdért is
feleldssé tehetd [44,59-61]. A PKCS funkciéjit nagyon nehéz egy mondatban Osszefoglalni,
esetenként sejt- vagy szovet-specifikus, de leginkdbb a porliferaciés és antiproliferacids
szignalok kozotti kényes egyensily fenntartdsdban jatszik fontos szerepet.

A PKCd aminosavszekvencidja 58%-ban megegyezik a PKCa-éval, valamint a nPKC
alcsalddra jellemz6 médon rendelkezik egy karboxitermindlis végen elhelyezkedd katalitikus
doménnel, mely két konzervalt régidt tartalmaz, a C3 és C4 szakaszt (2.3. dbra). Ez ut6bbi két
régié elengedhetetleniil fontos a katalitikus aktivitds, illetve szubsztratkotés 1étrejottéhez. Az
amino termindlis végen taldlunk egy regulatérikus domént, amelyen megjelenik az

inhibitorikus pszeudoszubsztrat szekvencia is [58].
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2.3. abra A PKC-izoenzimek doménszerkezete. A C1-domén csak a cPKC-kben és az nPKC-kben taldlhat6
meg. A C2 domén, mely Ca’* kotésért felelds a nPKC-ben nem talalhaté meg. A katalitikus alegységen
elhelyezkedd C3-domén az ATP kotohelyet, a C4-domén pedig a szubsztratkotohelyet és a katalitikus alegység
tobbi részét tartalmazza.

A PKCS specifikus farmakoldgiai inhibitordnak tekintik a polifenolszarmazék
rottlerint [5,7-dihidroxi-2,2-dimetil-6-(2,4,6-trihidroxi-3-metil-5-acetilbenzil )-8-cinnamoil-
1,2-chromén], amelyet egy indiai esOerddben €16 fabol; a Mallotus philippinensis-bol
izolaltak. Az inhibitor 3-6 uM-os koncentracidoban 30-40-szer erdsebben gatolja a PKCo-t,
mint mds PKC enzimeket [54], habar szdmos olyan tanulmany jelent meg, amely a gatld
hatdst mds kindzokon sokkal hatékonyabbnak véli, igy pl. PRAK, MAPKAP-2 kindzokon
[62], valamint gitlé hatést fejtett ki CaMK III és Akt/PKB kindzokra is [63]. Ezen kiviil
szdmos malignus elvdltozdsban a rottlerin a celluldris folyamatok széles tdrhdzat
befolyasolhatja pl. a tiidordk, mellrdk, leukémia és mieléma sejtjeinek apoptdzisit, glioma
sejtek osztédoképességét, valamint befolyasolhatja egyes tumorsejtek migracios aktivitasat is
[58,64-66]. A kozelmiltban Choi és munkatdrsai leirtdk, hogy a rottlerin PKCo fiiggetlen
moédon, az integrin Bl fokalis adhéziés komplex moduldldsan keresztiil befolydsolja a
prekondrogenikus mezenchimadlis sejtek migracidjat [63]. A PKCoé-nak a porcképzddés

tovabbi szakaszaiban bet6ltott szerepérdl nincsenek irodalmi adatok.
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2.4.2. A Ser/Thr foszfatazok szerepe a porcdifferenciacioban

A PPk-nak a sejtdifferencidciés folyamatokban betoltott szerepérol meglehetdsen
szegényes az irodalom. Munkacsoportunk kordbban mér beszdmolt a PP2A porcdifferenciicid
szabdlyozasaban jatszott negativ szabalyozé hatdsairdl [67], illetve a kalcineurin meghatirozé
szerepérol a porcsejtek oxidativ stresszre adott vilaszdban [68].

A Ser/Thr-specifikus PP enzimek csalddjaba tartoz6 katalitikus alegységek felosztisa
szubsztratspecificitasuk, illetve inhibitorok irdnti érzékenységiik alapjan torténik. A PP1 az
emlos foszforildz kindz [B-alegységét defoszforildlja, inhibitor-1 (I1) és inhibitor-2 (I2)
fehérjékkel gatolhat6. A PP2 tagjai az emlds foszforilaz kindz a-alegységére specifikusak és
nem gatolhatdk I1 és 12 fehérjékkel. A PP2 csaldadon beliil 3 alosztélyt kiilonitiink el: PP2A,
PP2B és PP2C. A PP2A okadainsavval gitolhat6, a PP2B, vagy mas néven kalcineurin Ca*-
kalmodulin fiiggd, gitldsa immunszupressziv anyagokkal torténik (CSA és FK506), a PP2C
pedig Mg, ill. Mn** ion-fiiggd [69].

2.4.2.1. A PP2B (kalcineurin) szerkezete

A kalcineurint az emlds szovetek szinte majdnem mindegyikében azonositottdk,
legnagyobb mennyiségben a kozponti idegrendszer teriiletén van jelen [70], de megtaldlhaté a
zsirszovetben, az oszteoklasztokban, a szivben, a mdjban és a gerincveldben is [71]. Szdmos
transzkripcids faktor aktivitdsat szabdlyozza, és kiemelked6 szerepet jatszik a mezenchimalis

A kalcineurin az eukarita sejtekben heterodimer szerkezetli, egy Kkatalitikus
alegységbdl (kalcineurin A): 57-59 kDa és egy regulétor alegységbdl (kalcineurin B): 19 kDa
all. A kalcineurin aktiv része az A alegységen lokalizalt. Szinte valamennyi eukaridta
szervezetben a kalcineurin A gének olyan polipeptideket kddolnak, amelyek az evolicié soran
annyira konzervéltak, hogy szinte teljesen megegyeznek mds fajok Ser/Thr protein
foszfatdzainak hasonl6 alegységével. Az A alegység a -COOH végen hiarom olyan
regulatorikus domént tartalmaz, melyek alapjin a kalcineurin elkiilonithetd a PP-csaldd maés
tagjaitol; ezeket kalcineurin B alegységét kotd, kalmodulin-koté és autoinhibitorikus
doméneknek nevezik (2.4. dbra). Kiilondsen fontos az autoinhibitorikus domén, mely
kalmodulin hidnydban az aktiv helyhez kotédik, és ezzel megakadilyozza az enzim
mukodését. Amikor a kalcium-kalmodulin komplex hozzakotddik az enzimhez, akkor egy
olyan konformécié-véltozas torténik, aminek koszonhetden szabadda valik az aktiv hely. A B

alegység egy ennél sokkal egyszeribb szerkezetli polipeptid, mely egyik legfontosabb

19



funkci6ja, hogy rajta helyezkedik el a Ca**-kétd domén. A miikddésének szabalyozdsa
rendkiviil bonyolult, hiszen foszforildcioval is aktivalhato, mely foszforiliciét a PKC-k, a
kazein kindz I és kazein kindz II is elvégezheti [73]. A kalcineurin B alegységén azonositott
kalcium kotohelyen nagy affinitdssal képes 4 Ca**-iont megkdtni, melyen keresztiil nagyon

fontos szerepet tolthet be a Ca®* szignalizaciés tdtvonalak aktivitdsdnak szabalyozasaban [74].

Bl Foszfataz domeén

B-alegyuég-koto heélix

Kalmodulin-kéto hely
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.
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2.4. abra A kalcineurin szerkezete. A tisztitott kalcineurin az emlds szovetekben heterodimer szerkezet(, az

A alegysége (sdrga) tartalmazza a globuldris szerkezetii foszfatdz domént, egy helikdlis szerkezetii B

alegység-koto szakaszt (sdrga), a kalmodulin k6td domént (piros), az aktivacids helyet is tartalmazé

foszfatdz domént (z6ld), valamint az autoinhibitorikus domént (z61d). A B alegység sokkal kisebb tomegili
és legfontosabb funkciGja a Ca®* kotéhely lokalizaciéja (kék). Médositva Human genom News 2002 adatai
alapjan.

A kalcineurin f6 targetjének a transzkripcids faktorok csalddjaba tartozé NFAT-t
(Nuclear Factor of Activated T-cell) tartjak. Az NFAT foszforilalt dllapotban a citoplazméban
van jelen, az intracelluléris Ca**-koncentricié emelkedése a kalcineurin aktivitdsat fokozza,
azaz a kalcineurin defoszforildlo hatdsara, az NFAT a sejtmagba juthat és transzkripcios
folyamatokat indithat be. Kondrogenikus mezenchimadlis sejtekben az NFAT4 aktivicidja
fokozott BMP2-termeléshez, és igy a differencidlédas eldsegitéséhez vezet [72].

A PP2B  leghatdsosabb, legspecifikusabb és  legismertebb  inhibitorai
immunoszupressziv anyagok, ilyen pl. a ciklosporin-A (CSA) és FK506 (tacronimus), melyek

a kalcineurint citoplazmatikus receptoraikkal a ciklofilinnel és FKBP-vel alkotott komplexek

révén gatoljak [75].
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2.5. A Ca*-homeosztazis jelatviteli itvonalakra kifejtett hatdsai a

porcdifferenciacioban

A legtobb gerinces sejtjében az intracelluldris citoszolikus szabad Ca® koncentriciéja
megkozelitleg 107 M, azaz tobb mint 10 000-szer kisebb, mint az extracelluldris folyadék
kalciumion tartalma, mely 10° M. Szdmos stimulus valt ki Ca’*-mozgést, akdr az
extracelluldris kozegbdl, akar az intracelluldris raktarakbol (endoplazmatikus retikulum) a
citosz6l irdnydba. A Ca® intracelluldris koncentriciéjanak  megemelkedése a
porcdifferencidcié soran szamos Ca2+—fiigg6 kindz, foszfatdz mikodését modositja; altalaban
véve a cPKC-ok, de kiilonosen fontos megemliteni a PKCa-t [76] vagy a kalcineurint [68,72].
Az in vitro kondrogenezis sordn a citoszilikus szabad Ca**-koncentricié valtozésa
Osszefiiggést mutat a differencidci6 egyes 1épéseivel, valamint az extracellularis Ca® elvondsa
a porcképz6dés csokkenésével jar. Azt is elmondhatjuk, hogy a Ca**-ionok tilzott jelenléte a
kondroprogenitor sejtekben nem segiti eld a porcképzddést, azaz a porcdifferenciacié soran a
Ca”*-koncentraci6 szabdlyozdsa igen precizen torténik [74]. Szdmos kisérlet bizonyitja, hogy
a Ca”*-ionok oszcillacidja is fontos szerepet jatszik a mezenchimadlis sejtek differencidcios
folyamataiban. Sajit, még eddig nem publikdlt eredményeink is arra utalnak, hogy a
differenciacié elején igen élénk, nagy amplitidji és szokatlanul magas frekvencidji Ca’*-
oszcillaciok figyelhetok meg a kondroprogenitor sejtek differencidcidja sordn. Ez a
porcdifferencidcié egyik igen fontos momentuma lehet, hiszen a citosz6likus kalciumszint
emelkedése egyes transzkripcids faktorok aktivitdsanak szabdlyozdsa révén befolydsolja a
génexpresszids valtozasokat.

A Ca™-ionok ilyen jellegii ki és belépését a sejtekbe szamos Ca**-szenzitiv csatorna,
receptor szabdlyozhatja. Ide tartoznak pl. a fesziiltségvezérelt csatornak mellett a ligand- vagy
receptorvezérelt kalciumcsatorndk. Meglepd médon a neuronokon azonositott NMDA-
receptorok (N-metil-D-aszpartit) az utébbi néhdny évben szdmos non-excitdbilis sejten is
kimutatasra keriiltek, pl. oszteoblasztokon, melanocitdkon, de kondrocitdkon is [77-79].
Hasonléan fontosak lehetnek az extracellularis nukleotidok receptoraiként miikodd ionotrop
P,X-purinoreceptorok is, melyek fontos szabdlyozé szerepet toltenek be a kondrogenezis
soran [80]. Természetesen a differencidlédé porcsejteken a lehetséges Ca**-csatornak szdma
nagyon sok lehet, itt csupdn a disszertici6 szempontjabdl fontos receptorok egyikével

foglalkozom részletesebben.
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2.5.1. Az NMDA receptor felépitése

Az NMDA receptor az ionotrop glutamét receptorok (AMPA, Kainit, NMDA) egyike,
melyek szerkezetérél és funkcidjar6l leginkdbb excitdbilis sejtek tanulmanyozisa adott
b6vebb informédciét. Az NMDA receptor elsésorban Ca**-ionokat juttat az extracelluldris
térbdl az intracelluldris térbe, ugyanakkor kisebb mértékben Na* és K* ionokra is permedbilis.
Az NMDA receptor heterotetramer felépitésii, négy transzmembran (TM) domén alkotja (2.5.
dbra). A csatorna nyitdsat vagy zarodasat a nyugalmi membranpotencidl véltozas véltja ki, ez
neuronok esetében —-70 mV-rél torténd depolariziciot jelent, ebben az esetben a
csatornaképz6 2. TM doménjiban a Mg2+ blokk felszabadul és a csatorna nyitott allapotba
keriil [81]. Az extracelluldris térben helyezkedik el az N-termindlis régi6, mely magédban
foglalja az 1. TM domént, ami a csatorna természetes ligandjainak kotddésért felelds, ezen a

teriileten taldlhat6 a glicin-kot6hely, mely a csatorna koaktivaldsdban vesz részt [82].
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2.5. abra Az NMDA receptor szerkezete. Az NMDA receptor olyan heterotetamer, melyet dltaldban két NR1 €s
két valamilyen NR2 alegység alkot. Nyugalmi 4llapotban a csatorniban egy Mg blokk van (fehér korrel
jeldlve), mely aktivéci6 hatdsdra eltdvolitédik, ami megvéltoztatja a csatorna konformdciéjat és leginkdbb Ca**
dramlik be a sejtbe. A receptor agonistdi és antagonistdi dltaldban az extracelluldris domének valamelyikéhez
kotodnek. A kép médositva Chris Parsons munkaja alapjan (www.chrisparsons.de/Chris/nmda.htm).

Az NMDA receptor hdrom alegységét azonositottik, az NR1-et, az NR2-t és az NR3-
at, melyek koziil az NR1 alegység minden esetben csatornaképz6 komponens, mig a masik
két alegység koziil rendszerint az egyik vesz részt a receptor alkotdsdban, de ismert tri-
heterotetramer felépitésii NMDA csatorna is [83]. Az NRI1 alegység esetleges hidnya a

csatorna formalddasanak gatlasdhoz és teljes funkciovesztéshez vezet. Az NR2 alegységnek
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tobb alcsaladjat leirtdk, ezek az NR2A, NR2B, NR2C és NR2D, melyek eltéré variancidban
lehetnek a receptorok részei. Az NR2 alegység tipusa meghatiroz6 a csatorna fiziologiai
tulajdonsagait, csatorna nyitdsi sebességét, konduktancigjat illetden, valamint a csatorna
ionszelektivitdsara is hatdssal lehet [84]. Az NR3 alegységeket két alcsaladra oszthatjuk;
NR3A és NR3B. Ezek az alegységek glicint kotnek és csokkentik a csatorna Ca®*
konduktancidjat, de pontosabb funkciéi még nem ismertek [85,86].

Az NMDA receptor szdmos antagonistajat €s agonistdjat ismerjiik; agonistaként a
glutamat és az NMDA (melyrdl a receptor a nevét kapta) emlithetd. Az antagonistdk tdrhdza
sokkal szélesebb teriiletet Olel fel, vannak tn. dltaldinos NMDA antagonistdk, melyek alegység
osszetételtdl fiiggetleniil képesek gatolni a receptor miikodését DAP-5 (D-(-)-2-Amino-5-
phosphonopentanoic acid) (2.5. dbra). Ezen kivill vannak olyan antagonistdk, melyek
alegységspecifikusak, ilyen pl. az ifenprodil, illetve az MK-801 melyek az NR2B alegységet
tartalmazo receptorok szelektiv antagonistdi [83]. Az NR3 alegységek specifikus agonistija,
vagy antagonistija eddig még nem ismert. Az emlitett molekuldkon kiviil egyes ionok is
hatdssal lehetnek a csatorna mikodésére, pl. a Zn** non-kompetitiv mdédon
fesziiltségaktivalastol fiiggetleniil gatolja a csatorna miikodését [87].

Az NMDA receptoron bejuté Ca’*-ionok szamos jeltviteli itvonalat
szabdlyozhatnak, de akidr az NMDA receptor egyes alegységeit foszforildlé kindzok és
defoszforilaciot végzd foszfatdzok aktivitdsara is hatdssal lehet. Tobb kisérletes bizonyiték
sziiletett, mely az NR1 alegység és PKA kapcsolatét valoszinisiti, illetve kiillonbo6zd PKC-k is
foszforildlhatjdk a receptor alegységeit [88]. A protein foszfatdzok szerepérdl még keveset
tudunk, azonban vannak adatok arra vonatkozdlag is, hogy a PP1, PP2A és PP2B is részt
vehet az egyes alegységek defoszforildciéjaban [89].

Az elmilt évtizedben az NMDA receptorok jelenléte azonositdsra Kkeriilt
kondrocitdkban is [86,90], ahol megtaldldsa igen érdekes ténynek bizonyul, hiszen az iziileti
porc beidegzés nélkiili avaszkuldris szovet, amelyben igy a fesziiltségfiiggd csatorndk
meglétének oka és funkci6ja még nem teljesen tisztdzott. Bizonyos adatok arra engednek
kovetkeztetni, hogy az NMDA receptorok egyfajta mechanotranszduktorként miikddnek [77],
azonban arra nézve nincsenek kisérletes eredmények, hogy milyen szerepet tolthetnek be a

kondrogenikus sejtek differencidcidja sordn.

2.6. Transzfekcios modszerek a sejttenyészto laboratériumokban

A kordbban részletezett és felsorolt kindzok, foszfatazok és receptorok funkcidinak és

porcdifferencidcidban betdlttt szerepének, vagy a kondrogenezisre gyakorolt hatdsainak
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vizsgdlatdra leginkdbb farmakoldgiai inhibitorokat haszndlnak, azonban szdmos olyan
tanulmany ismert, amelyek az egyes inhibitorok specificitdsat er0sen megkérddjelezik [91]. A
mai molekuldris bioldgiai technikdk lehetdvé teszik, hogy egyes fehérjéket tultermeltessiink
bizonyos sejtekben, vagy adott esetben expresszidjukat géncsendesitéssel minimaélisra
csokkentsiik. Ezen technikdk alkalmazdsa a legtobb biokémiai vagy molekuldris bioldgiai
laboratériumban honos, igy a valtozdsok j6l megfigyelhetdek eltérd eredetli sejtvonalakban,
akdr egy sejtet kiemelve. A bonyolultabb haromdimenzids differencialédé primer
sejttenyészetek azonban igen érzékenyek az ilyen beavatkozasokra és kevés olyan metddus all
rendelkezésiinkre, amely megoldané a felmeriild problémdkat. Az eukaridta sejtekbe torténd
plazmid, RNS és antiszensz oligonukleotidok transzfekcié révén torténd bejuttatdsa alapvetd
fontossdgd modszer a kiillonboz6 gének és enzimek funkcidjdnak, szerkezetének és sejten
beliili elhelyezkedésének in vivo és in vitro tanulmdnyozasaban.

A transzfekciés mddszerek dsének tekinthetjiik a kalcium-foszfat koprecipitacidt, mely
a mai technikdkkal szemben mar hattérbe szorult, és szdmos technoldgiai Gjitds egyszertsiti a
transzfekciés folyamatokat, pl. az elektroporacié, virus iranyitotta transzfekcio,
mikroinjekcidé, lipofekciéo [92-96]. Az eukaridta sejtek transzfekciés lehetOségeinek
hatékonysdga valtoz6 sikereket hozott, ui. a transzfekciot kovetden a bejuttatott DNS-
fragmentum expresszdlédik ugyan, de a transzfekcié eredménye nagymértékben fiigg a
felhasznalt sejttipust6l, a bejuttatott fragmentum méretétol, illetve a transzfekcids kozeg
Osszetételétdl is, igy egy sikeres transzfekcié a valdédi funkci6tdl fiiggetleniil fokozott
citotoxicitdst eredményezhet [97]. A transzfekcié kiilondsen nehéz feladat primer
differencidl6do sejteken, hiszen ezek a sejtek lényegesen érzékenyebbek a kiils6 behatdsokra,
és a transzfekcid kovetkeztében megvéltozhat differencidcids készségiik is [98], ugyanakkor a
primer sejtek sikeres transzfektdldsa fontos lehet terdpids alkalmazasok vizsgdlatiban, vagy
akar gydgyszerek fejlesztésére irdnyuld kisérletekben is. Ha primer sejtekkel nagy
mennyiségben idegen fehérjét (példaul GFP-t) expresszdltatunk, mely expresszidjit erds
virdlis prométerek (CMV vagy SV40) irdnyitjdk, a sejtek normdl folyamatai, vagy a sejt
differencidcios 1épései nagymértékben modosulhatnak [97]. Az elektroporicié sikeressége
szamos sejttipusban megkérddjelezhetetlen, azonban a transzfektdlt sejtpopuldcid nagy
részében az alkalmazott fesziiltség kovetkeztében a membrant érd mikrosériilések olyan
kdrokat okozhatnak, mely a sejtek elhaldsdhoz vezet [99]. A leggyakrabban haszndlt non-
virdlis transzfekciés modszer a lipofekcié (2.6. dbra), amely sordn a bejuttatni kivant
plazmidot, RNS-t vagy oligonukleotidot egy liposzOmamembran veszi koriil és a membranba

olvadva bejuttatja a sejtbe [92]. Manapsdg szamos olyan szintetikus non-liposzomalis
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transzfer rendszer is 1étezik, melyekben egy kationos piridinium csoport képes a DNS vagy
mds nagyméretli, negativ toltésli molekuldhoz kotodni é€s datfordulva a membrianon a
fragmentumot a citoplazmaba juttatja. Ez ut6bbi technika alkalmas nagyon érzékeny sejtek in
vitro és in vivo transzfekcidjara is, szdmos sikert értek el génterdpids kisérletekben anélkiil,

hogy szdmottevd citotoxikus hatdst detektaltak volna [100,101].

2.6. abra Az eukaridta sejtek transzfekcids lehetoségei. A transzfekcids lehetdségek tipustdl fiiggden képesek
bejuttatni a kivant fragmentet a citoplazméba, kis liposzémakba csomagolva, endoszomaképzddéssel, aprd
lyukak készitésével, vagy egy molekula kotédésével majd 4tforduldsaval. A kép médositva a www.polyplus-
transfection.com alapjan.

2.6.1. Transzfekcios lehetoségek a ”’high density” kultirakban

Az éltalunk haszndlt primer mezenchimdlis sejtekbdl 1étrehozott HD-kultirdkban a
kondrogenikus sejteknek nagyon nagy stirliségiinek kell lennie (15 milli6 sejt milliliterenként)
ahhoz, hogy spontin képesek legyenek porccd differencidléodni. Azaz tobb mikrométer
vastagsagli sejtrétegeket figyelhetiink meg, valamint a 6 nap alatt kialakult porctelepek
szerkezete inkdbb tekinthetdé egy haromdimenzids szovetdarabkdnak, mint egyszerii
sejttenyészetnek. A sejtek relativ magas koncentrici6ja miatt a transzfekcié sokkal
nehezebben valdsithaté meg, mint egy ,,monolayer” kultirdban. A transzfekci6é hatékonysaga
a HD-sejtkultirdk esetében nagymértékben fiigg az alkalmazott médszertdl, melyek koziil
szamosat kizdrhatunk a kultirdk szerkezetébol addddan, pl. a mikroinjektdlds sordn ilyen
nagymennyiségli sejttomeget nem lehet rovid id6 alatt sikeresen transzfektdlni, valamint a
Ca”*-foszfit koprecipitdciés transzfekcié a differencidlédé sejtek mikrostruktirdinak

rombolédsaval jar. A HD-kultirdkban az els6 harom nap igen kritikus az expresszids vektor
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bejuttatasat illetden, ugyanis a kondrogenikus sejtek rendkiviil érzékenyek, kiilonosen a
tenyésztés kezdetén, amikor nagy mennyiségii fehérjeexpresszié folyik. Kutatécsoportunk
megprobdlt taldlni és bedllitani egy olyan transzfekciés modszert, amely kis- és nagymérett
fragmentumokat is be tud juttatni a differencidlodé sejtekbe anélkiil, hogy a transzfekcié a
differencidciés folyamatokat megzavarnd és a bejuttatott plazmid megfeleld ideig tartd
expresszidja biztosithaté dltala. Kisérleteink sordn megvizsgéltuk egy kinaz, egy foszfatiz és
egy receptor alegységének géncsendesitését sh- és siRNS technoldgiat alkalmazva, valamint
két GFP-t is expresszalé6 PP2B plazmid bejuttatdsit és ezek porcdifferencidciéra gyakorolt

hatdsait kisértiik figyelemmel.
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3. Célkitiizés

Az értekezés targyat képezd kisérletek célja a porcosodd high density kultirdk
molekuléris biol6giai és biokémiai vizsgélati lehetdségeinek kiszélesitése és célzottan egy-egy
enzim vagy receptor pontos szerepének feltirdsa volt a porcdifferenciacié sordn. Az ilyen
jellegli vizsgdlatok alapjait képzik az egyes fehérjék taltermeltetése vagy specifikus
géncsendesitése. Az alkalmazott ,.high density” (HD) kultirdkban egyetlen egy sejt vizsgélata
nem ad kielégitd véalaszt a populdci6 folyamatainak teljes egészérol, valamint a kiragadott sejt
differencidcids folyamatai teljes egészében megvaltozhatnak az azt koriilvevd extracelluldris
matrix hidnydban. Ugyanakkor azt is figyelembe kell venni, hogy a HD-kultirdk rendkiviil
érzékeny primer sejtek elegyének tekinthetdk, melyek kémiai dgensekkel torténd érintkezése
megzavarhatja a differencidcidos folyamatok megfeleld végbemenetelét. Tehdt olyan
génbeviteli technikdk kidolgozasdnak kell megtorténnie, amelyek lehetdévé teszik akar egy
adott enzim tiltermeltetését vagy esetleges géncsendesitését a sejtek igen nagy hanyadaban,
mindamellett, hogy a transzfekcids technika a lehetd legkevesebb hatissal legyen a
differencidcids folyamatokra. A felvazolt technikak tokéletesitése és a transzfekcids kisérletek
hidnya manapsag is trt képeznek porcdifferencidcié kutatdsi palettijan. Ezen egyszerd,
ugyanakkor a mai tuddsunk szerint nélkiilozhetetlen metédusok bedllitdsara a kovetkezd
célokat fogalmaztuk meg:

1. A transzfekcids technikdk alkalmazhatésdganak vizsgalata és eltérd plazmidok, sh-és

siRNS bejuttatdsara alkalmas médszerek hatékonysagéanak vizsgélata.

2. Az egyes technikdk alkalmazasdnak a sejtek apoptdzisara, élet- és osztodoképességére

gyakorolt hatdsainak regisztralasa.

3. A transzfekciés modszerek porcdifferencidciora gyakorolt hatdsainak elemzése

specifikus markerek ( Sox9 és aggrekdn) expresszidjanak detektdldsdval.

4. Az optimélisnak vélt transzfekciés moddszerrel kalcineurin katalitikus alegységet
kédold vektorok tranziens transzfekcidjanak kivitelezése és a PP2B-overexpresszio

hatdsainak vizsgélata.

5. PP2B shRNS-t tartalmazé indukdlhaté promoterti vektorrendszer bejuttatdsdnak

optimalizaldsa és a géncsendesités hatdsainak vizsgalata.
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A kondrogenezis elorehaladtdval szdamos kindz és kordbbiakban is vizsgalt foszfatz
aktivalodik és pozitiv vagy negativ médon befolydsoljdk a porcsejtek differencidcios
folyamatait. A PKC-k funkcidja kiilonos tekintettel fontos a mezenchimadlis sejtek fejlodési
és expresszids mintdzatdrol keveset tudunk. A bedllitott transzfekciés médszerek lehetdséget
adnak arra, hogy ne csak a fehérje jelenlétét igazoljuk, hanem annak porcdifferencidciéra

gyakorolt hatdsait is alaposabban megértsiik. Ezért a kovetkezokre voltunk kivancsiak:
1. A PKC) expresszidja és aktivitdsa pontosan milyen jellegli a porcdifferenciacié soran.

2. Az irodalomban a PKCS specifikus inhibitoranak mondott rottlerin 5 uM

koncentraciéjanak hatasai a porcképzddés soran.

3. A PKCO génjének csendesitése shRNS segitségével és ennek hatdsai a

porcdifferencidcié eseményeire.

Az irodalombdl ismert tény, hogy a mezenchimalis sejtek a differencidlodas egyes
Iépéseivel parhuzamosan véltozé intracellularis Ca**-koncentraciét igényelnek [102]. Ezen
valtozasok lehetnek hosszitaviak és nagyon rovid ideig fennmaradd; oszcillald jellegliek.
Kérdéses azonban, hogy ezen révid kalciumtranziensek, vajon milyen csatorndkon keresztiil
val6ésulnak meg. Még nem publikalt kisérletinkben kimutattuk, hogy az NMDA receptor jelen
van a porcdifferencidcié soran, illetve egyes alegységei a differencidcié 1. és 2. napjatdl
kezdve lokalizdl6dnak jelentds mértékben a porcsejtek membranjdban. Disszertdciom alapjaul

szolgal6 kisérletekben a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. siRNS technikdval csendesitett NRlhidnya expresszi6 milyen hatdssal van a
porcképzddés mértékére, differencidlédd porcsejtek élet- és osztoddképességére,

valamint porcdifferencidcios markerek kifejezddésére.

2. Kivéncsiak voltunk, hogy a membrénban igy egyéltalain nem, vagy csak nagyon kis
szamban jelenlévé NMDA receptorok milyen hatdssal vannak a differencidlédd

. 2 1, e e
porcsejtek Ca~-oszcilldcidira.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Sejttenyésztés

A porcosodd ,,micromass” mezenchimadlis sejtkultirdk mas néven ,high density”
(HD)-kultirdk alkalmazdsa a porcdifferenciacié tanulmanyozdsira évtizedek ota ismert
moédszer. A porcosoddé mezenchimdlis sejteket Arbor Acres, illetve Ross és Hybro fajtaji
(valamennyi fehér hushibrid) csirkeembriok disztdlis végtagtelepeibdl izoldltuk. A
kisérletekhez haszndlt embriok Hamburger és Hamilton szerinti 22-24-es fejlodési
stddiumaban voltak. A protokollon [19,20], melyet az irodalomban is kisebb-nagyobb
modositdsokkal alkalmaznak, sajat kisérleteink igényeit figyelembe véve néhdny valtoztatést
hajtottunk végre.

Az eredeti leirds szerinti 2x10’ sejt/ml siiriségli szuszpenzidk helyett mi
1,5x107 sejt/ml stirtiségiieket hasznalunk és 5, egyenként 10-10 pl csepp helyett egyetlen 100
vagy 30 ul-es cseppet cseppentiink milanyag Petri-csészék aljara (Orange Scientific, Braine-
I’ Alleud, Belgium). A Petri-csészéket 37°C-on, 5% CO; és 95% relativ paratartalom mellett
termosztdlva, a sejteket 2 6rdn at hagyjuk kitapadni, majd 10% fotélis borjiszérummal (FBS)
(Gibco, Gaithersburg, MD, USA) kiegészitett, antibiotikumokat &s antimikotikumot
tartalmazé Ham’s F12 (Sigma, St.Louis MO, USA) taptalajjal taplalunk. A tapfolyadékot
(amennyiben a kisérlet menete masképp nem diktalja) masnaponta cseréljiik. A kicseppentés
napjat a tenyésztés nulladik napjanak szdmitjuk. Ilyen koriilmények kozott a mezenchimalis
sejtek a 2. illetve 3. tenyésztési nap sordn spontdn differencidlédnak porcsejtekké. A
tenyésztés befejezését jelentd 6. tenyésztési napon nagy mennyiségl extracelluldris matrixot
tartalmazd porccsomokat detektalhatunk, amelyek kevés nytlvanyos sejtet is tartalmaznak a

telep periférijan.
4.2. A porcképzédés mértékének fénymikroszkopos detektalasa

A képzddd porcmennyiség megéllapitasara kivald lehetdséget nyidjt a metakromazia
jelensége. A mezenchimdlis sejtekbdl 4allé ,,micromass” HD-kultirdkban a tenyésztés 6.
napjan porccsomokat lehet detektilni, melyek savas kozegben dimetilmetilénkék (DMMK)
festékkel nagyfokd vordos metakromaziat mutatnak és a festék normadl, ortokromatikus kék
festddése elhanyagolhaté. Ez a jelenség a porckultirdk nagy mennyiségben termelt, negativ
toltéssel rendelkez6 ECM alkotdinak pl. kondroitin-szulfét, hialuronsav és proteoglikdnok

jelenlétének koszonhetd. A festésekhez a sejtszuszpenziobol 30 pl-es cseppeket
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cseppentettiink 24-lyukd tenyésztéedényekbe helyezett feddlemezekre (Menzel-Gléser,
Menzel GmbH, Braunschweig, Németorszdg), majd a tenyésztés végén a kultirdkat CMF-
PBS-sel valé mosds utdn abszolut alkohol és 40% formalin 4:1 ardnyud keverékével 30 percig
fixaltuk, leszall6 alkoholsorban rehidraltuk, €s 3% ecetsavval mostuk. Ezt kovetden 3%
ecetsavban oldott 0,1%-0os DMMK (Aldrich, Steinheim, Németorszdg) oldattal festettiik a
kultirdkat 5 percig, majd ismét ecetsavas mosést végeztiink a feleslegben maradt festék
eltavolitasara. Ezt kovetden a mintdkat kristdlyragasztoval, majd 24 ora elteltével DPX-el
fedtiik le. Az alacsony pH-n tortént festés kovetkeztében a magasan szulfatilt PG és GAG
tartalom miatt vorés metakromazidval festddd porcmatrix vdlik lathatévd. A mikroszképos
vizualizalast Nikon Eclipse 800 (Nikon Coporation, Tokid, Japan) fénymikroszképpal minden
estben 4x-es objektivet hasznilva végeztiik.

A toluidinkék (TK) hasonléan a DMMK-hez metakromazias szinnel festi az érett porc
matrixt, savas kozegben tortént festés utdn festékvisszaolddssal pedig szemikvantitativ
informéciot kaphatunk a metakromazidsan festddd porcmatrix mennyiségérdl, azaz a
visszaoldott bekotodott festék mennyisége ardnyos a metakroméziasan festdédd porc
mennyiségével. Ennek érdekében kiilon kisérleti csoportokként, a savas DMMK festéshez
elokészitett kultirdk tenyésztési koriilményeivel teljesen azonos modon végeztik a
kondrogenikus sejtek fenntartdsat. A tenyésztés befejezését jelentd hatodik napon a telepeket
CMF-PBS-sel mostuk, majd Khale-fixaléval (28% etanol, 4% formalin és 2% ecetsav) 15
percen keresztill fixdltuk. Ezt kdvetden glikokoll/glicin-HCI pufferben (pH:1,8) oldott 0,1%-
os toluidinkék festékkel (Reanal, Budapest, Magyarorszdg) 15 percen keresztiil festettiink. A
nem kotodott festéket glikokoll/glicin-HCI oldattal kimostuk. Az erdsen szulfatilt PG-hoz és
GAG-hoz kot6do festéket abszolit alkoholban oldott 8%-0s HCI oldattal nyertiik vissza. A
visszanyert toluidinkék festék abszorbancidjat 625 nm-en microplate leolvasé (Chameleon,

Hidex Ltd., Turku, Finnorszag) segitségével hatdroztuk meg.

4.3. A PP2B-vektorok

A transzfekcié hatékonysdgdnak megitéléséhez a klasszikus és igen gyakran hasznalt
pEGFP-C1 vektort (4,7 kb; Invitrogen Carlsbad, CA, USA) hasznaltuk. A vektorban taldlhatd
egy GFP-t (green fluorescent protein) kédold szekvencia, mely lehetdvé teszi a FACS-szal
torténd kvantitativ hatékonysagvizsgalatot. A vektor tartalmaz egy ,,multiple cloning site”-ot
(MCS), ahova szamos, altalunk vizsgalni kivant jelatviteli molekula szekvenciajat
klénozhatjuk be (4.1. dbra), igy pl. a kalcineurin eltéré formdit kédol6 génszakaszokat. A

CnA delta, a kalcineurin trunkélt formdjat kédolja (772 bp), mely Ca®™ jelenlététdl fiiggetleniil
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folyamatosan aktiv [103]. A CnA gamma a kalcineurin gamma izoforma teljes cDNS
szekvencidjat tartalmazza (1523 bp) [104]. A plazmidokat E. coli sejtekbe transzformaltuk
(One Shot transzformacids kit, Invitrogen Carlsbad, CA, USA) és kanamycin tartalmi LB-
agaron (Invitrogen Carlsbad, CA, USA) tenyésztettiik. A plazmidokat MaxiPrep kit
(QIAGEN Valencia, CA, USA) segitségével izolaltuk, kovetve a gyari protokoll utasitasait.
Az izolalt termékeket Xhol restrikciés enzimmel linearizaltuk, és 1% gélben torténd
elektroforézissel, 1 kb marker mellett ellendriztilk. Az izolatumot 2 pg/pl koncentraciora

higitottuk és felhasznaldsig —70°C-on téroltuk.

i STpPs
17—

TAC ARG CC AT TCG AT TCT GCA GTC GAC GETACE GCG GGC CCG EGA TCC ACC GEATCT AGATAACTGATC A
T Bell*

IGATCA
I Xial®

4.1. abra A pEGFP-C1 vektor restrikcids térképe és szerkezete. A vektor a ,,multiple cloning site” (MCS) el6tt
egy vad tipusi GFP-t kédol, mely 488 nm-en gerjeszthetd. A fehérje termelését egy CMV prométer hajtja. A
vektor két rezisztencia szakaszt (neomycin és kanamycin) tartalmaz. Az dbra a www.clontech.com adatai alapjan
késziilt.

4.4. sh- és siRNS expresszios rendszerek

A PKCS siRNS 5’-AGGAGAGTACTTTGCCATCAA- 3 (GenScript USA Inc.
Piscataway, NJ, USA) és PP2B siRNS 5’-CTGCTCGAAAGGAGGTTATAA- 3’ (GenScript
USA Inc. Piscataway, NJ, USA) szekvencidkat kddolo shRNS-eket elkészittettiik (GenScript
USA Inc. Piscataway, NJ, USA) és GeneSwitch™ indukalhat6 prométerli expresszids
vektorba klonoztattuk (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Az expresszids rendszer két vektort
tartalmaz; a pGene/V5HisA (4,6 kb) és a pSwitch (7323 bp) vektorokat. Az els6 vektorba
lehet klonozni kis- és nagyméretli DNS szakaszokat, mely dnmagédban inaktiv formdban van
jelen a sejtben, mig a pSwitch vektor egy inaktiv fehérjét a GeneSwtich-et termeli. Az el6z6
vektor expresszidjat egy olyan prométer hajtja, mely csak akkor aktivdlodik, ha a GeneSwitch
fehérjéhez egy indukdlé anyag; a mifepristone kotddik és ezen utdbbi komplex a klénozott

vektor (pGene/V5HisA) prométeréhez kotddése inditja be az atirddast (4.2. dbra). A rendszer
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egyik elonye, hogy a mifepristone-nak a high density kultdrdkban nincs mdas hatdsa, hiszen
egy antiprogeszteron szarmazék, illetve a termeltetni kivant DNS szakasz expresszidja

tetszoleges idOben indithato el.

Gene Switch protein expresszio

; IIRNS
pSwitch — GAL4 H Jgimeraz
A

kotd

\ Q Gene Switch protein

N l + mifepristone A
N X
Sem 4

(Y1 <
S R %

\

g .. klonozott gén expresszio
pGene/V5 His — GAL4 TATA Kldnozott gén

4.2. abra A GeneSwitch System miikodési elve. Két vektort tartalmaz, melyek koziil a pSwitch egy indifferens
fehérjét termel; a GeneSwitch-et, mely tulajdonképpen ligandfiiggé transzkripciés faktorként funkcionalva
inditja be az dltalunk a pGene/V5His A vektorba klénozott szakasz termelddését. Az dbra a www.invitrogen.com
adatai alapjan késziilt.

Az shRNS-ek kb. 62 bp-bol all6, 7-9 nukleotid hajtiikanyart tartalmazé kétszald rovid
plazmid darabok, melyek vektorba klénozhaték és azokrél megfelel6 duplaszdli RNS
darabkdk szintetizdlodnak, melyekbdl enzimatikusan hasitédik ki az egyszdlid hurok,
kialakitva egy siRNS-t. Miukodési elviik igy az siRNS-ekhez nagyon hasonld, ugyanis a
termelddd duplaszdld RNS darabot az in. DICER fogja siRNS-duplexekké alakitani, ezek
nukledzkomplexekhez kotddnek és kialakitjdk RISC-et (RNA induced silencing complex).
Ezen utébbi komplexekben 1étrejové ssRNS-ek a bazisparosodds szabalyainak megfeleléen
hozzékotddnek egy adott mRNS szakasz komplementer részéhez és annak fragmentumokra
hasitdsat eredményezik, ezzel gitolva a proteinszintézist. A gydrilag eldéllitott termékeket a
kordbban méar emlitett médon transzformaltuk, és ampicillin vagy higromycin tartalmd LB-
agar taptalajon novesztettilk és az el6z6hoz hasonlé mddon izolédltuk. A vektorokat 2 pg/ul
koncentréciora higitottuk és felhaszndlasig —70°C-on tédroltuk. A transzfekci6hoz két vektor

transzfekcidjat végeztik egyszerre a tenyésztés O.napjan; az shRNS-eket kdédolo inaktiv
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vektorokat és az indukcids vektort. A tenyésztés 2. napjan az indukciét 1 WM mifepristone
tiptalajba juttatdsdval értiik el.

Az NMDA receptor NR1 alegységének csendesitésére Gallus gallus szekvencia
(accession number: AY510024) alapjan gyarilag tervezett specifikus siRNS koktélt
hasznéltunk (SMARTpool siRNA kit, Dharmacon, Inc. CO, Lafayette, USA). Az siRNS-ek
kb. 21-23 nukleotidbdl 4ll6 egyszdld RNS fragmentumok, melyek miikddési elve kordabban
mir megemlitésre keriilt. Hatranya, hogy nem klénozhaté vektorba, igy transzfekcidjat
kovetden a hatdsa kb. 24 6ra mulva vizsgalhat6, indukciéra nincs lehetdség. A vasarolt koktél
és a gyari protokoll szerint viszont a termékkel garantaltan 80-90%-os csendesités érhetd el. A

gyéri protokoll utasitdsai szerint az siRNS koktélt —20°C-on 4 pg/pul koncentraciéban taroltuk.

4.5. HD-Kkultirak transzfekcioja

Szamos transzfekcids mddszert és protokollt teszteltiink; Lipofectamin 2000
(Invitrogen Carlsbad, CA, USA), SuperFect transzfekcios reagens (QIAGEN Valencia, CA,
USA), DMRIE-C reagens (Invitrogen Carlsbad, CA, USA), Saint Mix reagens (Synvolux
Therapeutics B.V, Groningen, Hollandia) €s a nukleofekciés protokollt az Amaxatél (Amaxa
Biosystem, Gaithersburg, MD, USA).

Lipofectamin 2000: egy kationos lipidmolekula, liposzémaformalédédson keresztiil koriilveszi
a bejuttatni kivant plazmidot, és membranba olvadva transzportdlja a sejtekbe. Sejttipustdl
fiiggetleniil, FBS-es tdptalajpan 1is alkalmazhaté viszonylag nagy transzfekcids
hatékonysaggal.

SuperFect: egy specidlisan tervezett aktivdlhatdé dendrimer molekula, mely kompakt
komplexet képez a DNS-sel. A sejtek felszinén 1év0 negativ toltéssel rendelkezd
receptorokhoz kotddve endoszéma kialakuldsat indukélja, amely a sejt belsejébe juttatja a
plazmidot. A transzfekcio sikeressége sejttipustdl fiiggetlen és nem igényel specidlis
koriilményeket.

DMRIE-C: egy 1:1aranyban liposzomaformalé kationos lipid (DMRIE) és koleszterol elegyét
tartalmazé oldat. Miikodési elve hasonlé a Lipofectamin 2000-hez, ugyanakkor DNS
bejuttatdsa mellett alkalmas rovidebb RNS konstruktok transzfekcidjdra is. A transzfekcids
reagens kifejezetten kitapadé kultirdkra készitett technikai tjitas.

Saint Mix: egy szintetikus non-liposzomadlis amfifilikus molekula, mely 111 kb méretti DNS
és protein bevitelére képes transzfekcids reagens. Nagyon jé hatékonysdggal miikodik primer

sejtvonalakon €s in vivo transzfekcids rendszerekben is.
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Amaxa: elektroporacion alapulé non-virdlis transzfekcids technoldgia, mely mukddésének
alapja, hogy a sejtek membranjan adott fesziiltség hatdsara keletkez6 mikrolyukakon keresztiil
egy szdllitd oldat segitségével bejuttatja a plazmidokat a sejtekbe. Mivel a fesziiltség hatdsara
a maghartyan keletkezett apré lyukakon keresztill a sejtmagba is bejut a konstrukt, ezért
gyakran nukleofekcionak is nevezik. A mddszer szdmos protokollt haszndl, melyek koziil a
C17-es program primer sejtekre optimalizalt.

Minden esetben frissen izoldlt, 1,5x10’ sejt/ml stirliségli sejtszuszpenzidban végeztiik
a transzfekciot, bizonyos esetekben a protokoll kis mddositdsaval, mint pl. az alkalmazott
transzfekciés reagensek ardnydt 25%-kal csokkentettiik. 1 ml sejtszuszpenziéhoz
alkalmanként 20 pl transzfekcids reagenst €s a gyari protokolloknak megfeleléen 6 ul, 2
pg/pl koncentracidji plazmidot adtunk. A transzfekciot kovetden a sejtek 100 és/vagy 30 pl-
es cseppjeit Petri csészékbe vagy 24-lyuku tenyésztéedényekbe cseppentettiik. Kicseppentés
utdn 2 éraval a sejteket 10% FBS-mal kiegészitett, Ham’s F12 tdpoldattal taplaltuk, mdsnap a
tapoldatot lecseréltiik, ezzel eltdvolitva a transzfekcids reagenst tartalmazé kozeget a
sejtekr8l. A nukleofekcit Amaxa késziilékkel végeztik a 200 pl 1,5%107 sejt/ml stirliségii
sejtszuszpenzidoban a mezenchimadlis sejtekre optimalizdlt C17 program segitségével. Az
siRNS transzfekcidjara a cég dltal optimdlisnak tartott DharmaFect transzfekcids reagenst

alkalmaztuk a gyari protokoll szerint 4 pl, 4 pg/pl koncentracidji siRNS alkalmazasa mellett.

4.6. A GFP-t expresszalo vektorok vizsgalata fluoreszcens mikroszkoppal

A transzfekcié sikerességének megitélésére mddot biztosit az, hogy a GFP megfeleld
hullimhosszisagi fénnyel gerjesztve fluoreszcens mikroszképban fotézhatd, tehdt a
sejtkolonidban zold fényt emittdld, sikeresen transzfektalt sejtek populdcidjat rogzithetjiikk. A
sejteket a transzfekcidt kovetd napon tdptalajban, normadl tenyésztési koriilmények kozott
vilagitottuk meg 488 nm hullimhosszid fluoreszcens fénysugarral, majd 10x objektivet
haszndlva SPOT-RT-kamera segitségével 508 nm-en emittélt fényt rogzitettiik Nikon Eclipse

800 (Nikon Coporation, Tokid, Japan) mikroszkopon.

4.7. A PKCo aktivitas gatlasa rottlerinnel

A rottlerint (Sigma, St.Louis, MO, USA) DMSO-ban oldottuk és —20°C-on taroltuk a
felhaszndldsig. Az inhibitort 5 puM végkoncentricioban a differencidcié eltérd napjain

adagoltuk a kulturdk tenyészt6 folyadékaba.
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4.8. Eletképesség vizsgalata MTT- teszttel

A sejtek életképességét MTT kolorimetrids teszttel vizsgéltuk a tenyésztés 3. napjan.
Az MTT teszt alapja, hogy az €16 sejtek mitokondriumaiban 1év0 oxiddzok a sirga MTT
oldatot lila szinl formazankristalyokkd alakitjak, amelyeket megfelelé kozegben feloldva az
oldat fényelnyelése 570 nm-en mérhetd, s a mért abszorbancia ardnyos az €16 sejtek szdmaval
és metabolikus aktivitdsdval. A kultirdkat 96 lyukd tenyésztoedényben tenyésztettiik,
melyekhez a 3. tenyésztési napon 10 pul MTT (3-(4,5-dimetil-tiazolil-2)-2,5-difenil-
tetrazélium-bromid), Amresco Inc., Solon, Ohio, USA) oldatot pipettiztunk minden lyukba,
majd 2,5 ordn keresztil 120 rpm-en 37°C-on razégépben inkubdltuk (N-biotek, Inc,
GyeongGi-Do, Korea). A keletkezett lila szinii formazan kristdlyokat MTT szolubilizal6
oldattal feloldottuk, az abszorbancia mértékét 570 nm-en microplate-leolvasoval detektaltuk

(Chameleon, Hidex Ltd., Turku, Finnorszag).
4.9. Sejtproliferacio vizsgalata *H-timidin-beépiilés mérésével

A sejtek proliferacios képességét *H-timidin beépiiléssel vizsgaltuk, ui. a sejtosztdédas
soran adott id6 alatt DNS-be beépiilt H-timidin ardnyos az osztédast végzd sejtek szdméval,
melyet lagy P-sugirzoként folyadékszcintilliciés moédszerrel konnyen detektdlhatunk. A
sejtek 15 pl-es cseppjeit 96 lyukd folyadékszcintillicids tenyésztdedényekbe helyeztiik
(Wallac PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Shelton, CT, USA) és a kultirdkat a
tenyésztés 3. napjan 16 6ran keresztiil 1uCi/ml *H-timidinnel (185 GBq/mM *H-thymidine,
Amersham Biosciences, Budapest, Magyarorszdg) inkubdltuk. Az inkubéciot kovetéen PBS-
sel mostunk, majd a fehérjék jéghideg 5%-os triklorecetsavval 20 perc alatt denaturdltuk,
Ujabb PBS-sel torténd mosds utin foszfor-pentoxidot tartalmazé  exikdtorban
vizmentesitettiink. A mérés eldtt 50 pl szcintilliciés folyadékot (MaxiLight, Hidex Ltd,
Turku, Finnorszag) adtunk a mintdkhoz, és folyadékszcintillicids szamldléval (Chameleon,

Hidex Ltd, Turku, Finnorszag) mértiik a radioaktivitast.

4.10. Apoptozis vizsgalat és a transzfekcié hatékonysaganak

meghatarozasa aramlasi citométerrel

A transzfekcié hatékonysdgat a GFP detektalasdval, az apoptdzis mértékét AnnexinV
DY647 kit (Central European Biosystems Kft., Budapest, Magyarorszdg), a nekrdzist
propidium-jodid (PI, Invitrogen Carlsbad, CA, USA) segitségével vizsgaltuk a tenyésztés 2.
vagy 3. napjdn. Az annexin V egy korai apoptotikus markernek tekinthetd, melynek
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membranon valé kiforduldsa az egyik elsé 1épés a sejtek programozott sejthaldla sordn. Ennek
detektdldsa pontos képet adhat a visszafordithatatlanul megindult apoptézisr6l. A PI a mér
sériilt membrénintegritdsi sejtek magjaiba képes bejutni, igy ez a modszer a sejteket ért
stressz  kovetkeztében fellépd nekrotikus folyamatokrél ad felvilagositds. A mérésekhez
kontrollként nem transzfektalt, és/vagy csak iires vektorral transzfektalt sejteket hasznaltunk.
A sejteket kétszer mostuk CMF-PBS-el, majd ezt kdvetéen 10 pul AnnexinV DY 647 reagenst
és/vagy 2 pl Pl-ot adtunk a mintdinkhoz és 10 percig inkubdltuk szobahdmérsékleten
sotétkamrdban. Az inkubdlast kovetden a sejteket Annexin-binding pufferrel, vagy PI esetén
CMF-PBS-el mostuk, é&s 0,25% tripszinnel valé emésztést kovetden sejtjeinket
centrifugdldssal 0sszegyljtottiikk. A sejtpelletet 500 pl FACS pufferrel szuszpendaltuk (PBS
puffer, 1% BSA-t és 0,05% NaN3). A GFP-t expresszalé sejtek detektdldsa 508 nm-en, az
AnnexinV DY647 detektilasa pedig 670 nm-en, PI 430 nm-en CyFlow® space Flow
Cytometer-rel (Partec GmbH, Miinster, Németorszdg) tortént a DE OEC Borklinika
Omninvest laboratériumdban. Az analizist Win MDI 2.8 freeware-rel végeztiik (Joseph

Trotter, http://facs.scripps.edu). Az eredményeinket density plot-on dbrazoltuk.

4.11. Spontin Ca**-tranziensek vizsgalata

Az egyes kondroprogenitor sejtekben megfigyelhetd spontin Ca**-tranzienseket LSM
510 META Laser Scanning konfokdlis mikroszkép (Zeiss, Oberkochen, Németorszag)
segitségével regisztraltuk. A mérés eldtt a sejteket 10 uM Fluo-4-AM kalciumérzékeny
fluoreszcens festékkel toltottiik fel, amit F12-taptalajban oldottuk és a toltést 37 °C-on, CO,-
inkubdtorban végeztiik 1 6rdn at. A tranzienseket normdl Tyrode-oldatban regisztraltuk. A
méréseket 63x-os vizimmerzidés objektivvel végeztik. A Fluo-4-gyel toltott sejteket
argonlézerrel eldallitott 488 nm hullimhosszd fénnyel gerjesztettik, a kibocsétott
fluoreszcenciat pedig 500, illetve 570 nm-en detektaltuk. A spontin Ca**-tranziensek sordn
bekovetkezd intenzitasvaltozasokat x—y analizissel vizsgaltuk, mely sordn kétdimenzids
leképezést végziink. Ebben az esetben a pdsztdz6 rendszer végigpdsztizza a sejtet
reprezentalo pixeleket és az egyes fluoreszcencia-intenzitasokat x—y koordinita rendszerben
dbrazolja, azaz sejt fluoreszcencia-intenzitdsdnak elvileg egy adott pillanatban (gyakorlatilag
a ,pillanat” a pdsztds idOtartamdval megegyezd hosszisdgd, az 512x512 pixel nagysagi
képek esetén 500-600 ms) meglévd kétdimenzids képet kapunk. Az x—y analizis sordn 10

felvételt rogzitettiink 50 sec intervallum alatt és videofelvételeket készitettiink.
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4.12. Sejt-extraktumok elokészitése

A 2. és 3. tenyésztési napon Western blot és aktivitds-mérésekhez a sejtkultirakrol a
tapoldatot eltavolitottuk, fizioldgids sdéoldattal kétszer atmostuk, a telepeket learattuk. Az
Osszegyljtott sejteket 10 percig 2000 rpm-en centrifugéltuk, majd a sejtpellethez 100 pl
homogenizalo lizispuffert mértiink (50 mM Tris-HCI puffer (pH 7,0), 0,5 mM ditiotreitol, 10
pg/ml Gordox, 10 pg/ml leupeptin, 1 mM fenil-metil-szulfonil-fluorid (PMSF), 5 mM
benzamidin, 10 pg/ml tripszin inhibitor). Az igy elkészitett extraktumokat —70°C-on taroltuk.
A lizispufferben felvett teljes sejtlizaitumot ultrahangos szonikéldssal (Cole Palmer Ultrasonic
distributor, Illinois, USA) tartuk fel 30 misodpercen keresztiil a Western blot analizishez és
az aktivitismérésekhez. RT-PCR vizsgdlathoz a porcosodé kolénidkat RNaz-mentes
fiziol6gids séoldattal hiaromszor mostuk, majd azonnali, folyékony nitrogénben val6

fagyasztast kovetden az RNS izoldldsig —70°C-on tortént a tarolds.

4.13. RT-PCR analizis

A sejtekbdl totdl RNS-t izoldltunk, mely sordn eldszor TRIZOL reagensben (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) oldottuk fel a telepeket, majd 20% RNaz-mentes
kloroformot adtunk hozz4d és a mintdkat 4°C-on 15 percig 10000 g-n centrifugaltuk. A
keletkezett feliiliszot eltdvolitottuk és azt 500 ul RNaz-mentes izopropanolban 1 6rédn
keresztiil —20°C-on inkubdaltuk majd 10000 g-n djra centrifugéltuk. A kicsapddott RNS-t
RN&4z-mentes vizben oldottuk és —70°C-on felhaszndldsig téroltuk. Az izoldlt RNS
mennyiségét és tisztasdgat NanoDrop (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) késziilék
segitségével ellendriztik. Az igy nyert RNS-mintdbdl High Capacity RT-kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) felhasznaldsaval, oligo(dT) primerek segitségével cDNS-t
készitettiink. A PCR primereket Primer Premier 5.0 szoftver segitségével (Premier Biosoft
International, Palo Alto, CA, USA) terveztiik. A polimeraz lancreakciéhoz felhasznélt primer-
parok szekvencidit a 4.1 tdbldzatban adtam meg.

Az egyenként 25 pl Ossztérfogati PCR-reakcié elegyek a kovetkezd Osszetevoket
tartalmaztdk: 2 pl forward €s reverz primer (100 uM), 1 pul ANTP (200 uM), és 5 unit Promega
GoTaq® DNS-polimerdz 1x pufferben. A kivant DNS-szakaszok specifikus felerdsitéséhez
programozhat6 termosztatot hasznaltunk (PCR Express Temperature Cycling System, Hybaid,
UK) a kovetkezd bedllitasokkal: 2 perc 95°C-on a kezdeti denaturdciéhoz, amelyet ismétlddd

ciklusok kovetnek: 94°C 1 perc, majd primertdl fiiggd, optimalis homérsékleten tortént az
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annellacié (30 sec), a lanchosszabbitds pedig masfél perc alatt 72°C-on ment végbe. Az
utolsd, 30. ciklus utdn tovdbbi lanchosszabbitdsi 1épés kovetkezett 72°C-on, 10 percig. A
PCR-mintédkat végiil 1,5%-os, etidium-bromiddal megfestett agarézgélen 90 V-on futtattuk. A
képeket géldokumenticios rendszer (DNR Bio-Imaging Systems Ltd. Jeruzsidlem, Izrael)

segitségével készitettiik.

Gén . . C ey Annelldcios Termék
(Gallus gallus) Primerek Nukleotidszekvencia (5’—3’) hémérséklet | mérete(bp)
Sox9 sense CCC CAA CGC CATCTT CAA
antisense CTG CTG ATG CCG TAG GTA 54 °C 380
Aggrekan sense CAA TGC AGA GTA CAG AGA
antisense TCT GTC TCA CGG ACA CCG 54 °C 429
Kalcineurin sense CTG CTC TGA TGA ACC AAC AGT
antisense ACG GCA AGG ACC AGG TAA 54 °C 514
PKCb sense CTG AGG TGA CCGTGGGTG T
antisense TTG TGG ATG GCA GCG TTA 54 °C 283
NR1 sense CAA TGC CAC CTC CGT CAC
antisense TTG GTC CCT GGG TCA AACT 56°C 313
ERK1/2 sense CAC CTC AGC AAC GAC CAC
antisense AGG AGC CCT GTA CCA ACG 54°C 231
GAPDH sense GAGAACGGGAAACTTGTCAT
antisense AACAACTGGTCAGGACGG 54 °C 556

4.1. tablazat A PCR soran hasznélt primerparok szekvencidi és a kapott termékek méretei.

4.14. Fehérjedetektalas Western blot technikaval

A sejtszuszpenziok fehérjekoncentracidjdnak pontos értékét az ultrahangos
homogenizélast kovetden BCA prébaval (BCA™ Protein Assay Kit, Pierce Biotechnology,
Rockford, IL, USA) hataroztuk meg. Ezt kovetden a fehérjehomogenizdtumokhoz
elektorforézis mintapuffert adtunk (310 mM TRIS [pH 6.,8], 10% SDS, B-merkaptoetanol,
0,01% brémfenolkék) és 10 percig forraltuk. Majd esetenként 80 pg fehérjét tartalmazd
mintdt 7,5%-os gélben futtattunk 120 V fesziiltségen, és enyhe hiités kozben 90 percig
transzferaltuk nitrocellul6z membranra 300 mA dramerdsség mellett. A membrant PBS-ben
oldott 5% zsirmentes tejporral 30 percig blokkoltuk, majd a primer antitesteket (4.2 tdbldzat)
egy éjszakan keresztiil 4°C-on a blokkold oldatban higitva alkalmaztuk. Az inkubaciés id6
befejezését kovetden a membranokat 2x15 percig PBST-ben (0,1% Tween-20-szal
kiegészitett PBS) mostuk. Majd 1% sovany tejport tartalmazé PBS-ben oldott szekunder
antitesteket (3.2 tdbldzat) adtunk a membrianokhoz és 1 o6rdn keresztil 200 rpm-en,
szobahOomérsékleten razattuk. A jelek detektdldsdt kemilumineszcens jelerdsitd technikdval

rontgenfilmeken a gyari protokoll szerint végeztiik (Millipore, Billerica, MA, USA).
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Primer antitest

Szekunder antitest

PP2B poliklondlis anti-PP2B anti-nyudl IgG
60 kDa 1:600 1:1000
Abcam, Cambridge, UK Bio-Rad Laboratories, CA, USA
Sox9 poliklondlis anti-Sox9 anti-nyil IgG
62 kDa 1:600 1:1000
Santa Cruz Inc., CA, USA Bio-Rad Laboratories, CA, USA
Sox9 poliklondlis anti-Sox9 anti-nyul IgG
56 kDa 1:600 1:1000

Abcam, Cambridge, UK

Bio-Rad Laboratories, CA, USA

Foszfo-Sox9

poliklondlis anti-foszfo-Sox9

anti-nyul IgG

56 kDa 1:600 1:1000
Sigma, St.Louis MO, USA Bio-Rad Laboratories,CA, USA
PKCd poliklondlis anti- PKC$ anti-nyul IgG
80 kDa 1:100 1:1000
Santa Cruz Inc., CA, USA Bio-Rad Laboratories,CA, USA
ERK1/2 poliklondlis anti-ERK1/2 anti-nyudl IgG
42 kDa 1:1000 1:1000

Sigma, St.Louis MO, USA

Bio-Rad Laboratories,CA, USA

difoszfo-ERK1/2

monoklonalis anti-difoszfo-ERK1/2

anti-egér IgG

42 kDa 1:600 1:1000
Sigma, St.Louis MO, USA Bio-Rad Laboratories,CA, USA
NR1 poliklondlis anti- NR1 anti-nyul IgG
120 kDa 1:600 1:1500
Cell Signaling, Danvers, MA, USA Bio-Rad Laboratories,CA, USA
GAPDH poliklondlis anti-GAPDH anti-nyul IgG
42 kDa 1:1000 1:1000

Abcam, Cambridge, UK

Bio-Rad Laboratories,CA, USA

4.2. tablazat A fehérjedetektdldashoz hasznalt primer és szekunder antitestek és higitdsuk.

A rontgenfilmekrdl 8-bites sziirke skdlan kodolt digitdlis felvételeket készitettiink
géldokba integralt CCD kamerdval (DNR Bio-Imaging Systems Ltd. Jeruzsalem, Izrael), majd
a felvételeken mértilk a kapott jelek optikai denzitdsat (OD) Image-Pro Plus 4.5 (Media
Cybernetics) képanalizdl6 segitségével. A program az OD-t pixeloszlopokként méri, ezért a
vizsgdlt proteint reprezentdld specifikus csik teriiletére vonatkoztatott integrilt optikai

denzitast (integralt OD) hasznaltuk fel a kiértékelés soran. A kapott értékeket a kontroll

csoportokra normalizaltuk.

4.15. Kalcineurin aktivitasmérés

A PP2B aktivitdsét radioaktiv izotéppal (**P) jelolt foszforilalt inhibitor-1 szubsztrat

(780 cpm/pmol) segitségével hatdroztuk meg, az enzim altal lehasitott 32pj radioaktivitdsdnak

mértéke ardnyos a PP2B enzim aktivitdsaval [105]. Az ily médon elvégzett kisérlet nemcsak a
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tenniink, hogy ez nem teljesen egyezik meg a kondrogenikus sejt normadl életciklusaiban in
vitro mérhetd aktivitdssal. A mintdkat a lehetd leggyorsabban folyékony nitrogénben
fagyasztottuk és —70°C-os tarolast kovetden rovid idon beliil felhasznaltuk. Kiolvasztds utan a
kultdrakat szonikatorral (Branson Sonifier, Danbury, USA; pulzald, 60 ciklus, 2 perc) tartuk
fel, majd 12 000 g-n, 4°C-on, 15 percig centrifugéltuk. Az aktivitismérésekhez a feliilisz6t
hasznéltuk. A munkaoldat az izotéppal jelolt szubsztraton kiviil (30 pul) 50 mM tris puffert
(pH 7,09 0,16 mM ditiotreitolt, 3,4 ug/ml gordoxot, 3,4 ug/ml leupeptint, 1 mM fenil-metil-
szulfonil-fluoridot (PMSF), 1,6 mM benzamidint, 3,4 pg/ml tripszin-inhibitort, 40 pg/ml
kalmodulint, 0,2 mM CaCly-ot, 100 nM okadainsavat, protein foszfatiz inhibitor-2-t
tartalmazott. A (°°P) jelolt  inhibitor-1  szubsztratot 20-30000 cpm/reakcidelegy
koncentracioban alkalmaztuk 2-2,5 mg/ml sejtextraktum fehérjekoncentraciéra szamolva. Az
igy elokészitett mintdkat 20 percig 30°C-on inkubéltuk, majd a mérést folyadékszcintillacids

szamlaloval végeztiik.

4.16. Protein kinaz C enzim-aktivitasmérés

A sejtek ex vivo PKCd aktivitdsanak mérésére nincs még specifikusan kidolgozott
modszer, ezért kisérleteink sordn a sejtek 0ssz-PKC aktivitdsat kivantuk megmérni, majd
ebbdl a PKCd specifikus inhibitordit adva a csokkenést vizsgaltuk. Ezen aktivitasbeli
csokkenés nagy tobbségében a PKCO aktivitasanak tudhat6. A PKC-k foszforilacios
aktivitdsinak mértékét radioaktiv >’P izotoppal jelzett ATP-bol egy adott szubsztratba
beépitett foszfatcsoportok detektdlasdval vizsgéltuk. A kapott beiitésszdm ardnyos a PKC-k
foszforilacids aktivitdsdval. A mérésekhez a sejtlizitumot 10000 g-n 4°C-on 10 percig
centrifugaltuk és a kapott feliilisz6t haszndltuk. Az aktivitast radioaktiv izotdppal; 32p jelolt
ATP ( [y-*P]-ATP, MP Biomedicals, Solon, OH, USA) histone I1IS-ba (Sigma, St.Louis MO,
USA) torténo beépiilésével mérhetd. A 40 pl-es reakcidelegy 50 mM Tris HCI pufferben (pH
7.5), 1 mg/ml hiszton IIIS, 0,8 mM CaCl,, 0,5 mM DTT, 1 pg/ml Gordox, 1 ug/ml leupeptin,
0,1 mM fenilmetilsulfonil-fluorid, 0,5 mM benzamidin, 1 pg/ml tripszint tartalmazott, mint
protedzinhibitorokat, valamint 100 ug/ml foszfatidilszerin, 4 pg/ml forbol-myristat-13-acetat
(Sigma, St. Louis, MO, USA), 0,12 mM ATP, 6 mM Mg-acetit és [y-°-P]-ATP keriilt a
munkaoldatba. A [y-32P]-ATP-t 1x10° cpm/reakcidelegy koncentracioban alkalmaztuk 2-2,5
mg/ml sejtextraktum fehérjekoncentracidra szamolva. A PKCS aktivitdisméréshez 10 pM

rottlerint adtunk a reakcidelegyhez, a totdl PKC aktivitishoz képest torténd
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aktivitdscsokkenést a PKCo sajat aktivitdsdnak tekintettiik. A reakciot 30°C-on végeztiik. A
32p hiszton I1IS-be épiilését 20 perc inkubacids idd alatt vizsgaltuk, majd ezutin Whatman
P81 (2x2 cm) papirra cseppentett 30 pl-es reakcidtermékbdl hatdroztuk meg. A papirokat
haromszor 0,5% foszforsavban mostuk és folyadékmentesre szdritottuk, ezutin

folyadékszcintillacios késziilékben mértiik a radioaktivitast.

4.17. Adatfeldolgozas és statisztikai analizis

A mérési eredményeket atlagoltuk és kiszamitottuk a standard hibdkat (SEM). Az
adatokat Student-féle kétmintds z-préba segitségével elemeztiik, és azokat a véltozdsokat

tekintettiik szignifikansnak, ahol p<0,05.
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5. Eredmények

5.1. A HD-kultarak tranziens transzfekcidojanak optimalizalasa

5.1.1. A transzfekcio Kivitelezése még a sejtek kitapadasa el6tt a leghatékonyabb

A primer mezenchimalis differencidlédé sejtek populdcié szintli transzfektdldsa
manapsag sem til egyszerl feladat, hiszen az alkalmazott médszer, vagy maga a transzfekcids
reagens olyan mértékben megzavarhatja a sejtek normadl életkoriilményeit, hogy azok jobb
esetben csak differencidcids képességiiket veszitik el, rosszabb esetben azonban apoptdzissal
elhalhatnak. A transzfekcids reagensek hatdsa és a transzfekcié hatdsfoka is nagyon erdsen
periddus és a spontén lezajlé differencidcié miatt csak tranziensen lehet fehérjék expresszidjat
a megfelel6 vektor bevitelével megvaltoztatni. Azaz olyan optimdlis transzfekciés mdédszer
bevezetésére van sziikség, mely nagyon rovid id6 alatt, nagy hatdsfokkal és a lehetd legkisebb
sejtkarosité hatdssal viszi be az expresszaltatni kivant szakaszt a sejtpopuldcié nagy részébe.
A transzfekcid és a reagensek optimalizdldsdhoz ,iires”, csak GFP-t expresszdlé vektort
juttattunk be a differencialédé porcsejtekbe. A gyari protokollok utasitdsait kovetve elszor a
méar kitapadt sejteket probaltuk transzfektdlni, igen kevés sikerrel. Akdrmelyik cég
transzfekcids reagensét haszndltuk is a kondroprogenitor sejtpopuldcié csupan 1-2%-a
mutatott fluoreszcens mikroszkép alatt GFP pozitivitdst. Ezt kovetden, a gydri protokollok
utasitdsaitdl eltéroen a transzfekcidt a kicseppentés elott az izoldlt sejtszuszpenzidban
végeztiik, tulajdonképpen a két 6ras adheziv folyamat sordan a reagens-plazmid koktél mar a
sejtekkel érintkezett. Ez a tipusd kis moddositds szemmel lathat6 eredményt hozott, a
transzfektalt kultirdkat mikroszképpal vizsgdlva mar 16 ordval a transzfekcié utdn szamos
GFP pozitiv sejtet detektdltunk.

Elektroporacié segitségével (Amaxa) a mezenchimalis sejtekre optimalizalt
programmal végzett transzfekcid eredménye igen biztatd volt, a telepek erds fluoreszcencidjat
latva (5.1. dbra). A liposzéma alapu transzfekcidk valtozd sikert mutattak, a molekuléris
biol6giai laboratériumokban altalanosan haszndlt Lipofectamin 2000 kielégitd szamu sejtbe
juttatott GFP-t expresszald vektorokat, mig a DMRIE esetén csak néhany fluoreszcens sejt
volt megfigyelhet6. A SuperFect alkalmazasa kevés sikeres transzfekcidt eredményezett, mar
a transzfekcié tényének hatdsdra szdmos sejt elveszitette adhézids képességét és a 2.

tenyésztési nap végére a kulturdk felvaltak a tenyésztdedény aljardl. Ugyanakkor az
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amfifilikus transzfekcids reagens a Saint Mix a Lipofectamin-nal kézel megegyez6 GFP

pozitivitast eredményezett (5.1. dbra).

5.1.4bra A transzfekci6-hatékonysdg vizudlis megitélése. Fluoreszcens mikroszképpal, 10x objektivvel késziilt
képek az 1. tenyésztési nap GFP pozitiv sejtjeit mutatjak. A roviditések SF: SuperFect, LFA: Lipofectamin 2000
és S M: Saint Mix. A képek 5 kiilonbozo kisérlet egy-egy jellemz6 eredményét prezentaljak.

5.1.2. A Saint Mix reagens alkalmazasa elegendé hatékonysaggal és kis apoptotikus

hajlammal juttatja a GFP-t expresszalé vektorokat a kondrogenikus sejtekbe.

Természetesen a tenyésztés 1. napjan a porcosodd sejtkultirdk fluoreszcens
mikroszképpal torténd vizsgdlata igen latvanyos, azonban nem ad pontos kvantitativ adatokat
arrél, hogy a sejtek hany szdzaléka vette fel a vektorokat, illetve arrdl egyaltalin nem
rendelkeziink informacioval, hogy azok hany szdzalékaban indul esetleg el apoptotikus vagy
nekrotikus folyamat a tilhajtott fehérjeszintézis kovetkeztében. Az annexin V egy olyan
fehérje, mely a sejtek korai apoptotikus folyamatai sordn jelenik meg, ennek detektdldsa
informdcidval szolgdlhat a transzfekcié apoptdzist indukdld tulajdonsdgait illetden. A GFP
expresszidjat és az apoptdzis mértékének vizsgilatat FACS-analizis sordn elemeztiik, ahol a

kapott értékeket density plot-on dbrazoltuk.
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5.2.abra A transzfekcids médszerek hatékonysaga és apoptotikus hatdsa a kondrogenikus sejtekre. A FACS
mérés: 5 kisérlet 1 reprezentativ eredményei density plot-on dbrdzolva. A négy kvadrans balrdl jobbra és feliilrol
lefele haladva: 1. Annexin+/GFP- ; 2. Annexin+/GFP+ ; 3. Annexin-/GFP- ; 4. Annexin-/GFP+ populaciét
mutatja.

Az Amaxdval torténd elektroporacié eredményeként igen nagy transzfekcids
hatékonysdgot detektaltunk, mely 4tlagosan a populdcié 95,4%-at jelentette. Azonban
megvizsgilva az apoptotikus marker jelenlétét, a kondrogenikus sejtek mintegy 47,3%-a a
sejthaldl korai jeleit mutatta (5.2.dbra). A DMRIE és SuperFect reagensekkel transzfektalt
sejtek apoptotikus ratdja igen alacsony, dtlagosan 0,5 és 0,7%-nak adddott, a transzfekcios
hatékonysdg a DMRIE estében csak 12,7%-os, mig a SuperFect esetében atlagosan 6,9%-o0s
volt, mely értékek messzemendkig kevésnek tliinnek a teljes populaciét tekintve (5.2.dbra). A
Lipofectamin 2000 és a Saint Mix reagens transzfekcios hatékonysaga kielégitonek bizonyult,

a Lipofectamin a sejtpopuldcié 62%-t, mig a Saint Mix a 61,7% transzfektélta sikeresen,
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ugyanakkor az el6bbi médszer 25,2%, mig az utébbi csak 7,2% apoptdzist eredményezett
(5.2.dbra).

5.1.3. A transzfekcios reagensek és a GFP expresszio eltéré mértékben befolyasolja a
sejtek életképességét és osztodasi ratajat

A transzfekciés modszerek nemcsak sejthaldlindukdlé hatdssal lehetnek a
kondrogenikus sejtekre, hanem befolyasolhatjdk azok mitokondridlis aktivitdsat, ezzel egyiitt
negativ vagy akar pozitiv irdnyba mdédosithatjdk a porcosodé sejtek életképességét. A
transzfekciés modszerek vialtozé mértékben voltak hatdssal a sejtek életképességére. Az
elektroporacié kovetkeztében a sejtek mitokondridlis aktivitdsa drasztikus mértékben
visszaesett, mely tovabbi kismértékii csokkenést mutatott, ha a sejtek felvették a GFP-t
expresszalo vektort is. A DMRIE és SuperFect transzfekcids reagensek onmagukban torténd
alkalmazdsa 30-40%-kal csokkenti a sejtek életképességét, mig a GFP termelése nem okoz
tovabbi valtozdsokat a mitokondridlis oxiddzok miikodésében. A Lipofectamin 2000 és a
Saint Mix is okoz kb. 25-30%-os életképesség-csokkenést anélkiil, hogy szamottevd
apoptotikus hatdsuk lenne, ugyanakkora a Lipofectamin 2000 4ltal bejuttatott vektor tovabbi
mitokondridlis aktivitdscsokkenést eredményez (5.3. dbra).
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5.3.4bra A transzfekci6 és a GFP jelenlétének hatdsa a HD-kulturak sejtjeinek mitokondriélis aktivitdsara. A
sejtek életképességét MTT kolorimetrids teszt segitségével vizsgaltuk. A méréseket a 3. tenyésztési napon
végeztiik. Az abran szereplo értékek 5 fiiggetlen kisérlet koziil egy, a jellemzd véltozasokat j6l demonstralé
kisérlet eredményeit mutatjdk. A hibasavok az egy kisérlet atlag standard hibajat (SEM) mutatjak. Statisztikailag
szignifikdns *P<0,05 a kontrollhoz képest és a **P<0,05 transzfekciés reagenshez viszonyitott valtozasokat
jelzik.
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A tricidlt timidinnek a 3 napos kultirak sejtjeinek DNS-€be val6 beépiilését detektalva
megfigyelhetjiik, hogy az alkalmazott elektroporacios technika a sejtek osztoddsat szinte teljes
mértékben blokkolta, igy a kicseppentett sejtszdm az apoptozist is figyelembe véve igen
drasztikusan csokkent (5.4. dbra). Hasonldan er6s proliferaciécsokkentd hatast detektaltunk
SuperFect alkalmazdsa soran is, melyhez a kordbban mar vazolt kitapad6-képesség elvesztése
is parosult, valamint a DMRIE alkalmazésa is er6sen gétl hatdssal birt. Ez utébbi esetekben a
GFP expresszi6 megjelenése, habar igen alacsony értékdi volt, tovabbi timidinbeépiilés
csokkenést eredményezett (5.4. dbra). A Lipofectamin proliferacié csokkentd hatdsa nem volt
olyan jelentds, mint az eldbbi liposzémaképzddésen alapuld transzfekciés moddszereké,
ugyanakkor a GFP jelenléte tovdbbi mar nem elhanyagolhaté 70%  koriili
osztodascsokkenéssel parosult. A Saint Mix énmagaban és GFP jelenlétében is csokkentette
az osztodasi ratat, de ez a populécids szintli vizsgalatokhoz még kielégitd értéknek bizonyult

(5.4. dbra).
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54
.abra A transzfekci6 és a GFP expresszi6 hatdsa a porcosodé kultirak sejtosztéddsédra. A sejtek proliferacids
ratdjat *H-timidin beépiilésének vizsgalatdval kisértiik figyelemmel. A méréseket a 3. tenyésztési napon
végeztiik. Az dbran szerepld értékek 5 fiiggetlen kisérlet koziil egy, a jellemzd véltozasokat jol demonstralé
kisérlet eredményeit mutatjak. A hibasdvok az egy kisérlet atlag standard hibajat (SEM) mutatjak.
Statisztikailag szignifikans *P<0,05 a kontrollhoz képest és a **P<0,05 transzfekcids reagenshez viszonyitott
véltozasokat jelzik.
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5.1.4. A transzfekcio hatasa a metakromaziasan fest6d6 porc mennyiségére reagens és

modszerfiiggo

Eddigi vizsgélatainkkal csupdn az alkalmazott reagensek sejtekre kifejtett hatdsat
elemeztiilk, nem esett azonban sz6 arrdl, hogy ez hogyan befolydsolja a porcképzddés
mértékét, ezen beliil is a savas DMMK-kel metakromazidsan festddd matrixalkotdk jelenlétét
a 6 napos tenyésztési idointervallumban. A savas toluidinkék hasonl6 festési tulajdonsdgokkal
rendelkezik, mint a DMMK, de ez a festék megfeleld6 moédszert valasztva visszaoldhat6 a
kultarakbdl és a 625 nm-en mért abszorbanciaérték ardnyos a metakromazidsan festddoé porc
mennyiségével, mellyel igy szadmszerlsithetjiik a porcképzddés mértékét. Kontrollként a
kezeletlen és transzfekcid reagens nélkiili taptalajban tenyésztett porctelepeket tekintettiik, és
megvizsgaltuk, hogy az egyes reagensek és a GFP expresszi6 jelenléte milyen hatdssal van a

keletkezett metakromazidsan festddo porc mennyiségére.

Kontroll
(ODg=100%)

SF SF+GFP DMRIE DMRIE+GFP
(ODgx=0%*) (ODgs=0%*) (ODgs=35%%) (ODgx=11%*)
: M

*
. - & .
Amaxa Amaxa+GFP LFA LFA+GFP
(ODgxs=5%%) (ODgxs=1%*) (ODgx=76%%) (ODgx5=23%%)

5.5.abra A transzfekciés mddszerek és a GFP jelenlétének hatdsa a metakromézids festéssel kimutathaté
porcmatrix-termelésre. A képek 5 kisérlet reprezentativ adatainak tekinthet6k. A kultirdkat er6sen savas pH-n
DMMK-kel festettiik. A fotékat 4x objektivvel készitettitk. A zardjelben szerepld adatok az erdsen szulfatalt
GAG-okhoz kot6dott, majd visszaoldott TK-t tartalmazé mintak 625 nm-en mért optikai denzitasanak (ODgps)
értékei. A megadott értékek az egyes kisérleti csoportok kontrollra korrigalt %-os kiilonbségét jelzik. Az egyes
kisérleti csoportok kontrollhoz viszonyitott szignifikdns (¥*P<0,05) valtozésait csillagok (*) mutatjak.
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Ahogyan az varhaté volt a sejtek életképesség-valtozdsai alapjdn, az Amaxa
késziilékkel elektroporalt sejtekbdl kialakult telepek alig mutattak metakromazias jelenséget,
mig az ezzel a mddszerrel bejuttatott GFP jelenléte teljesen eltlintette a metakromatikus szin
jelenlétét (5.5. dbra). Amint azt mar kordbban emlitettem a SuperFect reagens hatisara a
sejtkultirdk elvesztették adhézids képességiiket és felvaltak a tenyésztd feliiletrol, ezért
festésiik ily moédon lehetetlenné vélt, illetve ilyen koriilmények kozott porccsomoék
kialakuldsa sem fordulhatott eld. A kifejezetten kitapad6 kultirdkra kifejlesztett DMRIE
reagens hatdsdra igen erds matrixképz0dés visszaesést detektdltunk, a reagens a kontroll
35%-ra redukdlta a detektalhat6 proteoglikdnok mennyiségét. Ezt az ugyan alacsony szdmban
1év6, de sikeresen GFP-vel expresszdlt sejtek jelenléte tovabb csokkentette 11%-ra (5.5.
dbra). A képzddott porc redukciéjanak mértéke Lipofectamin 2000 hozzaadésa kovetkeztében
még elfogadhatd lenne a porcdifferencidcié véltozasainak kovetéséhez, azonban az idegen
fehérje expresszidja és az ennek kovetkeztében fellépd megemelkedett sejthaldl a kontroll
23%-ra szoritotta vissza a képz6dd porcmatrix mennyiségét (5.5. dbra). A Saint Mix reagens
egyediil 4ll6 mddon Onmagdban adagolva, illetve GFP jelenlétében sem csokkentette
szignifikans mértékben a porcdifferencidcié mértékét a savas DMMK festések tantsaga

szerint (5.6. dbra).

Kontroll Saint Mix SM +GFP
(ODg,5=100%) (ODg,5=98%) (ODg,5=87%)

5.6.abra A Saint Mix transzfekcids reagens és a GFP jelenlétének hatdsa a metakromdzids festéssel
kimutathaté porcmatrix-termelésre. A képek 5 kisérlet reprezentativ adatainak tekinthetdk. A kultirdkat erdsen
savas pH-n DMMK-kel festettiik. A fotokat 4x objektivvel készitettilk. A zardjelben szerepld adatok az erdsen
szulfatalt GAG-okhoz ko6tddott, majd visszaoldott TK-t tartalmazé mintdk 625 nm-en mért optikai denzitdsanak

(ODg;s) értékei. A megadott értékek az egyes kisérleti csoportok kontrollra korrigalt %-os kiilonbségét jelzik.

5.1.5. A transzfekcio nincs jelentés hatassal porcképzodést szabalyozé faktorok mRNS

expressziojara

A kondroprogenitor sejtek differencidcidjuk sordn porcspecifikus extracelluléris

matrixot termelnek maguk koré, ami meghatarozza az érett porc szerkezetét. A porcspecifikus
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ECM-ot alkoté molekuldk expresszidja a tenyésztés 2-3. napjdn kezdddik, amikor nagy
mennyiségli aggrekan és II. tipusi kollagén halmozddik fel a porcosodd sejtek kozotti
dllomdnyban. E molekuldk valamelyikének detektdldsa a porcmatrix termelésérdl, azaz a
porcképz6dés mértékérol nyujthatnak tisztabb képet. A II. kollagén és az aggrekan
expresszidjanak egyik fO szabdlyozdja a Sox9 transzkripcids faktor, igy expresszidjdnak
nyomon kovetése az egyik legmegfelelobb mddszer a porcdifferenciacié mértékének
megitélésére. E fehérjének foszforildlt formdja intenzivebb transzkripcids aktivitast jelez, ami
nem elofeltétele ugyan a differencidcionak, de fontos a porcképzddés megitélése
szempontjabol. Az aggrekdn tengelyfehérjéjének és a sox9 génjeinek expresszidja informaciot
adhat a differencidciot szabalyoz6 egyes jelatviteli itvonalak médosuldsardl az alkalmazott
transzfekcids reagens vagy esetleg a GFP hatdsainak kovetkeztében. Annak érdekében, hogy a
lehetd legtobb transzfekciés moddszert vizsgdlni tudjuk a tenyésztés 2. napjan arattunk
mintdkat mieldtt még a SuperFect reagenssel kezelt sejtek felvéltak volna a tenyésztd

feliiletrol.

Kontroll
DMRIE+ GFP

SF+ GFP
LFA

ISF
DMRIE
LFA+ GFP

T ——— —

380 bp -
oD 1.0 1.0 1.1 1.0 0.85 0.9 0.9

aggrekan

429 bp
oD

GAPDH
556bp | ' J - =
oD 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0

5.7.abra A transzfekci6 hatdsa a porcképzddés monitorozdsara haszndlt markergének expresszidjdra a 2.
tenyésztési napon. AZ PCR soran kontrollként GAPDH-t hasznéltunk. 5 kisérlet reprezentativ eredményeit
lathatjuk. Az optikai denzitds (OD) értékeit a megfeleld kontroll kultirdk értékeire (1,0) normalizaltuk.

Az elektroporici6 kovetkeztében fellépd drasztikus osztddascsokkenés és magas
apoptotikus hajlam nem tette lehet6vé, hogy elegendd mintit tudjunk termelni az adott
faktorok vizsgalatdhoz, igy ettdl ezen kisérletek sordn eltekintettiink. A tobbi transzfekcids
moédszer hatdsait megvizsgdlva kijelenthetjiikk, hogy a Sox9 mRNS expresszidjdban nem

okoztak szignifikdns valtozast (5.7. dbra). Ehhez hasonlé mdédon a bejuttatott GFP jelenléte
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sem csOkkentette, vagy novelte meg szignifikdnsan transzkripcids faktor expresszids szintjét.
Az aggrekan tengelyfehérje mRNS expresszidja a SuperFect és a Lipofectamin 2000 GFP
bejuttatdsa nyoman enyhén megemelkedett. A tobbi mddszer nem volt hatdssal az aggrekan
mRNS expresszidjara (5.7. dbra). A transzfekcids modszerek elonyeinek és hatranyainak

Osszefoglaldsa az 5.1. tdblazatban l4thatd. A Saint Mix hatésait a késobbiekben részletesebben

targyalom (ldsd 5.15.dbra).

Transzfekcios Apoptozis Metakromdzia Proliferdcio Eletképesség
hatékonysdg
Amaxa m T LWL WU WU
DMRIE " m 2 W 2
SuperFect T 1 LW s 3
Lipofectamin " 1 H H H
2000
Saint Mix (NN 1 ! H H

5.1 tablazat A transzfekcids reagensek hatékonysdga és hatdsai a kondrogenikus sejtekre.

5.2. A Kkalcineurin tiltermeltetésének hatasai a kondrogenezisre

5.2.1. A kalcineurin overexpresszidja porcképzodés-csokkenté hatasa

A megfigyelt jelenségek alapjdn a Saint Mix reagenst vélasztottuk ki a mezenchimalis
sejtek transzfekcidjara. Elsd kisérleteink soran viszonylag nagyméretli, a PP2B két eltérd
formdjat kdédolé vektorokat juttattunk a differencidlédé sejtekbe. Az egyik vektorunk a
konstitutive aktiv CnA delta, a mésik a PP2B gamma izoforméjit kdol6 CnA gamma volt. A
transzfekcié hatékonysagdnak fluoreszcens mikroszkopban valé megitélése sordn kevesebb
GFP pozitivitdst mutatd sejtet lattunk a fenti vektorok bejuttatdsa utdn, mint az iires, csupan

GFP-t expresszald vektorral tortént transzfekciot kovetden (5.8. dbra).

+CnA'Igar'nr_|_1:a 0

| %EnAdelta.” -

S M+GFP' -

5.8.abra A kalcineurin transzfekcié-hatékonyséag vizuélis megitélése. Fluoreszcens mikroszkdppal, 10x
objektivvel késziilt képek az 1. tenyésztési nap GFP pozitiv sejtjeit mutatjak. A képek 5 kiilonbozd kisérlet egy-
egy jellemz6 eredményét prezentaljak.

FACS-al elvégzett hatékonysdgvizsgalat aldtdmasztani latszott ezt, hiszen a sejtek

csupdn 25% transzfektalodott sikeresen. A két eltérd vektor kifejezOdése szinte teljesen
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azonos volt. Ugyanakkor az overexpresszié nem emelte meg az apoptotikus sejtek szamat,

csak 1%-os vagy az alatti elhanyagolhat6 korai sejthaldlra utal6 jelet detektaltunk (5.9. dbra).
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5.9.abra A kalcineurin transzfekci6 hatékonysédga és apoptotikus hatdsa, FACS mérés. 5 kisérlet egyik
reprezentativ eredménye density plot-on dbrdzolva. A négy kvadrans balrél jobbra haladva: 1. Annexin+/GFP- ;
2. Annexin+/GFP+ ; 3. Annexin-/GFP- ; 4. Annexin-/GFP+ populéciét mutatja.

A kalcineurin tdltermelddése nem csokkentette, sot inkabb novelni latszik a sejtek
életképességét, de annyit minden bizonnyal elmondhatunk, hogy a porcosodd sejtek
mitokondrialis aktivitdsa a Saint Mix és a GFP csokkent0 hatasaval ellentétben emelkedett

(5.10. dbra).

*P<0.05
**p<0.05
140 ¢ e
| * *
3?120 _I_ T
% 100 F
= ¥ *
5 80 F
=
g 60 |
S 40 |
& 20 }
O L L L L J
= ©
s = § 28 £¢
c wa + ¢ O E
S + 9 4+ ©
N 1]

5.10.abra A kalcineurin tiltermeltetésének hatdsa a HD-kultirdk sejtjeinek mitokondrialis aktivitdsdra. A sejtek
életképességét MTT kolorimetrids teszt segitségével vizsgaltuk. A méréseket a 3. tenyésztési napon végeztiik.
Az 4bran szereplo értékek 5 fiiggetlen kisérlet koziil egy, a jellemz6 véltozasokat j6l demonstrdlé kisérlet
eredményeit mutatjak. A hibasdvok egy kisérlet atlag standard hib4jat (SEM) mutatjak. Statisztikailag
szignifikdns *P<0,05 a kontrollhoz képest és a **P<0,05 transzfekcids reagenshez viszonyitott valtozasokat
jelzik.
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Ezzel ellentétben a sejtek proliferacids képessége 20-30%-ra esett vissza. A két kalcineurin
expressziés forma funkciotdl fiiggetleniil kozel azonos mértékben okozta ezt a hatast (5.11.

dbra).
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5.11.abra A kalcineurin overexpresszi6 hatdsa a porcosodoé kultirdk sejtosztédasédra. A sejtek proliferacids
ratéjat *H-timidin beépiilésének vizsgalatdval kisértiik figyelemmel. A méréseket a 3. tenyésztési napon
végeztiik. Az dbran szerepld értékek 5 fliggetlen kisérlet koziil egy, a jellemzd valtozdsokat jol demonstralé
kisérlet eredményeit mutatjak. A hibasavok egy kisérlet atlag standard hibdjat (SEM) mutatjak. Statisztikailag
szignifikdns *P<0,05 a kontrollhoz képest és a **P<0,05 a GFP-s vektorhoz viszonyitott vltozdsokat jelzik.

A drdmai osztédoképesség visszaesés nemcsak a sejtszdm csokkenését eredményezi,
hanem ennek okdn a detektdlhaté porc mennyiségét is csokkenti. A 6. napon észlelhetd
metakromdzidsan festod6 ECM jelent6sen visszaszorult. Az alkalmazott transzfekcids
mddszer és a GFP jelenléte a kordbbiaknak megfelelden alig okozott szdmottevd valtozast. A
két vektor jelentds kiilonbségiik ellenére is hasonlé hatdst okozott, mindkét esetben a
kontrollként hasznalt SM + GFP-hez képest is 60%-o0s csokkenést eredményezett (5.12.dbra).
A CnA delta expresszié hatdsiara minimélis morfoldgiai kiillonbséget figyelhettiink meg,
ugyanis a telepek szélén gylrh alakban kissé er0sebb porcképzddés tapasztalhatd, mig a CnA
gamma esetében ilyen jellegli védltozdst nem tapasztaltunk. Az erdsebben festddd gylirli egy

kis részletét nyillal jeloltik (5.12.dbra).
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5.12.abra A Kkalcineurin overexpresszidjanak hatdsa a metakromazids festéssel kimutathaté porcmatrix-
termelésre. A képek 5 kisérlet reprezentativ adatainak tekinthetok. A kultirdkat erésen savas pH-n DMMK-kel
festettiik. A fotokat 4x objektivvel készitettiik. A zaréjelben szerepl6 adatok az erdsen szulfatalt GAG-okhoz
kotodott, majd visszaoldott TK-t tartalmazé mintdk 625 nm-en mért optikai denzitdsdnak (ODg;s) értékei. A
nyillal bemutatott teriilet a telep széli részét jeloli. A megadott értékek az egyes kisérleti csoportok kontrollra
korrigélt %-os kiilonbségét jelzik. Az egyes kisérleti csoportok kontrollhoz viszonyitott szignifikdns (¥*P<0,05)
véltozasait csillagok (*) mutatjdk.

A transzfekciés hatékonysag természetesen dnmagaban még nem feltétleniil jelenti a
sikeres tdltermeltetést is, ezért kisérleteink sordn kivancsiak voltunk arra, hogy a bejuttatott
vektorok milyen mennyiségben expresszdlodtak a porcsejtekben és milyen hatdssal voltak a
mar kordbban vizsgalt porcspecifikus faktorok expresszidjara. A folyamatosan aktiv konstrukt
50-60%-0s, mig a CnA gamma 30-40%-os PP2B katalitikus alegység mRNS expresszio
novekedést mutatott a csak GFP-t tartalmazé iires vektorhoz képest (5.13.dbra). Az
eredmények fehérjeszintli vizsgalatat Western blottal is elvégeztiik, a GFP-t is expresszald
konstruktok kb. 20 kDa-nal magasabb savban figyelhetok meg, mig a sejtek sajat alap PP2B
expresszi6ja a 60 kDa-os sivnak megfelel$. Erdekes az a tény, hogy az overexpresszi6val
parhuzamosan a sejtek alap PP2B expresszidja is megemelkedett. Az Ossz-kalcineurin igy
CnA delta esetében 5x-0s, mig a CnA gamma esetében kozel 8x-os emelkedést

eredményezett (5.13.dbra).
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5.13.4bra A kalcineurin tdltermeltetésének hatdsa a kalcineurin mRNS - (A) és fehérje expresszidjara (B) a 3.
tenyésztési napon. 5 kisérlet reprezentativ eredményeit lathatjuk. Western blot esetében a GFP-vel konjugélt
jelek kb. 20 kDa-nal magasabb sdvban jelennek meg. Belsé kontrollként az RT-PCR reakciéndl és Western blot-
oknal GAPDH-t hasznaltunk. Az optikai denzitds (OD) értékeit a megfeleld kontroll kultdrak értékeire (1,0)

normalizéltuk.

Az overexpresszi6 mértéke nem adhat egyértelmt felvilagositast arra, hogy az
enzimként funkciondl6 PP2B-nek milyen a katalitikus aktivitdsa, ezért enzimaktivits
méréseket is végeztiink. A Saint Mix és a GFP jelenléte 6nmagaban nem véltoztatta meg a
sejtek alap kalcineurin aktivitdsit. A CnA delta konstitutive aktiv formdja, a vartnak
megfelelden szignifikdns médon megemelte a sejtpopuldcié kalcineurin aktivitdsat, mig a
PP2B A alegység gamma izoformdjat kédolé6 CnA gamma aktivitdsa a kontrollal megegyezd

értéket mutatott (5.7/4.dbra).
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5.14.abra A kalcineurin endogén és tiiltermeltetett formainak enzimaktivitdsa a 3. tenyésztési napon. Az dbran
szereplo értékek 5 fiiggetlen kisérlet koziil egy, a jellemzo valtozasokat j6l demonstrald kisérlet eredményeit
mutatjdk. A hibasavok egy kisérlet atlag standard hibajat (SEM) mutatjdk. Az egyes kisérleti csoportok
kontrollhoz viszonyitott szignifikans (*P<0,05) valtozasait csillagokkal (*) jeloltiik.
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A Saint Mix transzfekciés reagens nincs hatdssal a Sox9 mRNS expresszidjara,
azonban érdekes mddon az aggrekian tengelyfehérje mRNS expresszidjat kis mértékben
megemelte. A GFP jelenléte ezt a kis emelkedést kompenzélta és a normdl kontrollhoz
hasonlé expressziot okozott (5.15.dbra). A kalcineurin egyes formdinak tdltermelddése a
kondrogenezist szabdlyoz¢ transzkripcids faktor Sox9 mRNS expresszidjt alig detektdlhato
mdédon csokkentette, ugyanakkor fehérjeexpresszidja erdteljesen visszaesett. Az aktivabb
foszforilalt Sox9 jelenléte is mindkét konstrukt esetében csokkent, a CnA delta csak 30%-os,
mig a CnA gamma kozel 70%-os csokkenést eredményezett. Az ECM alkot6 aggrekdn mRNS
expresszidja is mindkét PP2B vektor miikodése kovetkeztében 40%-kal visszaesett

(5.15.dbra).
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5.15.abra A kalcineurin tdltermeltetésének hatdsa a kondrogenikus markerek mRNS- (A) és
fehérjeexpresszidjara (B ) a 3. tenyésztési napon. 5 kisérlet reprezentativ eredményeit lathatjuk. Belsd
kontrollként mindkét esetben GAPDH-t haszndltunk. Az optikai denzitds (OD) értékeit a megfeleld kontroll
kultirak értékeire (1,0) normalizaltuk.

5.3. A kalcineurin géncsendesitésének hatasai a porcdifferenciaciora
5.3.1. A kalcineurin géncsendesitése shRNS technoldgiaval erésen csokkentette a
porcképzodést, de a sejtek proliferacios ratajat kissé megemelte

A sikeres overexpresszios vizsgdlatok utdn kivdncsiak voltunk a PP2B fehérje
esetleges hidnya, vagy annak alacsony jelenléte milyen hatdssal lehet a porcképzddés
mértékére. Kordbbi adatokbdl mar tudjuk, hogy a kalcineurin farmakoldgiai gatlasa

ciklosporin A-val csokkenti a porcdifferenciacidt [68,72], arra vonatkozdlag azonban nem
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rendelkeziink adatokkal, hogy a kalcineurin csendesitése milyen hatdssal lehet a jelatviteli
utvonalakra.

Kisérleteink soran PP2B shRNS-t haszndltunk, mely egy GFP-vel nem jelolt
indukélhat6 promoéterii GeneSwitch rendszerbe volt klonozva. A mar bedllitott Saint Mix
transzfekciés rendszerrel azonban meglep6 moédon a géncsendesités mértéke nem volt
kielégitd. Az el6zbekben kiprobalt és viszonylag kevés citotoxicitdssal biré Lipofectamin
2000 ezekben a kisérletekben sokkal megfelelobbnek bizonyult. FACS-szal torténd
hatékonysadgvizsgdlatra ebben az esetben nincsen mdéd, azonban az mRNS expresszidjdnak
mértéke informéciét ad a csendesités szdzalékos ardnydrdl, ami ezen kisérletekben sokkal
informativabb. A PP2B csendesitést a 2. tenyésztési napon mifepristone-nal indukéltuk 24
ordn keresztill. Kontrollként Lipofectamin 2000-rel és iires pGene/VS5HisA vektorral
transzfektalt sejteket hasznaltunk. A transzfekcié sikerességét RT-PCR-ral ellendriztiik, ami
szerint kb. 40-50% csendesitési hatékonysdggal szamolhattunk. Ugyanakkor a PP2B
fehérjeexpresszidjat detektidlva megfigyeltiik, hogy a csendesités kovetkezményeképp olyan

dramai médon visszaesett, hogy alkalmanként nem volt detektalhat6 (5.16.dbra).
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5.16.abra A kalcineurin géncsendesitésének hatdsa a kalcineurin mRNS - (A) és fehérje expresszidjara (B) a 3.
tenyésztési napon. 5 kisérlet reprezentativ eredményeit mutatjuk. Belso kontrollként az RT-PCR és Western blot
reakciéndl GAPDH-t hasznéltunk. Az optikai denzitds (OD) értékeit a megfeleld kontroll kultirak értékeire (1,0)

normalizaltuk.

A géncsendesités valédi hatdsait és kalcineurin funkci6janak hidnyit a PP2B
aktivitisdnak mérésével lehet ellendrizni. A kalcineurin aktivitdsdt megvizsgdlva,
megfigyeltiik, hogy a Lipofectamin 2000 aktivitdsfokozdddast okozott, de ezt az ,,iires” vektor
alkalmazdsa djra a kontroll szintre csokkentette. Az shRNS alkalmazdsa a varttdl kicsit

elmaradottan, de a pGene/V5HisA-hoz képest viszonylag kismértékd, de szignifikdns

csokkenést eredményezett (5.17.dbra).
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5.17.abra A kalcineurin csendesitésének hatdsa az aktivitdsdra. Az abran szereplo értékek 5 fiiggetlen kisérlet
kozil egy, a jellemzd valtozasokat jol demonstrdld kisérlet eredményeit mutatjak. A hibasdvok egy kisérlet atlag
standard hibdjat (SEM) mutatjdk. Statisztikailag szignifikins *P<0,05 a kontrollhoz képest és a **P<0,05
transzfekcids reagenshez viszonyitott valtozasokat jelzik.
A keletkezett porc metakromatikus teriileteit megvizsgédlva megallapithatjuk, hogy a
pGene/V5HisA jelenléte 6nmagéban is jelentés mértékii, mintegy 70-80%-o0s porcképzodés-
csokkenést eredményezett, azonban a PP2B shRNS alkalmazisa a metakromazia szinte teljes

eltlinéséhez vezetett (5.18.dbra).
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5.18.abra A kalcineurin géncsendesitésének hatdsa a metakromdzids festéssel kimutathaté porcmatrix-
termelésre. A képek 5 kisérlet reprezentativ adatainak tekinthetok. A kultirdkat erésen savas pH-n DMMK-kel
festettiik. A fotokat 4x objektivvel készitettiik. A zaréjelben szerepl6 adatok az erdsen szulfatalt GAG-okhoz
kotédott, majd visszaoldott TK-t tartalmazé mintdk 625 nm-en mért optikai denzitdsdnak (ODgys) értékei. A
megadott értékek az egyes kisérleti csoportok kontrollra korrigalt %-os kiilonbségét jelzik. Az egyes kisérleti
csoportok kontrollhoz viszonyitott szignifikans (*P<0,05) valtozasait csillagok (*) mutatjak.
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Ennek oka lehetett az alkalmazott mddszer fokozott citotoxicitidsa és
proliferaciocsokkentd hatdsa, ezért eldszor MTT teszttel megvizsgédltuk a sejtek
életképességeinek valtozdsit, mely alapjdn elmondhatjuk, hogy a pGene/VS5HisA vektor
onmagéban erds mitokondridlis aktivitdscsokkenést okozott, azonban az shRNS jelenléte a
kontrollhoz képest (hasonléan az overexpresszids kisérletekhez) kismértékii emelkedést

mutatott (5.19.dbra).
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5.19.abra A kalcineurin géncsendesitésének hatdsa a HD-kultdrak sejtjeinek mitokondridlis aktivitdsdra. A
sejtek életképességét MTT kolorimetrids teszt segitségével vizsgaltuk. A méréseket a 3. tenyésztési napon
végeztiik. Az abran szereplo értékek 5 fiiggetlen kisérlet koziil egy, a jellemzd véltozasokat j61 demonstralé
kisérlet eredményeit mutatjak. A hibasavok egy kisérlet atlag standard hibdjat (SEM) jelzik. Statisztikailag
szignifikdns *P<0,05 a kontrollhoz képest és a **P<0,05 a pGene/V5HisA-hoz viszonyitott viltozasokat jelzik.
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5.20.abra A kalcineurin géncsendesités hatdsa a porcosodé kultirdk sejtosztodasara. A sejtek proliferacios
ratajat *H-timidin beépiilésének vizsgalatdval kisértiik figyelemmel. A méréseket a 3. tenyésztési napon
végeztiik. Az abran szereplo értékek 5 fiiggetlen kisérlet koziil egy, a jellemzo valtozasokat jol demonstrald
kisérlet eredményeit mutatjak. A hibasdvok egy kisérlet atlag standard hibdjat (SEM) jelzik. Statisztikailag
szignifikdns *P<0,05 a kontrollhoz képest és a **P<0,05 a pGene/V5HisA-hoz viszonyitott vdltozdsokat jelzik.
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Csokkent porcképzddés kozvetlen oka lehet a megfeleld sejtdenzitds hidnya, mely a
csokkent osztodoképességbdl is adodhat. A sejtek osztdddsi rataja azonban a PP2B shRNS-sel
transzfektalt kultirdk esetében az iires vektorhoz képest szignifikdnsan, kozel 50%-kal
emelkedett (5.20.dbra).

A csokkent metakromdazidnak részben lehet oka az egyes porcspecifikus transzkripcids
faktorok és ECM alkotdk expresszids redukcidja. Az aggrekdn mRNS expresszidja dtlagosan
70%-kal csokkent mig a Sox9 30%-os expresszidvisszaesést mutatott. A Sox9
fehérjeexpresszoja alkalmanként detektdlhatatlannd valt az shRNS alkalmazédsdnak

kovetkeztében (5.21.dbra).
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5.21.4bra A kalcineurin géncsendesitésének hatdsa a kondrogenikus markerek mRNS- (A) és
fehérjeexpresszidjara (B ) a 3. tenyésztési napon. 5 kisérlet reprezentativ eredményeit lathatjuk. Belsd
kontrollként az RT-PCR és Western blot reakcioknal GAPDH-t hasznéltunk. Az optikai denzitas (OD) értékeit a
megfeleld kontroll kultirdk értékeire (1,0) normalizaltuk.

5.4. A PKCo vizsgalata a porcdifferenciacié soran

5.4.1. A PKC) expresszidja és aktivitasa a porcosodé HD-kultirakban a 2-3. tenyésztési

napon csucsszerii kiemelkedést mutat

Bizonyos speciesek végtagjainak fejlodése soran a PKCd-nak kiemelkedd fontossiga
van a sejtek migracidjanak befolyasoldsdban [63], azonban arrdl viszonylag kevés adattal
rendelkeziink, hogy ezen kindz expresszidja milyen mintdzatot mutat a hialinporc kialakul4sa
soran, illetve annak hidnya milyen hatdssal van a képz6dd porc mennyiségére. Az enzim
jelenlétét eloszor RT-PCR technikdval mRNS szinten mutattuk ki a tenyésztés egyes napjain.

A PKC6 mRNS expresszidja — habar az 1. és 2. tenyésztési napon enyhe emelkedést mutat —
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megkozelitdleg azonos és folyamatos szinten van jelen a kondroprogenitor sejtekben és a mar

differencidlodott porcsejtekben is (5.22.dbra).
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5.22.abra A PKC3 mRNS expresszidja a differencidci6 egyes napjain. 5 kisérlet reprezentativ eredményeit
lathatjuk. Belso kontrollként GAPDH-t hasznaltunk. Az optikai denzitas (OD) értékeit a megfeleld kontroll
kulturak értékeire (1,0) normalizaltuk.

Western blottal megvizsgdlva a fehérjeexpresszids profilt egy ettdl kissé eltérd
mintazat tarul a szemiink elé, hiszen egy elég erdteljes expresszids csucsot figyelhetiink meg
az 1., 2. és 3. tenyésztési napon, amikor a kondrogenikus sejtek porcsejtekké alakulnak

(5.23.dbra).
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5.23. abra A PKC5 fehérjeexpresszidja a differencidcié egyes napjain. 5 kisérlet reprezentativ eredményét
lathatjuk. Bels6 kontrollként GAPDH-t hasznaltunk. Az optikai denzitds (OD) értékeit a 0.napos kultirdk
értékeire (1,0) normalizaltuk.
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Ugyanakkor a fehérjeexpresszid ilyen jellegi emelkedése még nem feltételezi az
enzim aktivitdsdnak hasonlé jellegli véltozdsait. Kontroll koriilmények kozott a
fehérjeprofilhoz képest egy nappal eltolva, egy igen hasonlé aktivitdsbeli mintdzatot
detektaltunk, amely a 3. tenyésztési napon, a differencidcié legfontosabb napjanak tekintett

idépontban mutat 0. nappal Osszehasonlitva 2,5x-0sen emelkedett értéket (5.24.dbra).
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5.24. abra A PKC9 aktivitdsa a differenciaci6 egyes napjain. 5 kisérlet reprezentativ eredményét lathatjuk. Az
egyes csoportok értékeit a 0. napon mért aktivitidsra normalizaltuk. Az egyes differencidciés napok kontrollhoz
(0.nap) viszonyitott szignifikdns (*P<0,05) véltozésait csillagokkal (*) jeloltiik.

5.4.2. A rottlerin idé- és koncentraciofiiggé médon gatolja a porcképzdodést és

osztodoképesség csokkenéshez is vezet

A rottlerint olyan koncentriciéban alkalmaztuk (5 pM), amely irodalmi adatok alapjan
PKC$ specifikusnak tekinthet. A kezeléseket a tenyésztés eltérd napjain 4 6rdn keresztiil
alkalmaztuk, és porcképzddésre gyakorolt hatdsait DMMK-kel és TK-kel festett kultirdkon a
6. tenyésztési napon vizsgéltuk. A rottlerin porccsokkentd hatdssal volt, kiemelked6en
nagymértékli porcképzddés csokkenést tapasztaltunk a tenyésztés 2. és 3. napjan alkalmazott
farmakologiai gatldst kovetden. Ezekben az esetekben a 11 és 12%-ra csokkent a

metakromdzidsan festddo porcteriiletek nagysaga a kontrollcsoporthoz képest (5.25.dbra).
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5.25.abra A rottlerin kezelések hatdsa a metakromazias festéssel kimutathaté porcmatrix-termelésre. A képek 5
kisérlet reprezentativ adatainak tekinthet6k. A kultirdkat er6sen savas pH-n DMMK-kel festettiik. A fotokat 4x
objektivvel készitettiik. A zaréjelben szerepld adatok az erdsen szulfatalt GAG-okhoz kotodott, majd
visszaoldott TK-t tartalmazé mintdk 625 nm-en mért optikai denzitdsdnak (ODg;s) értékei. A megadott értékek
az egyes kisérleti csoportok kontrollra korrigdlt %-os kiilonbségét jelzik. Az egyes kisérleti csoportok
kontrollhoz viszonyitott szignifikdns (*P<0,05) valtozasait csillagok (*) mutatjdk.

Mivel a porcképzddés csokkenés oka lehet a sejtek apoptotikus, avagy nekrotikus
elhaldsa, életképességiik  csokkenése, valamint az  osztédoképesség-csokkenés
kovetkezményeként fellépd denzitdscsokkenés is, ezért megvizsgiltuk ezen paraméterek
valtozasait a rottlerin kezeléseket kovetden. A sejtek mitokondridlis aktivitdsa és osztodasi
ratdja szignifikdnsan csokkent az alkalmazott gatloszer hatdsira (5.26.dbra), ugyanakkor az
inhibitor alkalmazdsa nem jart sem nekrotikus, sem apoptotikus folyamatok beinditasaval

(5.27.dbra).
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5.26.abra A rottlerin kezelés hatdsa a porcosodé kultirak életképességére és sejtosztoddsara. A sejtek
életképességét MTT kolorimetrids teszt segitségével vizsgaltuk. A sejtek proliferacids ratdjat *H-timidin
beépiilésének vizsgdlataval kisértiik figyelemmel. A méréseket a 3. tenyésztési napon végeztiik Az dbran
szerepl0 értékek 5 fiiggetlen kisérlet koziil egy, a jellemzd valtozasokat jol demonstrald kisérlet eredményeit
mutatjdk. A hibasdvok a kivélasztott kisérlet atlag standard hibdjat (SEM) jelzik. Statisztikailag szignifikdns
*P<0,05 a 3 napos kontrollhoz képest viszonyitott valtozasokat jelzik.
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5.27.abra A rottlerin hatdsa a sejtek apoptotikus és nekrotikus folyamataira a 3. tenyésztési napon. A FACS
mérés 5 kisérlet 1 reprezentativ eredménye density plot-on dbrdzolva. A négy kvadrans balrél jobbra haladva: 1.
Annexin+/PI- ; 2. Annexin+/PI+ ; 3. Annexin-/PI- ; 4. Annexin-/PI+ populdciét mutatja.

5.4.3. A rottlerin csokkenti a porcspecifikus markerek expresszidjat

A PKCd mRNS expresszidja csokkent az 5 uM rottlerin expoziciénak koszonhetden,
ugyanakkor ebben a koncentracidéban az inhibitor nem volt szdmottevd hatdssal az enzim
proteinexpresszidjara. Az aggrekdn tengelyfehérje és a Sox9 mRNS expresszidja
szignifikansan csokkent a gatloszer hatdsdnak kovetkeztében. A Sox9 fehérjeexpresszidjat és
foszforilaltsagi szintjét megvizsgdlva elmondhatjuk, hogy a Sox9 expresszié csak kis

mértékben, mig annak foszforiladlt formdjanak jelenléte igen dramaian redukéldédott

(5.28.dbra).

A rottlerin B, rottlerin
" K 5uM K 5uM
PKCdelta PKCdelta
283bp | == s0kpa b-
oD 1.0 0.7 oD 1.0 0.9
aggrekan Sox9
429 bp 56 kDo | @
oD 1.0 0.6 0D 1.0 0.8
Sox9 — P-Sox9 o ol
380 bp 56 kDa
oD 1.0 0.7 0D 1.0 0.1
GAPDH GAPDH
556 bp 42 kDa = -
oD 1.0 1.0 ob 1.0 1.0

5.28.abra A rottlerin gatl6 hatdsa a kondrogenikus markerek mRNS- (A) és fehérjeexpresszidjara (B ) a 3.
tenyésztési napon. 5 kisérlet reprezentativ eredményeit lathatjuk. Belsd kontrollként GAPDH-t haszndltunk. Az
optikai denzitds (OD) értékeit a kontroll kultirak értékeire (1,0) normalizaltuk.
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5.4.4. A farmakolodgiai inhibitor csokkent ERK1/2 aktivitast eredményez

Az in vitro kondrogenezis egy mdsik kulcsfontossdgu jelatviteli kaszkddja a MAPK
kaszkad, mely a differencidcié és a sejtosztédds kényes egyenstlydt hivatott fenntartani a
mezenchimdlis sejtek fejlodése sordn. A kisérleteink sordn tapasztalt osztéddscsokkenés
kapcsan felmeriilt az a kérdés, hogy a PKCS milyen kapcsolatban dllhat a MAPK rendszerrel
és gatlasa proliferdcidcsokkenést eredményez-e? Az ERK1/2 a MAPK rendszer egyik
kondrogenezis szempontjabol kiemelked6 tagja, mely nélkiil a porcdifferenciacids folyamatok
zavart szenvednek. Az ERK1/2 mRNS és protein expresszidja nem valtozik rottlerin kezelés
hatdsdra, viszont a kettdsen foszforildlt ERK1/2 jelenléte jelentdsen visszaesik az inhibitor

alkalmazasa soran (5.29.dbra).

A. rottlerin B. rottlerin
5 uM K 5 uM
(L2 o “C' | —
231 bp 42 kDa o i—
oD 1.0 1.0 oD 1.0 0.9
GAPDH p-ERK1/2 —
556 bp (= 42 kD3
oD 1.0 1.0 oD 1.0 0.3
! ———
42 kDa

oD 1.0 1.0

5.29.abra A rottlerin gatlé hatdsa az ERK1/2 mRNS- (A) és fehérjeexpresszidjara (B ) a 3. tenyésztési napon. 5
kisérlet reprezentativ eredményeit lathatjuk. Bels6 kontrollként GAPDH-t haszndltunk. Az optikai denzitds (OD)
értékeit a kontroll kultdrdk értékeire (1,0) normalizaltuk.

5.4.5. A rottlerin nem gatolja a PKCd aktivitasat a kondrogenikus sejtekben

Megvizsgaltuk, hogy az 5 uM koncentrdciéban alkalmazott rottlerin milyen hatassal
van a PKCJ aktivitasara, melynek esetleg koszonhetjitkk az ERK1/2 foszforildltsagi szintjének
valtozasat. Meglepetésiinkre azonban tobb kisérlet elvégzése utan is csak igen kismértéki, de
nem szignifikdns és kisérletenként teljesen eltéré eldjelli véltozasokat detektdltunk

(5.30.dbra).
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5.30. abra A rottlerin hatdsa a PKC$ aktivitdsira. Az dbran szerepld értékek 5 fiiggetlen kisérlet koziil egy, a
jellemzd véltozasokat j61 demonstral kisérlet eredményeit mutatjdk. A kisérletet a 3. tenyésztési napon
végeztiik. A PKC9 kontrollhoz viszonyitott szignifikans (¥*P<0,05) véltozasait csillagokkal (*) jeloltiik.

5.4.6. A PKCo expresszigjanak shRNS-sel torténo gatlasa csokkenti a porcképzodést

A kapott eredmények tiikrében egy sokkal specifikusabb gatlds; a PKCd shRNS
kidolgozdsdn munkalkodtunk. Ha ezt a kisméretli RNS-t indukdlhat6 prométerii vektorba
klénozzuk, akkor megfelelden idozitve és specifikusan vizsgalhatjuk a PKCS gétlasanak a
kondrogenezisre gyakorolt hatdsait. Az igy nyert adatokat 6sszehasonlithatjuk a farmakoldgiai
gatlas eredményeivel. A PKCS shRNS sejtekbe torténd bejuttatidsat a mar korabban is shRNS-
ekre alkalmazott Lipofectamin 2000-rel értiikk el, az indukciét 1 UM mifepristone
hozzdadédsdval a 2. tenyésztési napon 24 Oran keresztiil végeztiik. A gydri adatoknak
megfelelden az indukciét kovetden 24 Ordn beliill véarhaté a géncsendesités hatdsa.
Kontrollként Lipofectamin 2000-rel és ,,iires” pGene/V5HisA vektorral transzfektalt sejteket
hasznéltunk. A metakromdzidsan festddd porc mennyisége a korabbi adatoknak megfeleléen
mdr az iires vektor alkalmazisa sordn is jelent6sen csokkent a kontroll kb. 40%-ara. Az
shRNS indukcidja azonban a tenyésztés 6. befejezd napjara csupdn 5%-os porc jelenlétét

eredményezte a savas DMMK ¢és TK festés tantsaga szerint (5.31.dbra).
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Lipofectamin 2000 Lipofectamin 2000 + Lipofectamin 2000
(ODg,5=100%) pGene/V5HisA +PKCdelta shRNS
[OD625:40%*) (ODEQS:S%*)

5.31.abra A PKC3 géncsendesités hatdsa a metakromazids festéssel kimutathaté porcmatrix-termelésre. A képek
5 kisérlet reprezentativ adatainak tekinthetok. A kultdrdkat erdsen savas pH-n DMMK-kel festettiik. A fotdkat
4x objektivvel készitettiik. A zdréjelben szerepld adatok az erdsen szulfatdlt GAG-okhoz k6tddott, majd
visszaoldott TK-t tartalmazé mintdk 625 nm-en mért optikai denzitdsdnak (ODg;s) értékei. A megadott értékek
az egyes kisérleti csoportok Lipofectamin 2000 kontrollra korrigdlt %-os kiilonbségét jelzik. Az egyes kisérleti
csoportok Lipofectamin 2000 kontrollhoz viszonyitott szignifikans (¥P<0,05) véltozasait csillagok (*) mutatjak.

A porcosod¢ sejtek életképességét MTT-tesztel megvizsgilva azonban l4thatjuk, hogy
sem az ,.iires” pGene/V5HisA vektor, sem a PKCd shRNS tartalmazé vektor nem befolyésolta
a sejtek mitokondridlis aktivitasat (5.32.dbra). A farmakoldgiai gétlassal ellentétben az

shRNS-sel torténd PKCo gatlas nem vezetett proliferacio csokkenéshez (5.32.dbra).
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5.32.abra A PKCS géncsendesités hatdsa a porcosodé kultirak életképességére és sejtosztddasdra. A sejtek
életképességét MTT kolorimetrids teszt segitségével vizsgéltuk. A sejtek proliferaciés ratajat *H-timidin
beépiilésének vizsgalataval kisértiik figyelemmel. A méréseket a 3. tenyésztési napon végeztiik. Az dbran
szereplo értékek 5 fliggetlen kisérlet koziil egy, a jellemzd valtozasokat j6l demonstrald kisérlet eredményeit
mutatjdk. A hibasdvok egy kisérlet dtlag standard hibdjat (SEM) jelzik. Statisztikailag szignifikdns *P<0,05 a
Lipofectamin 2000 kontrollhoz képest viszonyitott valtozdsokat jelzik. Az iires oszlopok a pGene/V5HisA
vektor, a sziirke oszlopok a PKC3 shRNS valtozasait reprezentéljak.

Az shRNS ugyan nem valtoztatta meg a sejtek mitokondridlis aktivitasat, de esetleg

beindithatott olyan folyamatokat melyek a differencidlédé sejtek apoptdzisat és esetleges
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nekrotikus folyamatait indukalhatjdk. Méréseink szerint azonban az ,,iires” pGene/VS5HisA
vektor nincs hatdssal a sejtek programozott sejthaldlara, valamint nekrézist sem indukél. A
PKC3 shRNS is csupdn egy igen kismértékii, mintegy 2%-os apoptozist és esetenként 1%-os
nekrézist eredményezett (5.33.dbra). Ezek a vizsgalatok megerdsitik azt a feltevésiinket, hogy
az shRNS alkalmazédsa kizarolag a PKCd funkcidkiesése miatt okozta a porcképzddés

csokkenését.

s Lipofectamin 2000 osx  o7% +pGene/V5HisA

08% 27% +PKCdelta shRNS 20%

Annexin V
Annexin V
Annexin V

-4

10! 107 10*

24%

Propidium jodid Propidium jodid Propidium jodid

5.33.abra A PKCS§ géncsendesités hatdsa a sejtek apoptotikus és nekrotikus folyamataira a 3. tenyésztési napon.
A FACS mérés 5 kisérlet 1 reprezentativ eredményei density plot-on dbrazolva. A négy kvadrans balrél jobbra
haladva: 1. Annexin+/PI- ; 2. Annexin+/PI+ ; 3. Annexin-/PI- ; 4. Annexin-/PI+ populdciét mutatja.

5.4.7. A sikeres PKCd géncsendesités csokkenti a Sox9 fehérjeexpresszidjat

Az shRNS transzfekcié sikerességét a PKCS mRNS-ének vizsgdlatdaval itéltiik meg,
mely sordn a kontrollhoz képest a shRNS 20-30%-kal csokkentette a kindz mRNS
expresszidjat. A PKCd fehérjeexpresszidja azonban sokkal dramaibb mértékben a kontroll
mintegy 20-30%-ara csokkent a tenyésztés 3. napjan (5.34.dbra).

N

Re) ?.
A S F B. &
S e S
Fo ol & gs & &
PSS RS L
PKCdelta PKCdelta
283pp | . - o,
OD 10 09 08 oD 10 07 0.2
GAPDH GAPDH
SEEBR ---( 12 kD, TP
obp 1.0 1.0 1.0 oD 1.0 1.0 1.1

5.34.abra A PKCS géncsendesités hatdsa a PKC3 mRNS- (A) és fehérjeexpresszidjara (B ) a 3. tenyésztési
napon. 5 kisérlet reprezentativ eredményeit lathatjuk. Belsd kontrollként GAPDH-t hasznaltunk. Az optikai
denzitas (OD) értékeit a kontroll kultarak értékeire (1,0) normalizaltuk.

Az enzim aktivitdsa is tiikkrozte a fehérjeexpresszios valtozasokat, mely szerint a PKCH

shRNS alkalmazdsa a kontrollhoz képest 75%-kal csokkentette az aktiv kindz jelenlétét, bar
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azt is meg kell emliteniink, hogy az ,ires” pGene/V5HisA vektor jelenléte is

aktivitascsokkenést vont maga utdn (5.35.dbra).
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5.35. abra A PKCS géncsendesités hatdsa a PKC) aktivitdsara a 3. tenyésztési napon. 5 kisérlet reprezentativ
eredményét lathatjuk. A kisérletet a 3. tenyésztési napon végeztiik. A mérésekben az ex vivo alkalmazott
rottlerin 6sszPKC aktivitashoz viszonyitott csokkenését a PKCS sajat aktivitdsanak tekintettiik. A PKCS

aktivitdsdnak Lipofectamin 2000 kontrollhoz viszonyitott szignifikdns (*P<0,05) véltozdsait csillagokkal (*)
jeloltiik.

Ezen aktivitascsokkenés azonban a rottlerin géatldshoz hasonléan ebben az esetben sem volt
szamottevd hatdssal a porcspecifikus aggrekdn és Sox9 mRNS expresszidjara. A
fehérjeexpresszios véltozasok is megegyezd képet mutatnak a farmakoldgiai gatlds hatdsaival,

hiszen a Sox9 fehérjeexpresszidja és foszforilalt formdjanak jelenléte dramaian visszaesett

(5.36.dbra).
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ob 10 06 0.7 ob 10 08 03
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. - .
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5.36.abra A PKCd géncsendesités hatdsa a porcspecifikus markerek mRNS- (A) és fehérjeexpresszidjara (B ) a
3. tenyésztési napon. 5 kisérlet reprezentativ eredményeit lathatjuk. Belsé kontrollként GAPDH-t hasznaltunk.
Az optikai denzitds (OD) értékeit a kontroll kultirak értékeire (1,0) normalizaltuk.
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5.4.8. A PKCo géncsendesités szignifikansan megemeli a foszforilalt ERK1/2 jelenlétét

Az ERK dtvonal shRNS okozta befolydsoltsdgit is Osszehasonlitottuk a rottlerin
hatdsaival, hiszen kivancsiak voltunk a valtozds PKCd érintettségére. Az ERK1/2 mRNS és
fehérjeexpresszi6ja hasonléan az inhibitor hatdsaihoz, nem valtozott a géncsendesités
alkalmazdsa sordn, ugyanakkor az ERKI1/2 foszforildcids szintje a kontroll kétszeresére
emelkedett (5.37.dbra). Ez az eredmény teljesen ellentétes a rottlerin  gatlds
kovetkezményeivel, és egyértelmiivé teszik azt a felvetést, hogy a rottlerin valdsziniileg nem a
PKC3 kozvetlen gatlasan keresztiil befolyasolja a porcképzddést, hanem egyéb mechanizmus
révén valtozatja meg az ERK1/2 kaszkad egyes 1épéseit. Ugyanakkor az is nyilvdnvald, hogy
a PKCd és az ERK kozott valamilyen kapcsolat feltételezhetd, melyet az shRNS

alkalmazasanak kovetkeztében fellépd foszforilacids-szint emelkedés tdmaszt ala.
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5.37.abra A PKCd géncsendesités hatdsa az ERK1/2 mRNS- (A) és fehérjeexpresszidjara (B ) a 3. tenyésztési
napon. 5 kisérlet reprezentativ eredményeit lathatjuk. Belso kontrollként GAPDH-t hasznéltunk. Az optikai
denzitas (OD) értékeit a kontroll kultirdk értékeire (1,0) normalizaltuk.

5.5. AZ NMDA receptor hianyanak hatasa a porcképzodés mértékére és a
Ca**-oszcillaciéra.
5.5.1. Az NR1 alegység géncsendesitése csokkenti a porcképzdédést és a kondrogenikus
sejtek osztodasi ratajat

Az NMDA receptor funkcionalitdsa nagymértékben fiigg a receptor Osszetételétol. A

mikodoképes receptor 4 alegységbol all, amely koziil kettd NR1. Az NR1 alegység hidnya a

receptor funkcidvesztésével jar. A  kiilonbozd alegységekbdl felépiild receptor
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Osszeszerel6dése a Golgiban torténik és csak a szerkezetileg tokéletesen kialakult receptor
horgonyzddik ki, majd integralédik a membrdnba. Tehdt ha a receptor nélkiilozhetetlen
alegységének szintézisét a minimadlisra csokkentjik, a receptor membrinban valé
megjelenését gatoljuk. Sajat, még nem publikalt eredményeink szerint az NMDA receptor
egyes alegységei a 1. és 2. differencidcios napon jelennek meg a porcsejtek membranjdban, és
elektrofiziol6giai méréseink tanisdga szerint a 2. naptdl funkciondlis csatornit képeznek.
Ezért kisérleteink sordan az NMDA receptor alegységének Osszeszerelddését a tenyésztés 0.
napjatol gatolni szerettiik volna. Erre legalkalmasabb technol6gia a géncsendesités mddszere.
E kisérletek sordn nem volt fontos az indukdlhaté vektor haszndlata, mivel a tenyésztés
kezdetétdl kivantuk gatolni az alegység expresszidjat, kovetkezésképpen elkeriilhettiik a
GeneSwitch rendszer porccsokkentd hatdsat. Az siRNS igen rovid RNS szakasz, mely
transzfekcidja specidlis technikat és reagenst igényel. Az NR1 siRNS-t a Dharmacom cég
siRNS konyvtarabdl rendeltiik. Olyan géncsendesitd koktélt alkalmaztunk, amely 4 eltérd
helyen tapadé siRNS-t tartalmaz, melyek koziil valamelyik biztosan akar a 100%-os
csendesitésre is képes. A cég ennél sokkal dvatosabban garantélt 80%-os csendesitést igér, de
a transzfekcié optimalizdldsa a kondrogenikus HD-kultirdkban még nem tortént meg. Az
siRNS transzfekciét a Dharmacom cég sajit, erre a célra kifejlesztett DharmaFect siRNS
transzfekcids reagensével végeztiikk. A gyari protokolltdl eltéréen a transzfekciét a kitapadasi
idointervallum alatt végeztiik, a transzfekcids reagens €s a siRNS ardanyainak megvaltoztatasa
nélkiil.

A transzfekcids hatékonysdgot az NR1 alegység mRNS-ének detektaldsival végeztiik,
és megallapitottuk, hogy a géncsendesités kozel 80%-os mRNS csokkenést eredményezett.
Az NRI1 alegység fehérjeexpressziéjanak ellendrzése is hasonlé eredményt mutatott

(5.38.dbra).
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5.38.abra Az NR1 géncsendesités hatdsa az NR1 alegység mRNS- (A) és fehérjeexpresszidjara (B ) a 3.
tenyésztési napon. 5 kisérlet reprezentativ eredményeit lathatjuk. Bels6 kontrollként GAPDH-t hasznéltunk. Az
optikai denzitds (OD) értékeit a kontroll kultirak értékeire (1,0) normalizaltuk.
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Kivancsiak voltunk természetesen arra is, hogy a receptor hidnya milyen hatdssal van a
metakromdzidsan festddd porcteriiletek kialakuldsdra. Kordbbi kisérleteink eredményei azt
sugalljdk, hogy a differencidl6dé porcsejtek Ca’*-homeosztazisa igen precizen szabdlyozott,
és a citoszdl szabad Ca2+-koncentréci(’)ja sziik keretek kozott véltozva teszi csak lehetové a
differencidci6s program megfeleld iitemi lezajldsat [74]. Igy feltételeztiik, hogy egy valéban
miikodé Ca**-ra permedbilis csatorna elvesztése csokkenti a porcképzddés mértékét. Az
NMDA receptor hidnya a 6. tenyésztési napra 80-90%-os metakromatikus festddéscsokkenést
okozott, bar a DharmaFect 6nmagdban torténd alkalmazasa is 30-40%-kal csokkentette a

vorosen festodé ECM mennyiségét (5.39.dbra).

Kontroll DharmaFect siNR1
(ODg;5=100%) (ODg25=65%%) (ODg5=15%*)

5.39.abra Az NR1 géncsendesités hatdsa a metakromazias festéssel kimutathaté porcmatrix-termelésre. A képek
3 kisérlet reprezentativ adatainak tekinthetdk. A kultdrdkat er8sen savas pH-n DMMK-kel festettiik. A fotokat
4x objektivvel készitettiik. A zdréjelben szerepld adatok az erdsen szulfatdlt GAG-okhoz k6tddott, majd
visszaoldott TK-t tartalmazé mintdk 625 nm-en mért optikai denzitdsdnak (ODg;s) értékei. A megadott értékek
az egyes kisérleti csoportok kontrollra korrigdlt %-os kiilonbségét jelzik. Az egyes kisérleti csoportok
kontrollhoz viszonyitott szignifikdns (*P<0,05) valtozasait csillagok (*) mutatjdk.

Az alkalmazott siRNS természetesen a kordbbi feltételezéseinkhez hasonléan
okozhatta a sejtek életképességének, vagy osztddoképességének csokkenését, mely mindkét
esetben a csokkent metakromdzids jelenséget eredményez. Az siRNS esetleges citotoxicitdsat
MTT teszttel vizsgéltuk és nem tapasztaltunk szignifikdns kiilonbséget az egyes kiséreti
csoportok sejtjeinek mitokondridlis aktivitisa kozott (5.40.dbra). Tricidlt timidin a sejtek
DNS-ébe val6 beépiilését detektdlva azonban 30-40%-os osztdddképesség redukcid figyelhetd

meg az NR1 géncsendesitésnek koszonhetben (5.41.dbra).
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5.40.abra Az NR1 géncsendesitésének hatdsa a HD-kultirdk sejtjeinek mitokondridlis aktivitdsdra. A sejtek
életképességét MTT kolorimetrids teszt segitségével vizsgdltuk. A méréseket a 3. tenyésztési napon végeztiik.
Az abran szerepl0 értékek 5 fiiggetlen kisérlet koziil egy, a jellemz6 véltozasokat jol demonstral6 kisérlet
eredményeit mutatjdk. A hibasdvok egy kisérlet 4tlag standard hibdjat (SEM) jelzik. Statisztikailag szignifikdns
*P<0,05 a DharmaFect-hez képest viszonyitott véltozdsokat jelzik.
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5.41.abra Az NR1 géncsendesités hatdsa a porcosod6 kultirak sejtosztédasara. A sejtek proliferdcids ratdjat *H-
timidin beépiilésének vizsgalataval kisértiik figyelemmel. A méréseket a 3. tenyésztési napon végeztiik. Az dbran
szerepld értékek 5 fiiggetlen kisérlet koziil egy, a jellemzd valtozdsokat jol demonstralé kisérlet eredményeit
mutatjdk. A hibasdvok egy kisérlet dtlag standard hibdjat (SEM) jelzik. Statisztikailag szignifikdns *P<0,05 a
DharmaFect-hez képest viszonyitott valtozasokat jelzik.

A porcdifferenciacié kulcsfontossdgu faktorainak vizsgélata szerint mind az aggrekan
és mind a Sox9 mRNS expresszidja jelentds mértékben visszaesett csakigy, mint a Sox9
fehérjeexpresszi6 is, azonban az NMDA receptor hidnya nincs hatdssal a Sox9

foszforilacidjara (5.42.dbra).

72



A : B 5
B o .
5 F 5§
s = ~ L = ~
5 § £ s § 5
= T s = =
A Q o« & Q &
Sox9 H Sox9 “
380bp " S6kDa
oD 1.0 0.9 0.2 oD 1.0 0.6 0.1
aggrekan - . pSox9
429bp S6kDa
oD 1.0 1.0 0.1 oD 1.0 1.4 0.8
GAPDH GAFPDH
-——— " eee
556bp 42 kDa
oD 1.0 0.9 1.0 QD 1.0 0.9 1.0

5.42.abra Az NR1 géncsendesités hatdsa a porcdifferencidcios markerek mRNS- (A) és fehérjeexpresszidjara
(B) a 3. tenyésztési napon. 5 kisérlet reprezentativ eredményeit lathatjuk. Bels6 kontrollként az RT-PCR
reakciokndl GAPDH-t hasznaltunk. Az optikai denzitds (OD) értékeit a kontroll kultirdk értékeire (1,0)
normalizaltuk.

5.5.2. Az NRI1 alegység géncsendesitése csokkenti az oszcillalé Ca**-koncentracié

valtozasokat mutaté kondrogenikus sejtek szamat

A porcdifferencidcié sordn a HD-kultdrdk sejtjeinek tobbségében a citoszdlban
spontén Ca**-oszcillaciok is megfigyelheték. Ezen Ca®*-tranziensek az excitabilis sejtekhez
képest viszonylag alacsony frekvencidjiak, és magas amplitidéval jelennek meg a
differencidcié elsé napjain, majd a tenyésztés vége felé haladva e paraméterek alacsonyabb
értékeket mutatnak (sajat, nem kozolt eredményeink). Ezek a rovid Ca**-influxok sok
kalciumdependens enzim aktivitdsdt modulédlhatjdk, igy pl. a kordbban mar bemutatott PP2B,
MAPK vagy akér a PKC-k funkcigjat is. Az oszcillaciok hatterében szdmos Ca**-permedbilis
plazma membran csatorna lehet, de ezek koziil kinetikdjukat tekintve elsOsorban a
fesziiltségérzékeny csatorndk johetnek széba. Az NMDA receptor példaul lehet az egyik
olyan jelolt, amely részben legaldbbis, ezen tranziensek kialakuldsiért felelossé tehetd.

Az NR1 alegység mRNS expresszidjanak gatlasa kozben a 2. tenyésztési napon
megvizsgiltuk a sejteken detektalhaté spontdn Ca**-oszcillaciok tulajdonsdgait. Az siRNS
hatdsdnak kovetkezményeképpen, a kontroll sejtekhez képest, a Ca**-oszcillaciék jelenléte
szinte teljesen eltlinik, csupdn a populdci6 mindossze 10%-ban volt detektdlhats. A
bemutatott 4brdn egy-egy sejtet 50 masodpercig kisértiink figyelemmel kontroll kériilmények
kozott és siRNS alkalmazdsa alatt (5.43.dbra). A nyilakkal jeldlt sejteken jol latszik, hogy a
fluoreszcencia intenzitds az id6 elorehaladtdval véltozik, illetve az A panelen megfigyelheto,
hogy egy latétérben akér tobb sejt is egyszerre oszcillil. A B panelen egy hasonlé méretli

latoteret figyelhetink meg, ahol csak egy sejt gyenge oszcillicidja figyelhetd meg
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(5.43.dbra). Az NR1 funkcionalis kiiitése tehat lehetové tette, hogy a porcdifferenciacio Ca**-
haztartasdnak egyik alapvetd tulajdonsagat befolydsold receptor valddi, porcdifferencidciéban

betoltott funkcidjardl pontosabb képet kapjunk.

A B
0s :

5.43.4bra Spontén Ca**-tranziensek 2. napos HD-kultirdkban. A méréseket Fluo-4-gyel feltdltott
sejteken végeztilk. Az A panel kontroll sejtekrdl, a B panel az siRNS-sel kezelt sejtekrol késziilt felvételeket
mutatja. A fluoreszcencia-intenzitds véltozasait 50 sec intervallumon keresztiil rogzitettiik, melyekrél egy adott
pillanatban késziilt reprezentativ felvételt mutatunk be. A nyillal jelolt sejtek az éppen oszcillald sejteket jelentik.
A reprezentativ dbra egy sejtrol késziilt x—y analizis eredményeit mutatja.
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6. Megbeszélés

6.1. A HD-kultirak transzfekciéjanak optimalizalasa

A porcosodé mezenchimdlis eredetli primer HD-kultdrdk, viszonylag széles korben
hasznalt modellnek mindsiilnek a porcdifferencidcié egyes 1épéseinek feltardsat megcélz6
tanulmanyok sordn. A modellrendszer egyik sajitsdga, hogy a differencidlatlan
mezenchimélis sejteket igen nagy siiriségben kicseppentve 6 nap alatt spontan porcképzodést
figyelhetiink meg. Ennek hatterében a kicseppentés utdn torténd igen nagymértékli osztodas
és az egyes sejtek kapcsolatainak specidlis kialakuldsa éllhat, mely kovetkeztében egy
tobbrétegli egymassal szoros kapcsolatban 1évé sejtpopuldcié jelenik meg. A
kondroprogenitor sejtek ekkor még hosszd nyidlvanyos sejtekként vannak jelen, majd a 2.
tenyésztési napon beindul a porcképzddésre jellemz6 transzkripcids faktorok expresszidja. A
3. tenyésztési naptdl a kultirdkban a hialinporcra specifikus ECM megjelenése is detektalhat6
[20,68]. Az emlitett folyamatok egymdsutdnisdga olyannyira esszencidlisnak tekinthetd a
differenciaci6 sordn, hogy barmelyik kihagyasa, vagy valamilyen tdton torténd megzavardsa a
porcdifferencidcié teljes vagy részleges elmaraddsihoz vezethet. A HD-kultdrdk
differencial6odo, vagy esetleg mar differencidlédott sejtjeinek ezen kornyezetbdl vald
kiemelése moduldlé hatdssal van a sejtek viselkedésére. A sejtek elveszitve az ECM-szal vald
kapcsolatukat, dedifferencidlédhatnak és egy adott id6 utdn életképességiiket is elveszithetik.
A kondrogenezis 1€péseinek pontos ismerete igényli, hogy az egyes jelatviteli molekuldk
funkcigjat aprolékosan feltérképezziik. A lehetdségek széles tarhaza koziil egyszertinek tlind
és alapvetd technikdnak mindsiill bizonyos fehérjéket kodold génszakaszok sejtbe vald
juttatdsa és azok kifejezOdése is. A primer sejttenyészetek azonban igen érzékenyen
valaszolnak minimdlis beavatkozasra is, hiszen az elébb véazolt eseménysorozatnil egy
Iényegesen Osszetettebb kaszkddfolyamat megzavardsat idézhetjiikk eld. Kiilonosen nehéz
feladat az olyan technika bedllitdsa, mely a sejtek nagy szazalékat célzott transzfektdlni olyan
moédon, hogy a lehetd legkisebb citotoxicitdst érje el és a tultermeltetett fehérje hatdsat
populécié szinten vizsgélja. Az altalunk alkalmazott high density sejtkultirdkban a sejtekbdl
egy adott klon kivalasztasa €s stabilan transzfektalt sejtvonal 1étrehozasa lehetetlen, mivel e
kultiratipus sejtjeinek legalapvetdbb sajatossdga az elkotelezOdés irdnyanak megfeleld
spontdn differencidciés program végrehajtdsa. Ebbdl kifolydlag a HD-kultirdkban csak

tranziens transzfekcié lehetdségérdl beszélhetiink. Ugyanakkor a nagy sejtdenzitdst igényld
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porcdifferencidcié befolydsoldsdhoz olyan transzfekciés technika sziikséges, amely magas
transzfekcids hatékonysagui €s igy kello szamu sejt expresszids mintdzatat képes modositani
ahhoz, hogy populécids szinten lathat6 hatdsokat detektalhassunk.

Az elektroporiciés moddszer mezenchimdlis sejtekre haszndlt protokollja nagy
hatasfokkal képes bejuttatni a plazmidokat bizonyos primer sejtvonalakba [106,107].
Kisérleteink sordn kétségbevonhatatlanul a legmagasabb transzfekciés hatékonysagot értiik el
ezzel a technikdval, azonban az alkalmazott fesziiltség hatdsara a membranon vagy akar a
sejtmagmembranban valdszinlileg mikrosériilések keletkeztek és olyan mértékii apoptozist,
életképességcsdkkenést kaptunk, hogy a kicseppentett kondrogenikus sejtek siirlisége azon
kritikus kiiszobérték ald csokkent, amely jelenléte még elengedhetetleniil sziikséges a
porcképzddéshez (kb. 5 millid sejt/ml, sajat nem kozolt eredményeink). Az elektroporaciot
kovetden a kondrogenikus sejtek proliferacids ratdja is er0sen visszaesett.

Kevésbé drasztikus eljards és nem jar mikrosériilésekkel a liposzomaképzodésen
alapul6 transzfekcidos modszer, amely ugyan szamos sikeres kisérletben hasznélt metédus
[92], azonban miukddése leginkdbb sejttipus fiiggd. A HD-kultdrdk differencidcidja soran
harom eltérd lipofekcids eljarast teszteltiink: Lipofectamin 2000, DMRIE és SuperFect
reagenseket. Vdlasztasunk egyik oka pl. az volt, hogy a SuperFect reagenst mar egyes primer
sejtvonalak, mint pl. hepatocitdk transzfekcidja sordn sikereket eredményezett [108]. A
kondrogenikus sejtek esetében azonban igen kis hatékonysidgot detektdltunk és a
differencidcios, proliferdcios folyamatok is erdteljesen lecsokkentek, a kitapadt kultdrdk két
nap alatt feldsztak a tenyésztd médiumba. Valdszinl, hogy a kialakul6 dendrimer vagy
dendrimer-plazmid komplex extrém nagy mérete megakadalyozta az egyes sejtek egymashoz
és a tenyésztd edényhez torténd adhézidjat. A DMRIE transzfekcids reagenst kordbban mar
sikeresen haszndltdk izolalt, ,,monolayer’-ben nevelt kondrocitdk és mds primer kitapadd
sejtek transzfekcidjra is [109,110], azonban a HD-kultirdk transzfekcidjira nem bizonyult
megfelelonek, ugyanis hatékonysdga messze elmaradt attdl, hogy azt populdcié szinten is
értékelni tudjuk. Mindemellett csokkentette a sejtek osztdddsi képességét, bar a sejtek
életképességét és a Sox9, valamint az aggrekdn mRNS expresszidjanak redukciéjat nem
okozta. Osszességében azonban csokkent porcképzoédést detektdltunk, amely valésziniileg
annak a kovetkezménye, hogy a reagens dnmagdban is valamilyen tton sejtosztodascsokkentd
hatdsu, ezen okndl fogva azon sejtdenzitds kiiszobértéke ald estiink, amely a porcképzddéshez
elengedhetetlen. A Lipofectamin 2000 az egyik legelterjedtebben haszndlt transzfekcids
reagens, mellyel nagyon eltérd eredetli és differencialtsagi foku sejteken is j6 eredményeket

értek el [92,111,112]. Ez a transzfekcids reagens viszonylag megfeleld hatékonysaggal és

76



csekély apoptotizdlé hatassal birt a csak GFP-t kodold, ,,iires” vektor bejuttatdsa sordn,
valamint a porcspecifikus markerek expresszidjat sem mRNS sem fehérje szinten nem
moédositotta. Azonban az idegen fehérje bejuttatisa és folyamatos expresszidja ezzel a
reagenssel meglepd eredményeket hozott, hiszen mind a sejtek élet- és osztédoképessége
lecsokkent, valamint az apoptdzis is felerésodott. Az eredményeink azt mutatjdk, hogy ez a
mddszer alkalmas transzfekcids eljards lehet a mezenchimdlis sejteken, ugyanakkor a
nagyobb méretli plazmidok bejuttatisa és egy egyszeri GFP expresszid mar porcképzddést
csokkentd hatdsti lehet. Ennek hatterében az 4allhat, hogy a nagyméretli plazmidot egy
viszonylag nagyméretli liposzoma képes korbevenni, mely membrinba olvaddsa szdmos
membrdanban elhelyezkedd receptort tdvolithat el egymastdl, illetve az egyes
kaszkadfolyamatok kovetkezo tagjaitol. Ha nem torténik mds véltozés a sejtek nagy része ezt
gyorsan képes kompenzalni é€s hamar regeneralodik, azonban egy idegen fehérje megjelenése
és folyamatos expresszidja vélhetdleg sok energiat elvon a sejtektol, illetve nem ad elegend6
id6t a regenerdciora és a sejtek bizonyos folyamatai lényegesen lelassulnak, vagy
megvaltoznak, amely ebben a rendszerben mér a differenciacié mértékét jelentdsen csokkenti.

A Saint Mix egy non-liposzomalis kisméretli amfifilikus transzfekciés reagens.
Szamos normdl, vagy akdr tumor sejtvonalon is sikeresen haszndljdk, és emlitésre méltd
eredményeket hozott széveti szintll in vivo transzfekcidés kisérletekben is [100,101,113]. A
HD-kultirak esetében a populdcié mintegy 50%-at sikeresen transzfektdltuk anélkiil, hogy
Iényeges mértékli apoptdzist detektiltunk volna. Habdr az élet- és osztdddképesség
csokkenése a kordbban mar bemutatott lipofekciés médszerek értékeihez kozelitett, azonban a
GFP jelenléte sokkal kisebb véltozdsokat okozott. Ezen tdlmenden a porcdifferenciacios
marker mRNS és fehérjeexpesszidja szinte teljes mértékben véltozatlan maradt. Az ok a
transzfekcids reagens tulajdonsigaibdl adédik: ez a reagens vélhetleg nem befolyasolta
Iényegesen a sejtek membranintegritdsat és a sejtek normal folyamatait alig érte karosodas.
Ugyanakkor a GFP jelenlétének és fokozott termelddésének enyhe sejtkarositd hatdsa van,
melyet kordbban mar mas modellrendszerekben is kimutattak [97].

Munkénk sordn tehat igazoltuk, hogy a legtobb transzfekcidés médszer karos hatdssal
van a porcdifferencidciéra. A populacié szintli vizsgilatok eléréséhez elegendd a
kondrogenikus sejtek 50%-nak sikeres transzfekci6ja. Valamint a GFP jelenlétével mint kéros
tényezdvel kell szdmolnunk. Az itt felsorolt adatok alapjdn a Saint Mix és a Lipofectamin

2000 tint a legalkalmasabb mddszernek és ezeket valasztottuk a késobbi kisérleteinkhez.
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6.2. A PP2B overexpresszidjanak és géncsendesitésének hatasa a

porcdifferenciaciora

A PP2B vagy mis néven kalcineurin egy Ca**- kalmodulin fiiggd Ser/Thr specifikus
protein foszfatdz [73], mely a porcdifferencidcié6 egyik pozitiv reguldtoraként ismert.
Kozvetlen targetmolekuldja lehet az NFAT, mely a PP2B defoszforildl6 hatdsara a nukleuszba
transzlokalédik és szamos a differencidcié szempontjabol fontos gén expresszidjanak
beinditasaért felelos [72]. Kutatdcsoportunk korabbi kisérletei sordn mér bebizonyitotta, hogy
a PP2B CSA-val tortén6 gatlasa porcképzddés csokkentd hatast, valamint azt, hogy oxidativ
stressz soran a PP2B miikodése kapcsolatban lehet az ERK1/2 és a Sox9 defoszforilacidjaval
is [68]. A PP2B nagyon sokrétli funkciét tdlthet be a kiilonbozd sejtekben, igy pl. az apoptozis
aktivilasdban is szerepet jitszhat [114], valamint bizonyos esetekben az aktin filamentumok
atrendezddésén keresztiil a citoszkeleton atalakuldsat is modulalhatja [115,116]. Ezen kiviil
szamos sejtféleségben az osztédds kozben a kalcineurin megemelkedett expresszidja és
aktivitdsa detektdlhaté [117]. A kalcineurin a porcdifferencidci6 egyik pozitiv regulatora
ugyan, azonban tiltermeltetésnek hatdsair6l nem rendelkeziink megfeleld tudéssal. Két eltérd
vektor bejuttatdsaval kivantuk vizsgilni a PP2B szerepét a kondrogenezis kapcsdn. A CnA
delta Ca** és kalmodulin fiiggetlen, konstitutive aktiv formdjat kédolja a PP2B-nek [103]. A
CnA gamma a PP2B gamma izoformdjat kédolja [104]. Mindkét vektort a mar kordbban
bedllitott Saint Mix transzfekciés rendszerrel juttattuk a kondrogenikus sejtekbe. A
transzfekcids hatékonysag alacsonyabb volt az iires vektorral elérthez képest, amit vélhetdleg
a sokkal nagyobb méretli plazmid okozott, azonban még ez is elegenddnek bizonyult a
populdcié egészének vizsgilatihoz. A CnA delta és gamma tiltermeltetése érdekes
expresszids véltozasokat eredményezett, hiszen a Western blot eredményeink alapjan a nagy
képiaszdmban jelenlévd foszfatdz megemelte az endogén PP2B bazdlis expresszidjat. Az
aktivitisméréseink a vartnak megfeleld eredményt hoztdk: csak a CnA delta bevitele jart
aktivitisemelkedéssel, mig a CnA gamma tiltermeltetése esetén a sejtekben detektalhatd
PP2B aktivitds nem véltozott a kontroll csoportokhoz 1épest. Meglepd médon azonban a
kalcineurin overexpresszidja nagymértékben porcképzddés csokkentd hatdsd volt. Eroteljesen
visszaesett a sejtosztédds, valamint a Sox9 és P-Sox9 expresszidja is nagymértékben
csokkent. Erdekes kérdés lehet, hogy vajon a kalcineurin ilyen magas foki jelenléte miért
indukalja e folyamatokat, hiszen épp ezzel ellenétes hatast feltételeztiink. Az intracelluléris
kalciumkoncentracio6 és a porcképzddés kapcsolatanak vizsgalata sordn bebizonyosodott [74],

hogy a differencidl6dé sejtek egy viszonylag sziik tartomanyon beliil (80-250 nM) toleraljak
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az intracelluldris Ca**-szint tartés megvaltozasat, de a megfeleld differencidlédashoz ennél
szlikebb tartomdny és sajatos koncentracidvaltozdsi mintdzat sziikséges. Ez alapjan az is
feltételezhetd, hogy a Ca2+—érzékeny jelatviteli molekuldk aktivitdsdnak szabalyozdsa is
preciz. Igy vélelmezhetd, hogy a kalcineurin endogén gitlé molekulai mitkddésbe 1éphetnek a
konstitutive aktiv forma overexpresszidja kapcsan is. Mds kisérleti rendszerben mar igazoltak,
hogy a megemelkedett intracelluldris Ca**-koncentraci6 fokozott PP2B aktivitast eredményez
[118], a mi rendszeriinkben a nagymértékii kalcineurin aktivitds megvaltoztathatta mas Ca™*-
és kalcineurin-regulélt jelatviteli titvonalak aktivitdsat, amely a differencidciét negativ irdnyba
tolta el. Ugyanakkor arra vonatkozdlag is rendelkeziink adatokkal, hogy a PP2B a sejtek
katabolikus és anabolikus egyenstlyat tartja fenn izoldlt kondrocitdkban [119], ezen
folyamatok tultermeltetés eredményeként vald felboruldsa is eredményezheti a porcképzodés
csokkenését a HD-kulttirdk differencidcidja sordn. A CnA delta overexpresszalt telepek kis
morfolégiai kiilonbsége arra utalhat, hogy a magas PP2B-aktivitds a citoszkeletdlis elemek
atrendezésén keresztiil modosithatta a sejtek migracids képességeit is [116].

Ezek alapjan érdekes kérdéssé valt a PP2B gatldsanak vizsgélata is, hiszen a mar
kordabban specifikus PP2B inhibitornak mondott CSA porccsokkentd hatdsat, ha
Osszehasonlitjuk az enzim mRNS-sének specifikus csendesitésével vajon ugyanolyan
valaszreakcidkat kapunk-e. Azonban ezen kisérlet kivitelezéséhez egy djabb transzfekcids
modszer és rendszer bedllitasa valt sziikségessé. A kalcineurin funkcidjanak gatlasat foleg a
differencidci6 két kulcsfontossdgu napjain szerettiik volna kivitelezni, ezért egy indukalhat6
prométerti vektorrendszerbe klénoztattuk a csirkespecifikus PP2B shRNS-t. A transzfekci6
nehézsége, hogy egyszerre két vektort kell a sejtekbe juttatni. A transzfekciot eldszor a mar
bedllitott Saint Mix-szel elvégezve minimadlis géncsendesitési eredményt kaptunk, mig a
Lipofectamin 2000-rel végzett kisérletek kielégitd eredménnyel szolgaltak. Kisérleti
eredményeink azt sugalljak, hogy a Saint Mix reagens féleg a nagyobb plazmidok bejuttatdsat
végzi el optimalisan, mig a Lipofectamin 2000 a kisebb, mint pl. shRNS-t k6dolé vektor
bejuttatdsara alkalmasabb [120]. Azt azonban nem szabad elfelejteni, hogy a lipofekcié erésen
porccsokkentd hatasu, és az indukdlhaté prométerii vektorrendszer dnmagaban is erdteljes
kondrogenezis visszaesést okozott, ezért a géncsendesités kontrolljaként a pGene/VSHisA és
Lipofectamin 2000-t egyszerre kapott kultirdkat haszndltuk. Az RT-PCR vizsgalatokkal
megdllapitott kozel 50%-os géncsendesitésnek és a szinte teljesen eltiind PP2B
fehérjexpresszionak koszonhetéen a géncsendesités populdcid szinten is vizsgalhatova vilt.
Az shRNS alkalmazasa a porcképz6dést minimalisra csokkentette, ugyanakkor a kalcineurin

alapaktivitdsa alig csokkent. A proliferdciés vizsgdlatok arra utalnak, hogy a PP2B
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aktivitdsdnak emelkedése a porcosodé HD-kultirdkban az osztédds csokkenéséhez, mig a
PP2B gatlds a proliferdciéos rita emelkedéséhez vezetett. Tehdt a kalcineurinnak
mindenképpen szabdlyozo szerepe lehet a sejtosztddas befolydsoldsdban, pl. a MAPK ttvonal
egyes tagjainak defoszforildlasan keresztiil [121]. A sejtek mitokondridlis aktivitisa a
tultermelés és a csendesités kovetkeztében egyarant emelkedett, melynek hétterében az allhat,
hogy a Ser/Thr foszfatdzok, igy a PP2B befolydsolhatja a Bcl2 dtvonalon keresztiil a sejtek
aktivitdsat [122]. A Sox9 és az aggrekdn mRNS expresszidja ugyan nem véltozott erdteljesen,
de a Sox9 fehérje és annak foszforildlt formdjanak jelenléte igen erdteljesen csokkent. Tehat
mdr a kordbban az oszt6dési folyamatok irdnyédba eltolt rendszer hatdsara a differencidcids
folyamatok hattérbe szorultak és a porcspecifikus markerek fehérjeszinten 1€vo kifejez6dése
szinte teljesen eltlint, igy a detektdlhatd porc mennyisége a minimumra szoritkozik.
Eredményeink azt tiikrozik, hogy a porcdifferencidcié folyamataiban a kalcineurin szerepe
igen sokrétli és akar fokozott aktivitdsa akdr teljes hidnya megzavarhatja a differencidcids
Iépéseket. Fontos megemliteni, hogy tovabbi bizonyitékokkal szolgiltunk arra nézve, hogy a
kalcineurin negativan befolyasolja a kondrogenikus sejtek osztddasi képességeit, €s ezt talan,
a munkacsoportunk 4ltal mar korabban leirt, feltételezett ERK1/2 defoszforildlacion keresztiil
teszi [68].

6.3. A PKCo expresszidja és gatlasanak hatasa a kondrogenikus HD-

kultarakban

Az mar régdta ismert tény, hogy az egyes PKC izoenzimek fontos szerepet jatszanak
az iziileti porc megfeleld kialakuldsdban. Az altalunk is haszndlt HD-kultirdkban a cPKC-k
jelenléte és aktivitdsa specidlis mintazatot mutat a differencidci6 sordn, és PMA-val torténd
aktivalasuk csokkenti a porcképzddést, ezen beliil is az egyes ECM alkotdk termelddését
[123]. Choi és munkatarsai mar 1995-ben leirtdk, hogy a cPKC koziil a PKCa és y, a nPKC
kozé tartoz6 PKCe és az atipikusak kozé sorolhaté PKC(1,A enzimek expresszidja
nélkiilozhetetlen a kondrogenikus sejtek differencidciéja soran. Mig a klasszikus PKC-k
expresszids profilja véltozé képet mutat a differencidcio sordn, addig a nPKC jelenléte inkébb
a kezdeti iddszakban fontos [56]. Ez a kutatocsoport a PKCo azonositasat a megfelel6 antitest
hidnydban még nem tudta elvégezni. A HD-kultirdkban a PKCS jelenléte sokkal késébb, csak
2002-ben keriilt azonositdsra immuncitokémiai médszerek segitségével [124]. Choi és mtsai
szerint a PKCd-nak nélkiilozhetetlen szerepe van a prekondrogenikus nodulus
forméalédasaban [63]. A HD kultdrdkban ez a differencidcids 1épés az 1. tenyésztési napon

zajlik. Sajat kisérleteinkben a PKCd expresszidja és aktivitdsa a differencidci6 kritikus napjain
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(a 2. és 3. tenyésztési napon) volt a legmagasabb és a differenciaci6é vége felé csokkent. Ez
arra utal, hogy a PKC9 jelenléte és aktivitisa nem csak a porcképzddés korai szakaszéaban,
hanem annak késobbi 1épéseiben is fontos tényezo.

A PKCd negativ vagy pozitiv szerepének vizsgilatira a HD-kulturdkban, az
irodalomban még manapsdg is az enzim specifikus farmakoldgiai inhibitoraként ismert
rottlerint alkalmaztuk [125-127]. A gétlészer alkalmazédsa idofiiggd mddon csdkkentette a
porc ECM termelését, melyet akar az 1. és 2. napos adagoldsa utdn is megfigyelhettiink,
amikor a nodulusok kialakuldsa zajlik. Ez az eredmény tokéletesen parhuzamba éllithaté Choi
és munkatarsai altal végzett kisérletek kovetkeztetéseivel: a rottlerin PKCd-gatlo hatdsa az
Akt és integrin Bl jelatviteli utvonal moduldldsdn keresztiil negativan befolydsolja a HD-
kultirdk kondroprogenitor sejtjeinek migriacids képességét, igy csokkentve a kialakuld
porccsomok szamat [63]. A PKC6 migraciéban betoltott szerepére mas kisérleti rendszerben
is van experimentdlis bizonyiték, pl. az epidermiszben a keratinocitdk motilitdsat E-
kadherinen keresztiil szabdlyozza [128]. Mivel a rottlerin okozta csokkent metakromaziat, az
alkalmazott farmakon életképességcsokkentd és/vagy proliferaciécsokkentd hatdsa egyarant
okozhatja MTT teszttel a sejtek mitokondridlis aktivitdsat, tricidlt timidin beépiilésével a
proliferacids ratat vizsgiltuk meg. Mig a sejtek életképessége ugyan csak kismértékben, de
szignifikdnsan csokkent, addig az oszt6d6képesség dramai mdédon visszaesett. Ez ut6bbi
megfigyelések egyik oka lehet, hogy a rottlerinnek bizonyitottan antiproliferativ hatdsai is
vannak [128]. A rottlerin alkalmazdsa azonban semmilyen koncentriciéban sem okozott
apoptézist vagy nekrozist a differencialédé porcsejtek esetében, holott a PKCS-t, mint a
mitokondriumokbdl kiindulé apoptézis egyik reguldtordt is lefrtdk. SOt a rottlerint egyéb
eml0s kisérleti rendszerekben, mint mitokondriumok szétkapcsoldsit végzd farmakont tarjak
szamon [129,130]. Sajat kisérleteink arra engednek kovetkeztetni, hogy a csirke
kondrogenikus sejtek mitokondriumai kevésbé érzékenyek az inhibitor alkalmazdsara, vagy a
PKC3 ezen szerepe ebben a rendszerben elhanyagolhato.

Rottlerin hatdsara a kondrogenezis markerének tekintett Sox9 mRNS és protein
expresszidja is csokkent, de a foszforildlt Sox9 jelenléte sokkal erételjesebben visszaesett. Ez
utébbi megfigyelés lehet, legaldbbis részben, a csokkent porcképzddés egyik magyardzata. Az
ERK dtvonal jol ismert proliferdcié-, differencidcié-szabdlyozé és sejttilélést is reguldld
szereppel bir az eukaridta sejtek  életfolyamataiban. Ezen  nélkiilzhetetlen
szignéltranszdukcids kaszkad feladata és pontos funkcidja a kondrogenezis szabdlyozdsaban
eléggé ellentmonddsos, leginkdbb a kisérleti mddszertdl fiigg. Vannak olyan kisérleti

eredmények, melyek arra utalnak, hogy a HD-kultirdkban zajlé differencidcié negativ
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regulatordnak tekinthetd [43,68]. Mas hasonlé porcdifferenciicids rendszerben is van arra
vonatkozé adat, hogy negativ hatdssal van a kondrogenezisre, pl. C3H10T egér embrionalis
mezenchimdlis sejtekbdl differencidltatott HD-kultdrdkban is porcképzddés csokkentd hatdsa
van [131]. A két emlitett kisérletben és altalunk kordbban végzett kisérletekben is az ERK1/2
funkcidjanak tisztdzdsdhoz farmakoldgiai inhibitorként PD098059-t és U0126-t hasznaltak, és
mindkét esetben porcképzddés felerdsodése tapasztalhatd [68]. A mi kisérleti rendszeriinkben
rottlerin hatdsara sem az mRNS, sem a protein expresszidja nem valtozott az ERK1/2-nek, de
a gatldszer hatdsara az ERK1/2 kettdsen foszforillt formdja erdsen csokkent. Nagyon hasonlé
eredményeket kaptak Tapia és munkatarsai, akiknek hasnydlmirigy acinus sejtjein végzett
kisérleteiben, a rottlerin gatolta a MAPK aktivacidt [132]. A PKCS siRNS-sel torténd gatlasa
oszteoblasztokban az ERK1/2 aktivitdsdnak és foszforildcidjdnak gatlasdhoz vezetett, amely
igy a sejtek differencidciéjanak redukaldsat is eredményezte [133]. A teljesség igénye nélkiil
azt is megemlithetjiikk, hogy a PKCo gatlasa keratinocitdkban is csokkentette az ERK1/2
aktivitasat [134]. Azaz tobb irodalmi adat is aldtdmasztja a rottlerin specifikussagat és a PKCo
az ERK1/2 foszforildlasdban betoltott szerepére hivja fel a figyelmet.

Azonban tébb kozlemény is beszdmol arrél, hogy a rottlerin hatdsa nem egészen
tekinthetd enzim specifikusnak, hisz eltéré szovetekben és kisérleti rendszerekben mind
PKCo-fiiggd és fiiggetlen médon is gatld hatast fejt ki [129,133]. Szdmos irodalmi adattal
ellentétben a rottlerin nem teljesen specifikus inhibitora a PKCd-nak, sokkal inkdbb
valamilyen mds kindz gétlasdn keresztiil hat, pl. p38 szabdlyozott kindz, MAPK-aktivalt
protein kindz 2, PKA, CaMK III és mas PKC izoformdk, melyeken gétldsa hasonlé médon
okozhat mitokondridlis valtozasokat is [130,132]. Ezért kisérleteink sordn szerettiik volna
Osszehasonlitani a rottlerin és a specifikusan PKCd-ra készitett shRNS gatld hatdsat a
porcdifferencidciéra. Ennek érdekében a kordbban mar bemutatdsra keriilt GeneSwitch
rendszerbe klénozott specifikus PKC3 shRNS bejuttatdsat végeztik el a mdar kordbban
alkalmazott Lipofectamin 2000-rel. A kisérletek sordn a mar kordbban felsorolt indokok miatt
itt is a Lipofectamin 2000-rel és az ,.iires” pGene/V5SHisA vektorral kezelt kultirdkat vettiik
kontrollnak. A PKCd shRNS-sel torténd transzfekcidja és a specifikus géncsendesités
majdnem teljes mértékben blokkolta az in vivo porcképzddést. Ugyanakkor nem indukalt
apoptozist és/vagy nekrézist a PKCo hidnya, valamint a kondrogenikus sejtek életképessége
és prolifericidja sem véltozott szignifikdns mértékben. Meg kell emliteniink, hogy
eredményeinkkel ellentétben mas kisérleti rendszerekben pl. glioma sejteken és
keratinocitdkban a PKC&-t, mint a proliferacié egy negativ szabdlyozé faktoraként irtdk le

[135,136]. Ez a kiilonbség adddhat abbdl ez egyszerii ténybdl, hogy a malignusan
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dedifferencidlodott és az érett normdl sejtek eltérd jeldtviteli pdlydkon keresztiil
szabdlyozhatjdk a proliferdciés folyamatokat. Kivancsiak voltunk, hogy a PKCd aktivitds
visszaesés okozta csokkent porcképzddés hatterében melyik porcdifferencidciés marker
expresszidjanak redukcidja dll. RT-PCR vizsgdlatinkban megfigyelhetjiik, hogy a Sox9
mRNS expresszidja szinte egydltalin nem csokken, mig fehérjeexpresszidja és foszforilalt
forméjanak megjelenése is nagymértékben visszaesik az shRNS alkalmazisat kovetden. Ez a
rottlerin alkalmazdsdhoz hasonléan, mdsodlagosan ugyan, de kozvetlen oka lehet a
porcképz6dés dramai visszaesésének.

A farmakol6giai gitldshoz hasonléan az ERKI1/2-nek sem az mRNS, sem a
fehérjeexpresszidja nem valtozik a géncsendesitést kovetden, azonban a kettdsen foszforilalt
forma jelenléte kétszeres emelkedést mutat a PKCS hidnydban. Az ERK1/2 fokozott aktivitds
egy masik olyan tényezo lehet, amely a PKCS shRNS hatdsara bekovetkezd majdnem teljes
porcképzddésgitlashoz vezetett. Az irodalomban szdmos adat van arrél, hogy kiilonb6z6
differencidciés rendszerekben a PKCS shRNS alkalmazdsa eltéré hatdssal lehet a MEK-
ERK1/2 tdtvonalra [133,137,138], ugyanakkor altalanossdgban véve a PKC6-t, mint az MEK-
ERK1/2 udtvonal negativ reguldtordt emlitik [139]. Mivel a rottlerin alkalmazdsa sordn ezzel
teljesen ellentétes adatokat kaptunk, azaz az ERKI1/2 foszforildci6ja csokkent, ezért azt
feltételezziik, hogy a rottlerin a HD kultirdkban nem tekinthet6 PKCd specifikus inhibitornak.
Ezt a feltevésiinket aldtimasztja az is, hogy a rottlerinnel kezelt kultirdkban nem tudtunk
konzekvens és szignifikdns PKCS aktivitdsvaltozast detektdlni. Ugyanakkor érdemes
megemliteni azt is, hogy a HD-kultirdk egészében ugyan nem hatédsos inhibitor a rottlerin,
addig az ex vivo PKC9 aktivitdsmérések kivitelezésénél j6 blokkoldszernek bizonyult.

Eredményeink jelentdségét Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a PKCS az in vitro
kondrogenezis egyik pozitiv reguldtordnak tekinthetd, mely nem kozvetleniil, de hatdssal lehet
a Sox9 expresszidjara és aktivitdsdra, ezen keresztiil a porcképzddés ECM termelésére. A
géncsendesités kapcsan bizonyitdst nyert, hogy a PKCS a HD kultirak sejtjeiben az ERK1/2

utvonal egyik negativ szabalyozéja.

6.4. Az NMDA receptorok kifejezédésének gatlasa siRNS-sel

Mai tudasunk szerint a sejtek normadlis életfolyamataihoz a Ca**-ionok jelenléte
nélkiilozhetetlen, hiszen a Ca**-ion az egyik legalapvetdbb és legelterjedtebb mésodlagos
hirvivd. A mezenchimadlis sejtek egyes differencidcids lépéseinek szabdlyozdsdban is szamos

kalciumdependens szigndltranszdukcidés utvonal jatszik alapvetd szerepet [102,140].
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Laboratériumunk eredményei szerint a HD-kultirdk sejtjei differenciacidjuk sordn specifikus
intracelluldris Ca®*-koncentraciévéltozasokat mutatnak, amelyek meghatdrozé szerepet
jatszanak a porcdifferencidciéban és domindnsan az extracelluldris térbdl bejutd Ca®* okozza
azokat [74]. A Kkiilso térbol szarmazod Ca’*-ionok a plazmamembran kation csatorndin
keresztiil keriilnek a sejtek belso terébe. A sejtek nagy szdmd, igen véltozatos sajatossagokkal
rendelkezé6 Ca®*-ra permedbilis csatorndt haszndlnak. Ezek koziill laboratériumunkban
kordbban mar azonositottunk ATP ligandot kotd P,Xs receptorokat a differencialédé
porcsejteken, melyek funkcionalitdsat is bizonyitottuk [80]. Az utébbi néhdny évben Kkeriilt
azonositdsra az NMDA receptorok jelenléte porcsejteken is, azonban funkciéjuk még nem
egészen tisztazott [86,90]. Az NMDA receptorok fdleg Ca**-ra permedbilis csatorndknak
tekinthetok, és Osszetételtdl fiiggden eltérd kinetikdval képesek az ionok dtengedésére. Az
NR2B alegységgel rendelkez6 receptor CaMK II-vel lehet kozvetlen kapcsolatban, mely
utébbi funkcidjanak érdekessége, hogy fdleg a Ca**-oszcillaciékb6l szdrmazé jelek
dekodolasaért felelos és szerepet jatszik a kalcineurin, vagy akdr a MAPK aktivdldsaban
[141]. A disszertacié targyat nem képzd, még publikdlas alatt 1€vo kisérleti eredményeink
szerint az NMDA receptorok jelen vannak a porcdifferenciacié soran, és alegységei koziil, az
NR1, NR2B és NR3A keriilnek ki a membranba a differenciéacié 1-2. napjatol.

Az NMDA receptor 0sszeszerelddése még a citoplazmaban megtorténik, a membranba
a kész heterotetramerek transzlokdlédnak. Mai tuddsunk szerint az NR1 alegység jelenléte
elengedhetetlen az NMDA receptor 0Osszeszerelddéséhez és milkodéséhez [83,142].
Kisérleteink sordan az NR1 alegység géncsendesitéssel torténd gatldsaval kivantunk az NMDA
receptornak a porcképzddésben jatszott szerepérdl képet kapni. Az NR1 siRNS alkalmazasat
mdr a 0. tenyésztési naptdl alkalmaztuk igy az 1. tenyésztési napon mér nem jelenhet meg az
NMDA receptor. Ebbdl adédéan nem sziikséges indukélhaté promoéterti vektorrendszerrel
dolgozni, ezéltal a bejuttatott idegen RNS mérete sokkal kisebbé vélt. A transzfekcid
hatékonysdgit NR1-re specifikus RT-PCR-ral és Western blot-tal itéltilk meg, miszerint az
siRNS 80-90%-os géncsendesitést ért el.

A funkcioképes NMDA receptorok hidnya teljesen blokkolta a kondrogenikus sejtek
porcsejtté alakuldsit. Ez részben vélhetdleg a HD-kultirdk spontin Ca®* oszcillaciéinak
megsziinésével magyardzhaté [143]. Az ismétlédd Ca**-jelek hidnya a porcdifferencidcid
szinte teljes megszlinéséhez vezetett anélkiil, hogy a sejtek életképességét jelentdsen
befolyédsolta volna. A differencidl6d6 porcsejtek osztdddképessége azonban nagymértékben

visszaesett az NR1 géncsendesités kovetkeztében. A porcképzddés markereinek tekintett
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Sox9 és aggrekdn mRNS expresszidja és a Sox9 protein expresszidja is dramaian visszaesik,
ugyanakkor a foszfo-Sox9 jelenléte nem valtozik erdteljesen.

Kisérleteinkkel tehat igazoltuk, hogy az NMDA receptorok jelenléte nélkiilozhetetlen
eleme a porcsejtek differencidciés folyamatainak, hiszen a porcsejtekben detektalhaté Ca**-
oszcillaciokért legaldbbis részben ezen csatorndk tehetdk feleldssé. Azt még nem sikeriilt
tisztdznunk, hogy a csatorndk aktivdléddsat normal koriilmények kozott mi indukélja. Erre
vonatkozé sajit el6zetes adataink szerint a differencidlodé kondrocitikban detektdlhatd
NMDA receptorok valdsziniileg mechanotranszduktorként miikodnek, amit aldtdmasztanak
differencialt porcsejteken nyert kisérleti eredmények is [77], ezen kiviil sajat eddig még nem
kozolt adataink arra engednek kovetkeztetni, hogy a receptorok membranban vald
lokalizéci6ja er6teljesen fiigg a mechanikai inger irdnyétol.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy vektorok tranzeins transzfekciéjaval modositva
bizonyos jelatviteli fehérjék expresszids szintjét €s mintdzatét, fontos adatokat nyerhetiink a
porcdifferencidcié szabdlyozdsdnak iddébeli lefutdsardl, amely ismeretek j6l hasznosithatdak

lehetnek a pluripotens dssejtek porcos differencidltatisdnak modszertanaban.
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7.

Osszefoglalas

A doktori értekezésben bemutatott munka sordn a porcosodé mezenchimaélis kultirdk

tranziens transzfekcids lehetdségeit tanulméanyoztuk, majd az optimalizalast kovetden harom

eltérd konstrukt bevitelét tiiztiikk ki célul és a porcdifferencidcidoban betdltott szerepeit

vizsgaltuk. Legfontosabb eredményeink az alabbi pontokban foglalhaték 6ssze:

Kimutattuk:

hogy a HD-kultirak tranziens transzfekci6jat leghatékonyabban a frissen izolalt sejtek

szuszpenzidjan lehet elvégezni.

a transzfekcids hatékonysag fiigg a transzfekcids reagens hatdsmechanizmusatél, és a

bejuttatni kivant konstruktok méretétol.

nagyméretii plazmidok bejuttatdsira a Saint Mix reagens a legalkalmasabb, mig a
kisebb méretli ShRNS bejuttatdsara a Lipofectamin 2000 a legmegfeleldbb. Az siRNS

transzfekcidjara specidlis DharmaFect sziikséges.

a kalcineurin fehérjeszintjének overexpresszidval torténd megemelése, illetve
indukélhaté promoéterii vektorba klénozott shRNS-sel torténé specifikus gatlasa is
jelentés mértékben porcképzodés csokkentd hatdsd, azaz precizen meghatarozott

kalcineurin aktivitas sziikséges a megfeleld porcdifferencidciéhoz.

a kalcineurin kisérleteink tandsidga szerint a kondrogenikus sejtek osztoddsdnak

negativ regulétora.
a rottlerin nem a PKCJ gatldszere a high density kultdrdk sejtjeiben.
a PKC) szabdlyozza az ERK1/2 foszforilacigjat a kondrogenikus sejtekben.

az NMDA receptor NR1 alegységének géncsendesitése csokkenti a Ca**-oszcillaciot
mutaté kondrogenikus sejtek szdmét, ami a receptor Ca**-homeosztazisban betoltott

elengedhetetlen szerepét feltételezi.

Targyszavak: in vitro porcdifferenciacio, HD-kultdra, tranziens transzfekcid, kalcineurin,

rottlerin, PKC$, NMDA
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8.

Summary

We studied the transient transfection possibilities of chondrifying mesenchymal cultures

and after optimalization we aimed to transfect three different types of constructs and

investigated their effect on chondrogenesis.

We demonstrated that transient transfection of HDC is highly depending on the
transfection method and on the size of the delivered vector. Saint Mix is suitable for
transfection of bigger vectors, while Lipofectamin 2000 is better applicable for

delivering smaller shRNAs.
For transfection of siRNA the specific DharmaFect delivery system is needed.

Manipulation of the PP2B activity either with overexpression or with gene silencing
by inducible shRNA vectors diminishes cartilage formation, which suggests a very

precisely set calcineurin activity during proper chondrogenesis.
We proved that rottlerin is not a PKCd-specific inhibitor in chondrogenic cells.

Application of a PKCo-specific shRNA inhibited chondrogenesis probably via

increasing activity of ERK1/2.

The gene silencing of NR1 subunits of NMDA receptor with an siRNA decreased the
number of Ca®* oscillating chondrogenic cells and completely blocked cartilage
formation, which suggest a crucial role of this receptor in Ca** homeostasis and

chondrogenesis of HDC.

Keywords: in vitro cartilage differentiation, HD-cultures, tranzient transfection, calcineurin,

rottlerin, PKC6, NMDA
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11. Koszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt szeretném megkdszonni témavezetomnek, Dr. Zakany Rézanak azt a rengeteg
segitséget, amit mar TDK-s korom 6ta nydjtott a kutatdsi munkam soran. Koszonet illeti
hasznos tanécsait és szarnyalé elméleti segitségét, amivel laborunk tudoményos értékét
emelni tudtuk. Kiilén szeretném megk&szonni, hogy rengeteg szabad kezet kaptam mind a
kisérletes munka, mind az elméleti munka elvégezésében, és mindazt a tdmogatéast, amivel
legval6szintitlenebb otleteimet is felkarolta. A kutatdsi munka elvégzésén kiviil lehetOséget
adott, mint tars-témavezetoként valé miikodésre, igy rengeteg tandccsal latott el és szamos
oktatdsi tapasztalattal is gazdagodhattam.

Nagyon fontos szerepet jatszottak és kutatdsi téren Osztonzdleg hatottak rdm kozvetlen
munkatdrsaim. Kiilonosen hdlds vagyok Matta Csabanak, akire nemcsak baratként
tekinthetek, de akire a munkdban is maganéletben is példaképként gondolhatok. Nélkiile a
disszertaci6 nagy része nem sziilethetett volna meg. Nagy kdszonettel tartozom kollaboracids
partnereinknek és egyben bardtaimnak is, igy pl. Fodor Jédnosnak, aki hihetetlen
munkabirdsdval és tiirelmével vezetett be minket a Ca’*-homeosztazis rejtelmeibe. Nagy
Georginédnak, aki nélkiil a FACS mérések és elemzések nem sziilethettek volna meg. Molnér
Zsanettnek, aki lankadatlan lelkesedéssel vett részt a PCR munkak kivitelezésében.

Kiilon koszonom Béardny Séndornénak, hogy pétanyaként szeretett minket és azt a rengeteg
tirelmet és segitséget, mellyel bevezetett a tenyésztoi €s a labormunka rejtelmeibe. Szavakban
nem kifejezhetd haldval tartozom Biréné Barna Krisztindnak. Az 6 segitd kezei nélkiil, ilyen
oktatasi terhelés mellett a kisérletek nagy része elvégezhetetlen lett volna.

Koszonettel tartozom Gergely Pal professzor urnak azért a rengeteg jé tandcsért és azért a sok
konferenciatimogatasért, mellyel eldadokészségem fejlodhetett és nem utolsé sorban, hogy
anyagi timogatassal lehet6vé tette laborunk fejlodését.

Hél4val tartozom Moédis Laszlé professzor drnak, aki lehetdvé tette, hogy porckutatéként
dolgozhassak és hogy egyszerli ,Heré”-bol oltalmazé kezei alatt tovabbfejlodhessek
,»Dolgozé Méhhé”. Halamat fejezem ki Antal Miklds professzor trnak, amiért lehetdvé tette,
hogy az intézet 6sszes facilitdsat hasznilhassam kisérleteim elvégzéséhez.

Természetesen nem feledkezhetem meg a laboratériumunkban dolgozé fiatal TDK-s
titinokrdl sem, akik egy része mar a laboratériumunk ifji PhD-sai koz¢ tartoznak, és akik
nagyon sokat segitettek a kisérletek elvégzésében és rengeteg vidam Orat toltottem
tarsasagukban.

Végiil, de nem utolsé sorban koszonom feleségemnek és fiamnak, hogy munkdm sordn
tamogattak és megértd hozzaallasukrol biztositottak.
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12. Fiiggelék

Az értekezést megalapoz6 kozlemények kiillonlenyomatai.
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