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Protein kinaz C és kalcineurin jelatviteli palyak szerepe a kondrogenézisben

Az in vitro porcdifferenciacié szabalyozasaban tobb, az intracellularis kalcium-
koncentracié valtozasara érzékeny jelatviteli molekulaként miikodé enzim vesz részt (pl. PKC:
protein kindz C, PP2B: kalcineurin). Ezért a palyazat kutatasi tervében megfogalmazottaknak
megfelelden kisérleteink egyik iranyvonalaként a csirkeembriok végtagtelepeibdl eldallitott
primer kondrogenikus mezenchimalis sejttenyészetekben (high density sejtkultara: HD)
differencialodd porcsejtek Ca’’-homeosztazisanak vizsgalata és az intracellularis Ca®'-
koncentraciot befolyasold tényezdk feltérképezése szerepelt. Eredményeinket az aldbbiakban
foglaljuk Gssze:

1. Megallapitottuk, hogy a differencialodd porcsejtek citoszoljaban detektalhatd szabad Ca®'-
koncentraci6 a differenciacio iitemével parhuzamosan jellegzetes mintdzattal valtozik: a
differencialatlan sejtekben mérhetd alacsonyabb koncentraciorol (kb. 80 nM) a chondroblastok
emelkedik, majd a differencialt chondroblastokban kb. 100-110 nM-os szinten stabilizalodik. A
valtozasok elsddleges forrasa az extracellularis tér és nem az intracellularis Ca”'-raktarak. A
Ca” -koncentracié valtozasi mintazatanak modositisa pl. Ca®’-ionoférokkal, extracellularisan
alkalmazott EDTA-val a porcképz6dés mértékét modositja. Ha a 3. napi Ca*'-cstics elmarad, az a
porcképzddés erdteljes gatldsahoz vezet. Ezt lattuk a kalcineurin gatlészerének a ciklosporin A-
nak az alkalmazasa kapcsan, amely jelenség felveti a kalcineurin aktiv szerepét a kondrogenikus
sejtek Ca”-influxdban. Eredményeinket a Cell Calcium folyoiratban megjelent kdzleményiink
foglalja 6ssze (Matta és mtsai, 2008).

2. Kimutattuk, hogy a differencialodo porcsejtek kimutathatd mennyiségben termelnek ATP-t és
a kondrogenikus sejtek a Ca*"-szint emelkedésével reagalnak az extracellularisan adagolt ATP-
re; a sejtvalasz mintazata ionotrop P2X-receptor jelenlétére utalt. Ezt a valaszt kizardlag a 3.
napon tudtuk detektadlni. Ennek alapjan RT-PCR, Western-blot ¢és immunhisztokémiai
technikdkkal, valamint a purinoreceptorokat szelektiven gatlo szerekkel kezelve azt talaltuk,
hogy a Ca’™-influx egyik forrdsa a plazmamembran purinerg receptorai kozé tartozd P2X4
kalcium csatorna. Eredményeinket a Cell Calcium folydiratban megjelent kdzleménytiink foglalja
0ssze (Fodor és mtsai, 2009).

3. Csirkeembriok végtagtelepeibdl izolalt kondroprogenitor sejtekbdl eldallitott primer
sejtkultirakban kerestiik azt a transzfekciés modszert, amely nagy hatékonysaggal képes idegen
DNS bejuttatasara anélkiil, hogy szamottevo citotoxikus vagy apoptotikus hatdsa lenne. Harom
lipofekcios (Lipofectamin 2000, SuperFect Transzfekcidos Reagens, DMRIE-C Reagens), egy
amfipatikus reagenst haszndlé (Saint Mix) valamint egy nukleofekcidos (Amaxa) modszert
probaltunk ki az optimalis transzfekcidos technika beallitasahoz. A FACS-szal végzett
transzfekcioshatékonysag vizsgalat, az €letképesség €s az osztddasi rata detektalas segitségével
megallapitottuk, hogy a chondrogenikus sejtek optimalis transzfekcidjdhoz az amfipatikus
reagenst tartalmazo Saint Mix €s a Lipofectamin 2000 transzfekcios reagens a legalkalmasabbak.
Ugyanakkor mar az ,ires” vektorokkal torténd transzfekci6 nyoman megvalosulo GFP
overexpresszio Onmagaban is porcképzddés csokkenést eredményez. Vizsgalatainkat
kiegészitettiik a kalcineurin overexpressios vizsgalatokkal (Juhész és mtsai, 2010; CEJB, in
press).



4. Ugyancsak HD-kultarakban vizsgéaltuk a PKCdelta szerepét a porcdifferenciacio
szabalyozasaban. A PKCdelta specifikus inhibitoranak tartott rottlerinnek a kulturak
tapfolyadékahoz val6 adagolésaval a porcképzddés gatlasat tapasztaltuk, a gatloszer csokkentette
az ERK utvonal aktivitasat és a Sox9 transzkripciés faktor expresszidjat, valamint
foszforilacigjat. Ugyanakkor a PKC aktivitast a rottlerin adagolasaval kezelt kultirdkban nem
tudtuk kimutatni. Ezért shRNS alkalmazéaséaval tranziens géncsendesitéssel gatoltuk a PKCdelta
expresszigjat, melynek nyoman a porcképzddés és a Sox9 foszforilacio gyakorlatilag teljes
gatlasat és az ERK-utvonal aktivitasfokozodasat lattuk. Ezek alapjan a PKCdeltat a
porcdifferencidcio pozitiv regulatoranak tekintjiik, a rottlerint azonban nem tartjuk alkalmasnak a
PKCdelta cellularis hatasainak vizsgalatara. Eredményeinket kozlésre benytjtottuk a Biochimie
folyodirathoz (Matta és mtsai, 2010; submitted).

5. A porcsejtekben zajlo jelatviteli folyamatoknak az oxidativ stressz altal kivaltott valtozésai
porcban taldlhato érett porcsejtek posztmitotikus sejtek €s gyakorlatilag nincs regeneracios
képességiik. Az esetleges regeneracid forrdsaként szobajovo, a kornyezd szovetekben talalhatd
mezenchimalis jellegli sejtek viselkedésének tanulmanyozéasa az oxidativ stressz nyoman ezért
kiilonds érdeklddésre tarthat szamot. Vizsgéltuk, hogy porcosodd mezenchimalis sejtekbdl
eldallitott HD-kultrakban milyen intracellularis valtozasok zajlanak, ha hidrogén-peroxiddal
vagy peroxinitrittel kivaltott oxidativ stressz éri a differencialodo sejteket. Az oxidativ stressz
DNS-kérositd hatdsa jol ismert. A keletkezett DNS hibdk kijavitasaért felelds enzimkomplex
aktivitasat a hibas DNS helyeken taldlhato fehérjéknek a poli-ADP-ribozzal (PAR) vald
megjeldlése fokozza. A PAR szintézisét a sejtmagban elsdsorban a poli(ADP-ribdz) polimeraz-1
(PARP-1) végzi. A tilzott PARP-1 aktivitas NAD" depléciohoz vezet és igy citotoxikus hatasu.
Kisérleteink sordn vizsgaltuk a porcsejtek endogén PARP aktivitdsat és intracellularis
lokalizaciojat oxidativ stresszben (Zakany és mtsai, 2007). Vizsgaltuk a PARP-1 és PARG
(poli(ADP-rib6z) glikohidrolaz) szabalyoz6 mechanizmusat is. Mindkét enzim géncsendesitése
rezisztenciat okozott nagy dozisu hidrogén-peroxid kezeléssel kivaltott citotoxicitassal szemben.
Megfigyeltilkk azt is, hogy alacsonyabb, apoptozist indukdléo hidrogén-peroxid kezeléssel
szemben mind a PARG, mind a PARP-1 csendesitett sejtek érzékenyebbek, ennek hatterében
pedig azok elégtelen DNS hibajavitasat igazoltuk (Erdélyi és mtsai, 2009).

A fehérjék foszforilacidja és defoszforilacidja a sejtfolyamatok szabalyozasdnak fontos
mechanizmusat jelentik. Ezért vizsgalatainkat kiterjesztettiik mas sejttipusokra is.

6. Munkacsoportunk korabbi megfigyelése az volt, hogy a kalcineurin aktivitdsa csokkent a
szisztémas lupus erythematosusban (SLE-ben) szenvedd betegek periféridas mononuklearis
sejtieiben (PBMC). Kimutattuk, hogy az egészséges donoroktél szdrmazé6 PBMC
gliikokortikoszteroid kezelése is csokkentette a kalcineurin aktivitasat Ca-ionofor és forbolészter
jelenlétében. Ez a megfigyelés a T-sejtek jelatviteli folyamatdban a PKC izoenzimek lehetséges
szerepére utalt a kalcineurin szabalyozasdban. Mind a PMA, mind az intracelluléris térben
megnévekedett Ca”™ koncentracié hozzajarul a kalcineurin aktvitisanak csokkenéséhez human
periférids vér mononukleéris sejtjeiben anélkiil, hogy befolydsolnd a kalcineurin mRNS- és
fehérjeszintjét. A cPKC a, B, y izoenzimek jatszanak szerepet a kalcineurin aktivitdsanak
gatlasdban PMA-val ¢és Ca-ionoforral stimuldlt humén mononukledris sejtekben. Ebben a
folyamatban a hiperfoszforilalt Cabin 1 lehet a jelatviteli molekula, ugyanis a Cabin 1 fokozott
foszforilacigja volt detektalhatdé a cPKC izoenzimek enzimatikus aktivalasat kdvetden, ami a
kalcineurin gatlasat eredményezte human PBMC-ben (Szijgyartéd és mtsai, 2007).



7. Munkacsoportunk tanulmanyozta a miozin foszfataz (MP) szabalyoz6 alegységének (MYPT1)
szerepét is. Ismert, hogy a MYPT1 Thr850 oldallancanak ROK altali foszforilacioja a foszfataz
gatlasdhoz vezet. Ez a foszforilacid sokféle sejttipusban lejatszodik és megvaltoztatja az MP
enzim kolcsonhatasat kiilonbozé jelatviteli folyamatokkal. Kimutattuk, hogy az MP
defoszforildlja a retinoblasztoma fehérjét. A MYPT1 foszforildciojaval gatlodik a
retinoblasztoma fehérje defoszforilacioja, befolyasolva a sejtciklus fazisdtmeneteit, ami pl.
leukémids sejteknél a kemorezisztenciat modosithatja (Kiss és mtsai, 2008). Vizsgéalatainkat a
kondrogenikus sejtek differencialédasi modelljében folytatjuk.

8. A protein foszfatazok intracellularis lokalizacidjanak tanulméanyozasa hivta fel a figyelmiinket
a foszfoinozitid metabolizmus egyik enzimének a foszfatidilinozitol-4-kindaz (P14K230)
nukleolaris lokalizacidjara €s a transzport mechanizmusdra. Immunfluoreszcencidval kimutattuk
a PI4K230 fehérjét a neuralis és nem-neuralis sejtek nukleoluszaban. Igazoltuk, hogy a PI4K230
mono- ¢és bipartit nukleolaris lokalizacids szignal szakaszai miikodnek kozre a nukleo-
citoplazmatikus transzportban. A monopartit nukleolaris lokalizacids szigndl altal kozvetitett
sejtmagi import az importin al/pf és importin o3/ dimer transzport fehérjék altal vezérelt
utvonalakon torténik (Kakuk és mtsai, 2007).

9. A glikogén foszforilaz aktivitdsdnak szabalyozasa kulcsfontossagh a szervezet
vércukorszintjének megfeleld szinten tartdsaban. Az enzim gatlasa 0j lehetdségeket nyit meg a 2-
tipusu diabetes kezelésében. Hazai és nemzetkdzi kutatdsi egyiittmiikodésekben folytattuk a
gliikkdanalog inhibitorok vizsgalatat és 0j tipusu gatloszereket ismertiink fel (Benltifa és mtsai,
2006; Cecioni és mtsai, 2009; To6th és mtsai, 2009).



