2005. EVI SZAKMAI ZAROJELENTES

I. Bevezeté

A Zéirbjelentés Dr. Huszar Tamés ,,A renin-angiotenzin szerepe a csontatépllés
szabalyozasaban” cimii OTKA palyazatdnak eredményeit taglaljuk. A zarojelentésben ismertetésre
kertlnek az OTKA pélyazathoz k6t6dé munka megvalodsitasdhoz rendelkezésre allt személyi- és
laboratériumi  feltételek, a munkaterv megvaldsitasa, a kutatomunka eredményeinek rovid

dsszefoglalasa valamint az eredmeények publikécidja.

1. EIméleti hattér

Az utdbbi évtized kutatasai jelentds eredményeket értek el a sebgyogyulas, a széveti fibrozis
és a szoveti remodelling folyamatanak megismerésében. Tobb fiziologias és koros folyamatban
igazolddott a szbveti renin-angiotenzin rendszer (RAS) szerepe. A szisztémas RAS-hoz hasonldan a
szoveti RAS effektor molekuldja is az angiotenzin 1l peptid, amely hatasara tovabbi bioldgiailag aktiv
anyagok Keriilnek szekréciéra, mint a transforming growth factor (TGF)-B. A szdveti remodelling
képét a bioldgiailag aktiv vegyilletek egylttes hatasa hatarozza meg, igy fokozodik a kotészoveti
sejtek proliferacioja és az extracellularis matrix szintézise. Jelen ismereteink szerint bar a RAS-TGF-f3
tengely tagjai jelen vannak a csontszdvetben, nincsenek adatok arra nézve, hogy ez a szabalyz6 részt
vesz-e a csontszovet atépllésében.

Kisérleteinkkel a csontosodas, az osteogen differencialodas folyamatat, illetve annak
humordlis szabalyozasat vizsgaljuk. Elsésorban a RAS-TGF-f tengely cellularis szintti hatasait
mérjuk. Hipotézistink szerint a csontban a szoveti RAS aktivalodasa, illetve a kdvetkezményes TGF-3
termelédés serkenti a csontszovet remodellingjét, és az osteogen markerek megjelenéset.

Eredményeink haszna kettés, a fiziologiai folyamat részleteinek megismerése mellett esetleges
klinikai alkalmazésra is lehet6séget ad. Erre példa a szajsebészeti beavatkozasoknal felhasznalt, a
csontregeneraciot fokozo terapias beavatkozas, a thrombocytadban gazdag plazma (PRP) alkalmazésa

csontdefektusok feltdltésénél.

111. Személyi és laboratdériumi feltételek

A Kisérletek kivitelezéséhez szlikséges sejtbioldgiai laboratériumi feltételek rendelkezésre
alltak a Semmelweis Egyetem Korélettani Intézetében, Prof. Dr. Rosivall L&szlé nephroldgiai
munkacsoportjahoz tartozé laboratériumban. A laboratériumban megtalalhatd berendezésekre
alapozva sikeresen allitottunk be (j mérési modszereket:

—osteoblast differencialasi technikéak

—fluoreszcens mikroszkdpia

—osteoblast sejtvonalra optimalizalt tranziens transzfekcid



—in vitro sejttenyészetek alkalikus foszfataz aktivitdsdnak mérése (Ezek részletezését lasd

alabb)
A munka elvégzésében részt vevd kutatocsoport dsszetétele megegyezik a palyazatban kozolt
kutatokkal. (A kutatok névsorat és munkaidejiknek a projektre forditott szazalékat lasd az 1.

tablazatban.)

1. tablazat

Név Beosztés Aréany
1. Dr. Huszar Tamas PhD Vezetd 40%
2. Dr. Terebessy Tamas 30%
3. Dr. Fintha Attila 10%
4. Dr. Masszi Andras 40%

Emellett bizonyos specializalt laboratoriumi feltételeket és szaktudast igénylé modszerek
esetében kooperécids segitséget kaptunk: A radioaktivan jel6lt ligand kotési méréseket Dr. Hunyady
Laszl6 és munkacsoportja (Semmelweis Egyetem Elettani Intézet) az elektromikroszkopos vizsgalatok

Semmelweis Egyetem II. Kérbonctani Intézet laboratériumaban végezték.

1VV. Tudomanyos eredmények

1. A csontsejtek proliferaciojanak vizsgalata

Mind az angiotenzin Il (Ang Il), mind a TGF-f3 szdamos mesenchymalis sejttipusnal fokozza a
proliferaciét. Annak igazolasara, hogy ez a jelenség osteoblastokon is mérhets, mértik az MC3T3-E1
osteoblast sejtvonal proliferacids valaszait. Ehhez egy non-radioaktiv proliferacids technikat, az MTT
reakciot alkalmaztuk. Pozitiv kontrollként a sejteket epidermal growth factorral (EGF) vagy
szérummal stimulaltuk, és a kisérleti korilményeket ez alapjan normalizaltuk. Az el6bbi két anyaghoz
hasonléan a TGF-B stimulalta az MC3T3-E1 sejtek proliferaciojat (2.a. tablazat). Erdekes
megfigyelést tettlink az Ang Il hatésait mérve: Szérumos kozegben tartott sejteket kezelve Ang I1-vel
nem mértlink proliferacid valtozast a kontrollhoz viszonyitva. Viszont ha a sejteket 24 Orés

szérummegvonas utan kezeltiik Ang Il-vel, akkor szignifikans csokkenést kaptunk. (2.b. tablazat)

2.a. tablazat
Kezelési idé kontroll TGF-B EGF 10% FBS
24 ora 1 1,424+0,243 1,280+0,067 0,979+0,38
48 ora 1 1,775+0,055 1,486+0,058 2,11+0,33
72 6ra 1 1,785+0,241 1,596+0,047 1,875+0,34




2.b. tablazat

Kezelési id6 kontroll 10-7M Angll 10-7M Angll
(246 szérummegvonas) (szérumos kozeg)

24 6ra 1 0,639+0,18 1,037+0,21

48 ora 1 0,836+0,21 0,970+0,16

72 Ora 1 0,657+0,1 1,062+0,12

2. Extracellular requlated kinase (ERK) aktivacitja

Korabbi kisérleteinkben az ERK proliferaciot fokoz6 hatasat mértiik tobb sejttipusban. Ezek
alapjan az MTT méréssel nyert adatainkat az ERK aktivacidjanak mérésevel probaltuk megerésiteni.
Ehhez Western blotot, és foszfospecifikus anti-p-ERK antitestet hasznéltunk, amely szelektiven ismeri
fel a kinaz aktiv formdjéat. Pozitiv kontrollként EGF-t és PMA-t hasznaltunk. A TGF-B az ERK gyors
és massziv aktivacidjat okozta. Viszont az Ang Il tobb kiilénb6zé dozisban és inkubécios idé utan sem
aktivalta a kinazt. Tovabbi kisérleteinkben tervezzik a szérummegvonas hatasanak vizsgalatat a fenti

valaszra. Tervezzik, hogy vizsgaljuk az Ang Il hatéséat az EGF és a TGF- stimulalta aktivaciora.

3. Angiotenzin receptor detektalas radioaktiv ligand kotési méréssel

A sejtfelszini receptor popul&cidé mérésének az egyik lehetséges megkdzelitése a radioaktiv
izotoppal jelzett ligand kétésének detektalasa. Ehhez [**°I-Sar, lle®Jangiotenzin 11 kotést hasznaltunk.
A méréseket Dr. Hunyady Lé&szl6 laboratériumaban, kooperacioban végeztik. Pozitiv kontrollként
AT1 tipust angiotenzin receptorral stabilan transzfektalt epithelialis sejteket (LLC-PK1/AT1)
hasznéltunk. Jelenleg a modszer beallitdsat elvégeztiik. El6zetes kisérleteink alapjan szérumos
médiumban inkubalt MC3T3-E1 osteoblastok nem mutatnak angiotenzin kotést.

Ismert, hogy az Ang Il két 6 sejtfelszini receptora (az AT1 és az AT2) koziil az AT2
tobb sejttipuson gatolja a proliferaciot. Viszont az AT2 expresszioja nem konstans, hanem a
sejt stresszre adott valaszanak a része. Tovabbi kisérletekkel kovetni préobaljuk, hogy a
szérummegvonas hogyan befolyésolja az angiotenzin receptor expressziot az osteoblastokon.
Feltételezésiink szerint az osteoblast sejteken az angiotenzin receptor expresszidjat fokozza a

szérummegvonas, azaz a sejtstressz in vitro modellje.

4. Nuclear factor-kB (NF-xB) aktivacié detektalasa

Az Ang Il kivaltotta kettds proliferacids valasz természete alapjan a kovetkezé modellt
allitottuk fel: Ismert, hogy az AT2 receptorok az embriondlis szovetre jellemzéek, érett szvetekben
alacsony szinti az expresszidjuk és proliferaciot csokkenté hatdsa van. Feltételezésiink szerint a
szérummegvonas az NF-kB (tvonal aktivaciojat valtja ki, és az AT2 gén promoterében talalhaté NF-

kB reszponziv elemeken keresztiil fokozza az AT2 angiotenzin receptor expressziojat. Ehhez



dokumentélni kivantuk az NF-xB p65 alegységének sejtmagbeli transzlokaci¢jat. Ehhez anti-p65
antitestet és fluoreszcens immuncitokémiat alkalmaztunk.

Az immuncitokémia technika egyes lépéseinek (sejttenyésztési lépések, fixalas, mikroszkop
beallitdsok) beallitdsdhoz egy kozvetlenul jelolt festékkel, rhodaminnal jelzett falloidin festékkel
citoszkeleton festést készitettiink. Ezzel a technikdval detektaltuk tovabba a TGF-B stresszrost
Osszeépulést indukald hatdsat is az MC3T3-E1 sejteken.

El6zetes eredményeink szerint a szérummegvonas nem valt ki p65 transzlokaciot a sejtekben,
ami ellene sz6lna a feltevéslinknek. Jelenleg Tovabbi kisérletekben tervezzilk az AT2 receptor
expressziojanak mRNS szintii mérését. Ehhez jelenleg végezziik a reverz transzkriptdz-PCR technika
bedllitasat. Tovabba tervezzilk az AT2 gén promoterének aktivitdsanak merését tranziens transzfekcids

madszerrel.

5. B-catenin/TCF/LEF jelatviteli Ut szerepe a TGF-B kivaltotta proliferacids valaszban

Epithelialis sejtekben az adherens junkciét alkoté E-cadherin intracellularis oldalahoz az a-,
[- és y-cateninekbél allé komplex kapcsolodik. Nyugvo sejtben ha a B-catenin felszabadul az adherens
junkcidbdl, a szabad molekula ubikvitinalodik és lebomlik a proteoszOmaban. Az ubikvitinacios 1épés
szabalyozott, ehhez a glikogén szintaz kinaz 3 (GSK3) aktivacidja szlkséges. Azonban, ha a
lebomlésat serkent6 szigndl gatolt, a P-catenin a sejtmagba transzlokalodik, és a T-cell
factor/Lyphocyte enhancer factor (TCF/LEF) nevi transzkripcids faktorokon keresztll specidlis DNS
régiokhoz kapcsolddva szabalyozza bizonyos gének expresszigjét.

Az utobbi idében ismerték fel, hogy a csontérési folyamatokban a [B-catenin részt vesz a
genetika valaszok szabalyozasaban. Korabbi munkaink soran kimutattuk, hogy TGF-B hatasara
epithelialis sejtekben a B-catenin fehérje a sejtmag kordl, illetve a sejtmagban akkumulalédik, illetve a
B-catenin dependens génexpresszié fokozodik. Feltételeztik, hogy a TGF- osteoblastokban is
aktivalja a B-catenin/TCF/LEF jelatviteli utat, és ez részt vesz a proliferacios valasz kialakitasaban.

Ehhez mérni kivantuk, hogy a p-catenin Ut aktivalasa hogyan befolyasolja az osteoblastok
proliferacidjat. A B-catenin lebomlasat a GSK3 inhibitor, litium klorid alkalmazasaval gatoltuk, majd
mértik a proliferacids valaszt. A kontroll sejteket LiCl helyett azonos koncentracioju NaCl-dal
kezeltuk. Eredményeink szerint a LiCl nem befolyasolja ugyan az MC3T3-E1 sejtek osztddasat, de a

TGF-B indukélta valaszt csokkenti 3. tablazat.

3. tablazat

Kezelés: kontroll TGF-B LiCl LiCI+TGF-B

1 1,44+0,16 1 1,14+0,22




6. TGF-B és Ang Il hatdsa a sejtproliferacié aktivaciéjaban szerepet jatsz6 Un. ,.immediate-early

gene” expresszidjara osteoblastokban

Ehhez a kisérlethez a riporter-promoter plazmidok tranziens transzfekciojanak,
valamint a riporter enzimek aktivitds mérésének maédszerét kellett beallitani. E modszer sorén
a vizsgalni kivant gén promoterét es egy riporter gént tartalmazé plazmid mellett egy belsé
kontrollként szolgalé konstans aktivitasu riporter plazmid transzfektaljuk a sejtekbe.
Technikai nehézséget jelentett az a probléma, hogy a kontroll plazmid reagalhat a kezelésre,
igy a normalizélés soran torzithatja a jelet. Az els6ként Kiprébalt rendszer (pRL-TK kontroll
plazmid) esetében Utkoztiink abba a problémaba, hogy a TGF-p fokozta a kontroll plazmid
aktivitasat. Tovabbi két rendszer kiprébaldsa utan a pTK-p plazmid és a B-galaktozidaz
aktivitas luminometrias modszerrel vald mérése vezetett eredményre.

Tranziens transzfekcids maddszerrel c-fos promotert (-732 - -44 bp szakasza)
transzfektaltunk tranziensen MC3T3 osteoblastokba (Fugene) majd 16 éras Ang Il vagy TGF-
B kezelést kdvetéen mértiik a c-fos expressziot jelzo luciferdz aktivitast. Az eredményeket a pTK-3
plazmid aktivitasara normalizaltuk.

Eredményeink szerint az Ang Il nem valtoztatta meg a c-fos expressziot, mig a TGF-f3 kezelés
tobb mint kétszeres aktivitdsfokozddashoz vezetett, ami a TGF- proliferaciot fokozo szerepére utal
MC3T3 osteoblast sejtekben (4. tablazat).

Tovéabbi terveink szerint a B-catenin és az NF-kB Gtvonal aktivaciojat mesterséges, csak

ezekre a jelatviteli utakra érzékeny riporter-promoter plazmidok tranziens transzfekcidjaval tervezzik

mérni.
4. tablazat
Kezelés: kontroll TGF-B Ang Il
Relativ aktivitas 1 2,17+0,18 0,84+021

7. TGFE-B és Ang |l hatdsa az osteoblastok differencialédasara

A csontérési markerként hasznalt alkalikus foszfataz aktivitds merés beallitdsa 2005-ben
megtortént. (Roche Reflotron) Harom hét eléndvesztést kovetéen MC3T3 sejtek sejtlizatumabol
mértik az alkalikus foszfataz aktivitast kiilonb6zé ideji illetve kilonbdzé koncentracidja Ang 1l vagy
TGF-B kezelés utan, valamint vizsgaltuk a litium-klorid elokezelés hatasat a TGF-B kezelés hatdsara
kialakult differencialodasi valtozdsokra. A kezelések soran a sejteket alacsony szérum tartalmi
médiumban tenyésztettiik.

5. tdblézat



Kezelés: kontroll TGF-B LiCl LiCI+TGF-B
Relativ aktivitas 1 0,53+0,15 0,19+0,26 0,13+0,10

TGF-B kezelés hatasdra csokkent a sejtek ALP aktivitdisa, ami a TGF-p
differencialodast gatlo hatasara utal. Az Ang Il kezelés nem befolyasolta a sejtek ALP
aktivitasat (5. tablazat) Ezt a hatast meglepé médon a LiCl nem védte ki, sét kismértékben
potencirozta. A TGF-B dbzis- és idégorbe vizsgalat azt mutatta, hogy az altalunk vizsgalt

legkisebb dozis eseten (0,04 ng/ul) esetén mar szignifikans hatas merheto.

8. Tovabbi eredmények

I) A fenti kisérletekkel parhuzamosan folytattuk a 2003. évi beszamoloban jelentett a fogaszati
implantatumok fellleti morfologidjanak osteoblast és fibroblast sejtek aktivitasara és proliferacidjara
kifejtett hatdsdnak vizsgalatat. A kisérlet részleteit az el6zé évi jelentésben leirtuk, 2004-ben az
elézetes kisérletek eredményeit megerésitettlk, és tobb eléadas valamint a Fogorvosi Szemlében cikk

jelent meg a kisérletek eredményeibél.

I1) A lokélis renin-angiotenzin rendszerek- illetve azok intracelluléris jelatviteli folyamatainak
vizsgéalatat vesetubulus- (LLCPK) illetve horcsdg ovarium sejteken kezdtik és a tovabbiakban csont
sejteken kivanjuk folytatni. Kimutattuk, hogy az Ang Il paradox modon képes a renin promater
transzkripciojanak aktivalasara és ezen aktivacidban az intracellularis tirozin kinazok és a JNK
kaszkad szerepet jatszik. A fenti eredmények 2004-ben megjelentek a Nephrology Dialysis and
Transplantation tudomanyos lapban. A kisérletek befejezése részben az ifjusdgi OTKA tdmogatasaval

tortént.

I A TGF-B altal aktivalt intracellularis jelatviteli rendszereket vizsgaltuk epithelialis sejteken.
Megallapitasaink szerint a TGF-f kezelés fibroblast iranyu differencialodast, fokozott matrix szintézist
és fokozott motilitast indukal LLC-PK sejtekben. A fenti valaszokban a -catenin/TCF/LEF jelatviteli
rendszer alapveté szerepet jatszik. Eredményeinket 2004-ben publikéaltuk az American Journal of

Pathology tudoményos lapban.

V. Az elvégzett Kisérletek publikécios hatasa
Eredményeink részben publikaltak (l&sd alébbi lista). Emellett a fent leirt eredményeket még
tovabbi kozleményekben tervezziik publikdlni. Terveink szerint kulon eredeti kdzleményben

jelentetjuk meg az Ang Il valamint a TGF-3 osteogen hatasainak publikalasat.



Eredeti kozlemények:

1) Joob FA, Huszar T, Divinyi T, Rosivall L, Szab6 Gy: A titan-implantatumok feliileti
mikromorfoldgidjanak hatésa a fibro- és oszteoblaszt sejtek proliferécids aktivitasara

Fogorv. Sz. 2004;97(6):251-55

2) Terebessy T, Masszi A, Fintha A, Sebe A, Huszar T, Rosivall L, Mucsi I.: Angiotensin Il activates
the human renin promoter in an in vitro model: the role of c-Jun-N-terminal kinase. Nephrol Dial
Transplant. 2004 Sep;19(9):2184-91.

3) Masszi A, Fan L, Rosivall L, McCulloch CA, Rotstein OD, Mucsi I, Kapus A.: Integrity of cell-cell
contacts is a critical regulator of TGF-beta 1-induced epithelial-to-myofibroblast transition: role for
beta-catenin. Am J Pathol. 2004 Dec;165(6):1955-67.

Kongreszusi szereplések:

1) Dr. Jodb-Fancsaly Arpad, Dr. Huszar Tamas, Prof. Dr. Divinyi Tamas: A fogaszati implantatumok
felulet morfoldgiajanak szerepe a fibroblaszt sejtek proliferacios aktivitasaban.

Magyar Fogorvosok Fogpétlastani Tarsasaga XV., Magyar Fogorvosok Implantologiai Tarsasaga V.,
Magyar Paradontoldgiai Tarsasag XlIl. Kongresszusa 2003 Budapest (eléadas)

2) Huszar Tamas, Joob-Fancsaly Arpad, Divinyi Tamas: A titan implantatumok feliileti kezelésének
hatésa a fibroblaszt sejtek proliferacids aktivitasara

Magyar Arc-, Allcsont- és Szajsebészeti Tarsasag VII. Kongresszusa 2003, Pécs (elsadas)

3) T Huszar, A Joob Fancsaly, T. Divinyi: Role of surface morphology of dental implants in the fibro-
and osteoblast proliferation

Magyar Arc-, Allcsont- és Szajsebészeti Tarsasag VIII1. Kongresszusa, V. Nemzetkozi Danubius
Kongresszus 2004 Aprilis 29-Majus 1. (elsadas)

4) Huszar Tamas, Bogdan Sandor, Filop Gabor, Szabé Gyorgy, Barabas Jozsef:

A kilonbdzé csontpotlasi modszerek élettani hattere. (A vérlemezke dusitott plazma (PRP) szerepe a
csontpdléas hatékonysaganak fokozaséban

Magyar Plasztikai Helyredllitd és Sebész Tarsasag Kongresszusa, 2004, Nyiregyhéaza; Szeptember
30.-Oktbber 2. (elgadas)

Ve

- sz

MAFIT Jubileumi Tudomanyos Konferenciaja, 2004, Budapest,.10.02

6) Joob AF, Huszér T, Divinyi T, Rosivall L: The effect of surface micromorphology of titanium
dental implants ont he proliferation activity of fibroblasts and osteoblasts

Kongress der Osterreichischen Gesellschaft fiir Mund-, Klefer- und Gesichtschirurgie

2005 Februar 1-5. Salzburg (elgadas)



7) Huszér T, Adamkd S, Masszi A, Bodor CS, Bogdan S, Rosivall L: A TGF-$ hatésa az
MC3T3-el osteoblast sejtek proliferacidjara és differencialodasara

Magyar Elettani Tarsasag Vandorgy:ilése 2005. junius 2-4, Budapest (poszter)

Budapest, 2006. februéar 24.

Huszar Tamas

Témavezetd



