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Roviditések jegyzéke

3-AB: 3-aminobenzamid

AAS: atomabszorpcids spektrometria (atomic
absorption spectrometry)

ADP: adenozin-difoszfat
ADPR: ADP-rib6z

AM: acetoxi-metilészter
AP-1/2: aktivator protein-1/2

ARC: arachidonsav éltal szabélyozott
kalciumcsatorna (arachidonate-regulated Ca**
channel)

ATP: adenozin-trifoszfat

BMP: csont morfogénikus fehérje (bone
morphogenic protein)

BSA: borju szérumalbumin (bovine serum
albumine)

CaMK: Ca**/kalmodulin-dependens protein-
kinaz
cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

CBP: CREB-ko6t6 fehérje (CREB-binding
protein)

cDNS: komplementer DNS
c¢GMP: ciklikus guanozin-monofoszfat

CICR: kalciumindukalt kalciumfelszabadulas
(calcium-induced calcium-release)

CME-PBS: kalcium- és magnéziummentes
poszfatpuffer (calcium and magnesium free
phoshate buffered saline)

CMP: cartilage matrix protein
COMP: cartilage oligomeric matrix protein
CPA: ciklopiazonsav (cyclopiazonic acid)

CRAC: raktarak altal vezérelt kalciumcsatorna
(Ca® release-activated Ca** channel)

CREB: cAMP vélaszad6 elemhez kapcsol6dé
fehérje (cAMP response element binding
protein)

CsA: ciklosporin-A

DAPI: diamino-fenilindol
DMMK: dimetil-metilénkék
DMSO: dimetil-szulfoxid

DNS: dezoxiribonukleinsav

dNTP: dezoxinukleotid-trifoszfat
DTT: ditiotreitol

ECM: extracelluldris matrix
EDTA: etilén-diamin-tetraacetat

EGF: epidermadlis novekedési faktor
(epidermal growth factor)

EGTA: etilén-glikol-tetraacetat
ER: endoplasmaticus retikulum

ERK: extracelluléris jelek altal szabalyozott
kindz (extracellular signal-regulated kinase)

FACS: fluorescence associated cell sorter
FBS: foetalis borjiszérum (fetal bovine serum)

FGF: fibroblast-eredet(l novekedési faktor
(fibroblast growth factor)

GAG: gliikkézaminoglikdn

Gly: glicin

GPX: glutation-peroxiddz

H,0,: hidrogén-peroxid

HCIO: hipoklérsav

HD: nagy stirtiségti (high density) sejtkultira

HEPES: 4-(2-hidroxi-etil)-1-piperazin-
etanszulfonsav

IP;: inozitol-triszfoszfat

IP;-R: inozitol-triszfoszfat-receptor
JNK: Jun N-termindlis kindz

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

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

NAD: nikotinamid adenin dinukleotid

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

NMNAT: NMN (nikotinamid-
mononukleotiddz)-adenilil-transzferaz

NOS: nitrogén-monoxid-szintetdz



NXC: Na*/Ca®*-exchanger

OA: okadansav (okadaic acid)

OD: optikai denzitas (optical density)
ONOQO: peroxinitrit

PARG: poli(ADP-rib6z)-glikohidrolaz
PARP: poli(ADP-ribdz)-polimerédz

PBS: foszfatpuffer (phoshate buffered saline)
PBST: PBS+0,1% Tween-20

PDGEFR: vérlemezke-eredetii nGvekedési
faktor-receptor

PG: proteoglikdn

PI: propidium-jodid
PKA: protein-kindz A
PKC: protein-kinaz C
PKG: protein-kindz G
PLC: foszfolipaz-C

PMCA: plazmamembran-kalcium-ATPaz
(plasma membrane Ca’*-ATPase)

PMSF: fenil-metil-szulfonil-fluorid

PMT: fotoelektron-sokszorozé csé (photo
electron multiplier tube)

PP: protein-foszfatdz
PP1, PP2A, PP2B: protein-foszfataz 1, 2A, 2B
RNS: ribonukleinsav

ROCC: ligand- vagy receptorvezérelt
kalciumcsatorna (receptor-operated calcium
channel)

ROS: reaktiv oxigéngyokok (reactive oxygen
species)

RT: reverz transzkriptaz

RT-PCR: reverz transzkripciét kovetd
polimeraz lancreakcid

RyR: rianodinreceptor

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

SEM: az atlag standard hibdja (standard error
of the mean)

Ser: szerin

SERCA: sarco(endo)plasmatikus retikulum-
Ca”*-ATPiz

SMOC: mésodlagos messengerek szabalyozta
kalciumcsatorna (second messenger-operated
channel)

SOCE: raktarak 4ltal irdnyitott kalciumbelépés
(store-operated Ca”* entry)

SOD: szuperoxid-diszmutaz
SR: sarcoplasmaticus retikulum

TGF: transzformal6 novekedési faktor
(transforming growth factor)

Thr: treonin
TK: toluidinkék

TRP: tranziens receptor-potencial
kalciumcsatorna

Tyr: tirozin

VOCC: fesziiltségvezérelt kalciumcsatorna
(voltage-operated calcium channel)



1. Bevezetés és célkitlizés

mozgdasszervi megbetegedések — kiillondsképpen a testiink iziileteinek degenerativ

kéarosodasa, az arthrosis és az arthritis, valamint az oly sok ember életét

megkeseritd porckorong-bintalmak — a tdrsadalom donté tobbségét érintd, az

életmindséget jelentdsen rontd elvaltozasok. Tekintve, hogy e betegségek silyos
formdi elsOsorban az id6éskorra jellemzdéek, €s tudvian azt, hogy napjainkban a fejlett
orszigokban — koztiik hazdnkban is — a tdrsadalom kordsszetételének kedvezdtlen irdnyud
véltozasa figyelheté meg, ezekkel a problémakkal a kozeljovoben még hangsilyosabban kell
szamolnunk. Az ENSZ Egészségiigyi Viladgszervezete (WHO), felismerve a csont és iziileti
megbetegedések tarsadalomra gyakorolt igen jelent6s hatdsait és az ezzel kapcsolatosan
felmeriil6 problémak silyossdgit, a 2000-t51 2010-ig tarté idészakot a Csont és Iziilet
Evtizedének nyilvénitotta [1]. A program legfontosabb céljai kozott a mozgdsszervi
koérképekben szenvedd betegek szamanak csokkentése és életmindségének javitidsa, a
betegségek okozta szocidlis és gazdasdgi problémdk visszaszoritdsa, valamint megel6zésének,
diagnosztikdjanak, kezelésének javitdsa, a prevencié és a hatékony kezelési modszerek
kutatdsanak eldsegitése szerepel. Mindezek a nemes célok azonban nem érhetdk el anélkiil,
hogy a legmodernebb kutatdsi modszerekkel felfegyverkezve ne probalnank meg minél tobbet
megtudni az érintett szervek, szovetek — koztik a porcszovet — alapvetd bioldgiai

sajatossdgairdl, kialakuldsat és miikodését irdnyitéd gének €s jelatviteli dtvonalak felépitésérol.

Kutatécsoportunk, az Anatémia, Szovet- és Fejlodéstani Intézet Sejt- és
Szovettenyésztd Laboratériumanak legfébb profiljat  évtizedek ota az in  vitro
porcdifferencidlodds kiilonbozd aspektusainak vizsgilata adja. Kisérleteinket egy széles
korben alkalmazott differencidciés modellen, a csirkeembridk végtagtelepeibdl izolalt
mesenchymalis sejtekbdl elddllitott primer high density sejtkultirdkon végezziik. Az
irodalombdl ismert tény, hogy a differencidloddssal parhuzamosan jelentOs intracelluldris
Ca**-szint-véltozdsok figyelhet6k meg bizonyos sejteknél, koztiikk mesenchymalis Gssejteknél
is [2]. Napjainkra szdmos, a legkiilonfélébb funkcidt betdltd sejttipus Ca’*-homeosztazisat
leirtdk mar, és nincs ez masként a chondrocytdk esetében sem. Ertheté médon azonban —
1évén, hogy a kiilonféle arthrosisok és porckopdsos megbetegedések, valamint a fejlodési
rendellenességek kiilonosképpen ezeket a régidkat érintik — elsGsorban a mar érett iziileti
porcban, valamint az epiphysis-porckorongban 1év0 érett, vagy (az utobbi esetén) termindlisan
differencialodo hipertréfids porcsejtek irodalma kiterjedtebb [3,4]. A mesenchymalis sejtek
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primer, porcsejt irdnyba torténé differencidléddsa és az intracelluldris Ca®*-koncentraci6
esetleges kapcsolatarol egyeldre nincsenek adatok. Joggal feltételezhetjiik azonban, hogy — a
mesenchymalis Gssejtekhez hasonléan — a cytosol kalciumkoncentricidja jelentds
véltozdsokon esik 4t a differencidléd6 chondroprogenitor sejtekben is. Ennek megfeleléen

céljaink a kovetkezOk voltak:

1. Mérhet6-e, és ha igen, milyen valtozdsokat kovet a kisérleteink sordn hasznalt
sejtkultirak differencial6do sejtjeiben detektdlhaté cytosol szabad
kalciumkoncentraci¢?

2. Mi lehet a cytosol kalciumionjainak forrdsa: a belso raktarakbdl szabadulnak-e fel,
vagy az extracellularis kozegbdl aramlanak be a sejtek belsejébe?

3. Milyen hatédsa van a differencidcids folyamatra a sejtek nyugalmi cytosol Ca**-
koncentraciéjanak moduldldsa?

4. Hogyan moédosul az in vitro porcdifferencicié egyik pozitiv reguldtordnak, a

. . o e, 2 s sz 2 z 2 e
kalcineurinnak az aktivitdsa a cytosol Ca”"-koncentracié megvaltoztatdsanak hatdsara?

A differencidl6do sejtek Ca’*-homeosztazisinak felderitése mellett a sejtek életének
egy madsik aspektusat is vizsgdlni kivantuk. Mivel az érett porcsejtek altaldban hipoxids
koriilmények kozott toltik be funkcidjukat, életiikk folyamdn gyakran keriilnek kapcsolatba

reaktiv oxigén- és nitrogéngyokokkel. Ezért kivancsiak voltunk a kovetkezokre is:

5. Milyen médon hatnak a reaktiv oxigén- és nitrogéngyokok az in vitro
porcdifferencialédasra?

6. Kimutathatd-e valamiféle kapcsolat az oxidalé dgensek okozta karosodasok és a
poli(ADP-riboz)il4cids folyamatok aktivalodasa kozott?

7. Milyen szerepet jatszhat a poli(ADP-ribéz)-polimeraz (PARP) a nyugalmi
koriilmények kozott tenyésztett differencialédé mesenchymalis sejtek
életfolyamatainak szabdlyozdsaban?

8. Van-e kapcsolat a differencidlodé sejtek cytosol kalciumkoncentracidjanak valtozasa

és a PARP-aktivitas kozott?

Egyetemi doktori értekezésemben tehat — a porcszovet differencidlédasaban €s az érett
szovet mikodésének fenntartisdban szerepet jatszé legfontosabb gének és azok
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fehérjetermékeinek 4ttekintése utin — az élettan, a fejlodésbioldégia és a biokémia
hatarteriiletén, ezen az eddig viszonylag keveset kutatott teriileten szerzett eredményeinkrol:
az intracelluldris kalciumkoncentricié és az in vitro porcdifferencidlédds kapcsolatardl
szamolok be, de sz6 esik az oxidativ stressz egy lehetséges effektora, a poli(ADP-rib6z)-

polimeraz és az in vitro porcdifferenciicié kapcsolatarol is.



2. Irodalmi attekintés
2.1. A porcszovet

A porcszovet a gerincesek — €s igy az ember — egyik alapvetd kotd- és tdmasztdszovete.
Mind a fejlédé, mind a kifejlett egyedek esetében sokrétli szereppel bir: a korai embri6
vazrendszere tilnyomé tobbségében porcszovetbdl ll, ami tdl azon, hogy strukturdlis tdmaszt
nyujt, egyben a késébb beldle endochondralis csontosoddssal kialakulé csontok vazit,
modelljét is adja. A csontosodds folyaman a kezdetben az egész sablont felépitd porcszovet
csak részlegesen alakul 4t csontszovetté, és két helyen, a gyermek- és serdiilékorban
bekovetkezd gyors hossznovekedésért felelGs epiphysis-porckorong teriiletén, valamint a
csontok 1izesiilési felszinét borité és azok rendkiviili kopdséllésdgdért és a razkddasok
csokkentéséért felelOs iziileti porc formdjadban megmarad, ez utébbi helyen egész életiink
folyaman. Mindezeken til porcszovet taldlhaté a fej és az arc szadmos teriiletén (orr, fiil),

rugalmassagot biztositva ezeknek a struktiraknak [5].

A porcszovet — bar feliiletes szemléld szdmara egységesnek tlinik — valdjaban mind
fejlodését, mind pedig szerkezetét és funkcidjat tekintve tobb csoportra oszthaté. A korai
embriondlis élet sordn példaul tobb csiralemez sejtjei is porcszovetté differencidlédhatnak. A
ganglionléc (crista neuralis) sejtjei els6sorban a fej-nyaki régié porcképzédményeiért
felel6sek, mig a testiink tobbi részén talalhatd porcszovet a kozE€pso csiralemez szarmazéka: a
torzs csontjainak vdzit ad6 porckezdemények a paraxialis mesoderma szegmentdlodasaként
1étrejové  szomitdk sclerotom nevii komponenseibdl fejlodnek, mig a végtagtelepek
porctemplatjai az oldallemez-mesodermébdl kialakult mesenchymalis szovet szdrmazékai [6].
A mdr kialakult porcszovet sem egységes: az elkiilonitést makroszképos és mikroszképos
morfolégiai sajatsagok, a porcsejtek alaki és funkciondlis, valamint az extracelluldris matrix
(ECM) szerkezeti és biomechanikai eltérései indokoljdk. Ezek alapjdn a porcszovetet hdrom
nagy csoportba soroljuk: hyalinporc (iivegporc), elasztikus porc és rostos porc, ahol a harom
szovet jellemzd sajatossdgainak kialakitdsdban az ECM kiilonbdz0ségei az alapvetdek. Jelen

értekezé€s targya a hyalinporc, ezért a tovabbiakban részletesen csak ezzel foglalkozom.

A hyalinporc az dllati szervezetben hdrom, funkciondlis szempontbdl kiilonbdzd
megjelenési formdban fordul eld: iziileti porc, az egyes zsigerek (gége, 1€gcsd, bronchusok)
vazat ad6 ugynevezett dllandosult porc, valamint az endochondralis csontosodéssal kialakul6
csontok alakjdnak sablonjdul szolgédlé porcok. Mindhidrom megjelenési formara jellemzo,

hogy a viszonylagosan kis térfogatardnyban jelen 1évo sejteket (a chondrocytdkat) egy nagy
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mennyiségli, komplex, porcspecifikus ECM-makromolekuldkbol all6 sejtkozotti dlloméany

veszi koriil. Ez a specidlis 0sszetételti matrix harom f6 molekulacsoportbdl tevidik dssze [7].

A legfontosabb alkotéelemek a kollagének, koziiliik is elsosorban a II. kollagén, mely
a porcmatrix Osszes kollagénjének mindegy 80%-at teszi ki. Jelentds szerep tulajdonithatd
azonban a kisebb részardnyban jelen 1év6 kollagéneknek is: a IX. kollagén a tobbi
matrixalkotonak a kollagénhdl6zathoz valé kapcsoldsaért felelds, a X. kollagén a
kollagénfibrillumok szabdlyos hdldzatba torténd szervezésében jatszik szerepet, a XI.
kollagén a rostok hosszdnak szabdlyozdsat végzi, mig a VI. kollagén a chondrocytdk és a

matrix kozotti kapcsolat fenntartdsanak fontos szerepldje.

Egy masik nagyon fontos makromolekula-csalad, a proteoglikdnok legjellegzetesebb
képviseldje az aggregald porcproteoglikdn, az aggrekdn. A monomerek, melyek egy kozponti
tengelyfehérjébol és az ahhoz kémcsdmosokefe-szeriien csatlakozé kondroitin-szulfat és
keratdn-szulfat  oldallincokb6l  allnak, egy a  porcmatrix egyik  alapvetd
gliikozaminoglikdnjdhoz, a  hialuronsavhoz  kapcsolédva  hatalmas  proteoglikdn-
aggregaitumokat hoznak 1étre. A  gliik6zaminoglikdn-oldallincok nagy negativ
toltésfeleslegiiknél fogva erdteljes vizkoto-képességgel birnak. Az aggrekdn mellett mads,
egyéb kotoszovet-féleségben is eléfordulé kis proteoglikdnok (dekorin, biglikdn,
fibromodulin) is jelen vannak a hialinporc alapidllomanyaban, melyek a matrix szerkezetének

fenntartasaért felelosek.

A porcmatrix makromolekuldinak harmadik csoportjdba a multiadheziv glikoproteidek
(tenaszcin, fibronektin, kondronektin) tartoznak, melyek a proteoglikdnokat, valamint a
porcsejteket kapcsoljdk a kollagénfibrillumok alkotta vazhoz. Idetartozik az aggrekant a
hialuronsavhoz rogzitd kotéfehérje, a CMP (cartilage matrix protein), mai nevén matrilin-1,

valamint a COMP (cartilage oligomeric matrix protein) is [8].

A kerekded chondrocytdk a porcmatrixon beliil dgynevezett lacundkban foglalnak
helyet, a szomszédos porcsejtek néhany sejtbol 4ll6 csoportokat, chondronokat alkotnak (2.1.
dbra). A porcmatrix makromolekuldinak eloszldsa nem egyenletes: a porcsejtcsoportokhoz
viszonyitott helyzetiiktdl fliggben eltérdé megoszldst mutatnak. A sejteket a pericellularis
matrix hatarolja kozvetleniil. Mivel a chondrocytdkat az itt elhelyezked6 makromolekuldk
(VI kollagén, laminin, dekorin, kondronektin és szamos szulfatalt proteoglikan) kapcsoljik a
matrixhoz, ezért az ebben a régiéban jelen 1évé negativ toltésti molekuldk igen nagy
koncentraci6ja miatt a pericellularis matrix jellegzetesen erdsen bazofil festddésti porcrokként
jelenik meg a kozonséges fénymikroszkopos készitményeken. A pericellularis matrixot

11



koriilvevd territorialis matrix a viszonylag nagy koncentriciéban jelenlévd proteoglikanok
miatt szintén bazofil, de az el6z6nél kevésbé erds festddést mutat. Az egyes chondronok
kozotti térséget, amit interterritorialis matrixnak neveziink, kollagénben gazdagabb, ezért

erdsebben eozinofil matrixrészletek toltik ki [7].

PG-monomer II. kollagén

kondrocita
[ttt 1

kondron E==
L O, 19
territorialis matrix
&l ™ 2%
b S 3 o /
- bt .3
— interterritorialis matri®f &

kondron

pericellularis matrix

2.1. dbra. A hyalinporc morfoldgiai egysége, a chondronok sémads (bal oldali panel) és fénymikroszképos (jobb
oldali panel) felépitése (Ross és Pawlina, 2006 [7] nyomén).

A porcszovet jellegzetes tulajdonsidga, hogy matrixdllomanydban — eltéréen a tobbi
kotd- és tamasztdszovet-féleségtdl — nem taldlhatok erek. Mivel a porc tdplaldsa diffizidval
torténik a porcot koriilvevé kotészovet, a perichondrium vagy az {ziileti iireget kitoltd
synovialis folyadék feldl, lassi anyagcseréjli, un. braditrof szovetnek tekintheté (lasd
késébb). E vonatkozdsban is nagy szerepet tulajdonithatunk a matrix erésen szulfatélt
gliik6zaminoglikdnjaihoz kototten eléfordul6 jelentds viztartalomnak, mely a diffizié kozegét

adja.

A novekedés befejezOdése utin az iziileti és az dlland6sult porcban taldlhato
chondrocytdk elveszitik osztodoképességiiket, és fizioldgids koriilmények kozott
gyakorlatilag  immortalizdlt  sejtekként  foghatok fel. Az érett chondrocytdk
elektronmikroszképos ultrastruktirgjat a jol fejlett durvafelszinli endoplasmaticus retikulum
és a viszonylagosan nagyméretli Golgi-appardtus jellemzi. A matrixkomponensek aktiv
szintézisében részt nem vevd, nyugalmi fazisi chondrocytik ezzel szemben kevésbé
bazofilak, és benniik nagyméretii, glikogént és lipideket tartalmazé zarvanyok figyelhetok
meg [7]. Az allandé porcok sejtjei a perichondrium belsé rétegében taldlhaté chondrogenikus
ossejtekbdl fizioldgias koriilmények kozott is potlédhatnak, az {ziileti porcsejtek regeneracidja

azonban a perikondrium hidnya miatt nem lehetséges. Ezért a porckutatas régi, de még ma is
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egyik fontos irdnyvonala a porcregenericié lehetdségeinek felderitése. Az utdbbi hirom
évtized sejtdifferencidcids vizsgélatainak egyik fontos felismerése, hogy felndttben
pluripotens mesenchymalis Ossejtek taldlhatok tobbek kozott a vords csontveldben, a
zsirszovetben, a perimysiumban €s a periosteumban, melyek megfeleld koriilmények kozott
akdr chondrocytdkkd is differencidlédhatnak [9]. A chondrogenikus és a pluripotens
mesenchymalis Ossejtek proliferdcidja, porcsejt irdnyba elkotelezett sejtté vdldsa, a porcsejt
fenotipus elnyerése, végiil a porcszovet kialakitdsa egyardnt fiiggenek genomidlis tényezo6ktol,
transzkripcids faktoroktdl, a plazmamembran- és sejtmagi receptorok mintazatatol és azok
intra- és extracelluldris ligandjaitdl, valamint kiilonb6z6 lokdlis mikrokornyezeti tényezOk
(autokrin és parakrin faktorok, ECM- és sejtadhézidés molekuldk) alakuldsatél [S5]. Nem
szabad elhanyagolnunk azokat a biomechanikai hatdsokat sem, amelyek a fejlodés sordn érik
a porcszovetet, s amelyek elsOsorban a sejt—matrix kolcsonhatds befolydsoldsan keresztiil
fejtik ki hatasukat [10]. A differenciacio kezdeti szakaszdban a porcsejt-fenotipus még labilis:
ha a fiatal sejt elvesziti a megfeleld matrixszubsztritot és/vagy a fenotipus megdrzéséhez

------

ily médon tehat szamos, kiillonb6z6 forrasbdl szarmazo faktor szabdlyozza.

2.2. A porcdifferenciacio tanulmanyozasara szolgalé modellek

Mivel a porcszovet a fentiek alapjan meglehetdsen gazdag feladatkorrel bir az emberi
test fejlédése és egészséges mikodése szempontjabdl egyardnt, nem meglepd, hogy igen sok
olyan rendellenességet ismeriink, melyek valamilyen moddon kapcsolatba hozhaték a
porcszovet koros fejlodésével, illetve miikodésével [5]. Eppen ezért nagyon fontos, hogy
minél alaposabban megismerjiik azokat a meglehetdsen bonyolult jeldtviteli folyamatokat,
amelyek a porcszovet kialakuldsidban és miikodésében jatszanak szerepet. A porcszovet
differencidléddsa azonban a korai embriondlis életben zajlik, és ezért in vivo nehezen
tanulmanyozhat6. A porcdifferencidciét vizsgalni kivandé kutatdcsoportok ezért szdmos in

vitro modellt fejlesztettek ki €s irtak le az elmilt évtizedek soran.

Az egyik legaltalanosabban elterjedt in vitro porcdifferencidciés modell a Hamburger
€s Hamilton szerinti 22-24-es fejlodési stddiumban [13] 1év6 csirkeembridk mellsd és hatso
végtagtelepeibdl izolalt, els6sorban chondroprogenitor mesenchymalis sejtekbdl allo primer,
nagy sejtstirliségli, tn. high density (HD) sejttenyészet [14,15]. Az igy eldallitott sejtkultdrak

Osszetételiiket tekintve nem homogének: a mesenchymalis sejtpopulacion kiviil viszonylag
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nagy szamban tartalmaznak fibroblastokat — melyek a kultirdk kitapadasat biztositjak —,
valamint kevés myoblastot és hamsejtet is. Ez utdbbiak azonban az alkalmazott tenyészési
koriilmények kozott (1asd aldbb) nem fejlddnek tovabb, €s a mesenchymalis sejtpopuldcid
tilnovi Oket. A csirkeembridk végtagtelepein alapulé modellnek létezik egy rdgcsdldkra
kifejlesztett analdgja is [16], melynek azonban megkérddjelezhetetlen hatrdnya az el6bbivel
szemben az anyadllatok sziikségszerti feldldozdsa a megfeleld fejlettségli embridk eltdvolitasa
sordn. Az elmdlt évek sordn néhdny, rdgcsalokbol szdrmazé multipotens mesenchymalis
sejtvonalat is kialakitottak (C3H10T1/2 egér, RCJ 3.1 patkdny sejtvonal), melyek a
mikrokornyezeti paraméterek valtoztatdsival és egyes anyagoknak a médiumhoz vald
addsaval nem csupan porcsejtekké, hanem vazizom-, csont- vagy zsirsejtekké is

differencialédhatnak [17-19].

A primer HD-kultirdk a differencidcié eltérd fazisaiban 1€v6 sejtek elegyeként
foghatdk fel, amelyeket mesterséges, dltaldban milanyag vagy livegfelszinen ndvesztiink. A
modszer elonye, hogy a chondrogenikus mesenchymalis sejtek mindenféle kiils6 faktor
hozziadésa nélkiil, pusztin a megfeleld differencialtsiagi fokuk és a nagy kezdeti sejtstirliség
kovetkeztében hajtjak végre differencialédasi programjukat, és a kisérletek befejezését jelentd
6. nap végére spontin porcsejtekké alakulnak. Minthogy egyelére nem ismeriink olyan
sejtfelszini markereket, amelyek a porcsejtekre kizdrdlagosan jellemzoek volndnak, a
differenciaci6 folyamatit a porcspecifikus matrixmolekuldk, valamint az azok Aatirdsaért
felelds transzkripcids faktorok (1asd késobb) expressziéjanak monitorozdsdval kovethetjitk
nyomon. Ennél joval egyszeriibb és igen hatékony eljaras, ha alacsony pH-n metakromazias
festékkel (pl. dimetilmetilénkékkel) festjiik meg a prepardtumainkat. Ily médon ugyanis a
porcmatrixban nagy mennyiségben jelenlévd, erdsen polianionos karakterti szulfatélt
glilkkézaminoglikdnok és proteoglikdnok kimutatdsdra nyilik lehet6ség. A porcmatrix
szulfatdlt molekuldihoz kotddd festékmolekuldk alacsony pH-n torténd visszaolddsaval, és a
mintdk optikai denzitdsdnak meghatdrozdsaval a keletkezett porcmatrix relativ mennyiségére

is kovetkeztethetiink.

A Dbioldgiai folyamatok modellezésére szolgdld kisérleti rendszerek per se nem
vesznek, €s nem is vehetnek figyelembe minden, az €loben természetesen jelen 1évo faktort.
Nincs ez masként a porcdifferencialédas in vitro modellezésére szolgdlé HD-kultirak
esetében sem. Noha az in vivo €s in vitro zajl6 porcdifferenciacié alapvetéen hasonléan megy
végbe, koztik fundamentdlis kiilonbségek is megfigyelhetok. A fejlodé embrid testében

térben és id6ben szigorian meghatdrozott sorrendben mas-mds formdju és elhelyezkedést

14



porcszigetek képzodése zajlik, mig az in vitro sejtkultirdkban megkdzelitdleg homogén
eloszlasu, és a meglehetdsen nagyfoku strukturdltsidgot mutato iziileti porccal szemben amorf
szerkezetli porcszovet alakul ki. Ezt a tényt nem szabad figyelmen kiviil hagynunk, amikor a
modell segitségével szerzett eredményeinket az él6ben lejatsz6dd folyamatokra probaljuk
alkalmazni. Amennyiben a HD-sejtkultirdk sajatossdgaib6l fakad6 korldtokat szem elott
tartjuk a kisérleti eredmények értékelésénél, ez a konnyen reprodukélhat6 kisérleti modell
szdmos informdcidval szolgidlhat a porcdifferencidcid egyes 1épéseinek szabdlyozdsardl és
exogén tényezOkkel vald befolydsolhatésagardl. A chondroprogenitor mesenchymalis
sejtekb0l  1étrehozott  primer  HD-kultirdk  széles korti  elfogadottsigat, és
felhasznalhatésdganak sokrétiiségét szamos, az elmult években megjelent kozlemény

tdmasztja ala [15,20-24].

2.3. A porcdifferenciacio lépései

Az egyedfejlodés korai szakaszdban a chondrogenikus mesenchymalis sejtek (legyenek
azok akdr a crista neuralis, akdr a paraxialis vagy az oldallemez-mesoderma szarmazékai) egy
bonyolult, tobblépéses folyamat végeredményeképpen differencidlédnak porcsejtekké (2.2.
dbra) [9]. A chondrogenezis fontos kezdeti 1épéseként a chondrogenikus sejtek kisebb
sejtaggregdtumokba (in. nodulusokba) csoportosulnak. A kondenzélédés ezen korai szakasza
még nem jar a sejtalak megvaltozasaval, ezért az aggregidlodott sejtek morfoldgiailag
megkiilonboztethetetlenek a tobbi mesenchymalis sejttdl. A kisérleti modellként alkalmazott
HD-kultirdkban a chondrogenikus sejtek kondenzicidja az els6, a nodulusok sejtjeinek
porcsejtekké vald differencidléddsa domindnsan a mdsodik és harmadik tenyésztési napon
zajlik [14]. A kondenzédlédés kezdeti 1épéseihez a chondrogenikus sejtek felszinén megjelend,
sejt—sejt kapcsolatok kialakitasaért felelés molekulak (N-CAM és N-cadherin) expresszidja
sziikséges [12,25]. Erre a fejlddési stadiumra jellemz6 a szomszédos sejtek kozotti szamos
gap junction megjelenése is [26], ami a sejtek kozotti kommunikdcids mechanizmusok
jelentéségére utal. A nodulusokba aggregdlodott prekurzorsejtek kozotti kapcsolatok
kialakulasat kovetden a sejtek cytoskeletonja is atalakul, és az addigi nytlvanyos, fibroblast-

szeru sejtalak kerekké valik [27].
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2.2. dbra. A HD-kultirdkban a 6 napos tenyésztési periddus alatt a kodrogenikus sejtek bonyolult, soklépéses
folyamat eredményeképpen differencidlédnak porcsejtekké, melyek specidlis Osszetételii matrixot termelnek.

A chondrogenezist igen nagyszamu faktor irdnyitja; mind koziil mégis a nodulusok
kialakuldsa bir a legnagyobb jelent6séggel a mezenchimasejtek porcos irdnyba vald
elkotelez6désének szabdlyozdsdban [5]. Az ennek sordn létrejovd sejt—sejt és sejt—matrix
kapcsolatok kovetkeztében aktivalodik az a cytoplasmaticus apparatus, mely végsd soron az
érett fenotipus kialakitasaért felelds. A differencidlédast meghatirozé citokinek és novekedési
faktorok az igy aktivdlodé protein-kindzokon és foszfatdzokon (ldsd késObb) keresztiil fejtik
ki hatdsukat. A citokinek — tobbek kozott a TGF-f csalddba tartozé bone morphogenetic
proteinek (BMP) és a fibroblast novekedési faktorok (FGF) — a differencidcié tobb fazisdban
is befolyasoljak a porcképzodést [28-30]. E fehérjetermészetii anyagok mellett szteranvazas

vegyiileteknek (retinoidok, D-vitamin) a porcdifferencidcié szabdlyozdsidban betoltott

szerepérdl is ismeriink adatokat [31,32].

A fent részletezett valtozdsok mellett a differencidlédé sejteket koriilvevd ECM is
jelentés modosuldson megy keresztiill. A sejtkondenzacié eldtt és annak sordn a
chondrogenikus sejtek nagy mennyiségili fibronektint vélasztanak ki az ECM-ba, mikdzben
felsziniikon fibronektint kot6 integrineket (els6sorban a5B1) expresszalnak. A
sejtaggregatumok kialakuldsat kovetden mind a fibronektin termelése, mind az integrinek
expresszidja er0sen csokken, a fibronektinben gazdag matrix ugyanis a tovabbiakban erdsen
gétolja a porcképzodést [33]. A korai porctelepekben dtmenetileg a tenaszcin-C is megjelenik
[34], amely fibronektinkotd régidja révén valdszinlileg meggétolja a sejtek adhézidjat a
pericelluldris fibronektinhez. A  végtagbimbok mesenchymajaban viszonylag nagy
koncentédcidban jelen 1év6 hialuronsav gétolja a sejtek chondrogenikus differencidlédésat,

azonban a kondenzal6dés kezdeti 1épései sordn termelése erdteljesen visszaesik, sot a sejtek
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aktivan, receptor-medialt endocitozissal és ezt kdvetd intracellularis emésztéssel tavolitjak el
a matrixbél [21]. A mesenchymalis sejtek osztéddsat eldsegité 1. tipusi kollagén
koncentricidja is a nodulusok kialakuldsa eldtt a legmagasabb, majd a differencidlédas
id6pontjéban fokozatosan csokken [35]. A tovdbbiakban a sejtek megkezdik a porcspecifikus
ECM makromolekuldk szintézisét, valamint a megkotésiikhoz sziikséges receptorok
expresszidjat. A valddi, érett porcszovetre jellemzé ECM a harmadik tenyésztési nap mésodik
felétdl van jelen metakromdzids festéssel detektdlhaté mennyiségben a HD-kultirdkban. Ez az
egyedi Osszetételli porcmatrix nagy fontossaggal bir a fiatal chondrocytdk labilis

fenotipusdnak kialakitdsaban és fenntartdsaban [11].

2.3.1. A porcdifferencidcio intracelluldris szabdlyozdsa

Az extracelluldris tényezOk mellett természetesen szamos intracellularis faktor
irdnyitja a chondrogenezist. A szintén mesenchymalis prekurzorokbdl fejlddé myoblastokhoz,
adipocytdkhoz vagy osteoblastokhoz hasonléan a chondroblastok esetében is sejtspecifikus
transzkripcios  faktorok felelések a differencidcié 1épéseinek szabdlyozasaért. A
chondrogenerzis ,,mestergénjének’ tekinthet6 sox9 egy HMG (high mobility group)-box tipusi
DNS-kot6 régidval rendelkezd, az embrionélis fejlodés egyik kulcsfontossagu csoportjdhoz, a
Sox-fehérjékhez tartozo transzkripcids faktort kédol [36]. A porcspecifikus Sox9 mellett a
Sox-fehérjecsaladba tartozé SoxS és Sox6 is részt vesz a chondrocytdk differencidlédasanak
szabdlyozasaban [37]. A Sox9 — egyéb szovetekben kimutathaté alacsonyszintli jelenlétén
kiviil — csak a chondroprogenitor sejtekben és a chondroblastokban (valamint az értekezés
targyatol messze all6 herében) mutat magas expresszios szintet, és — mint a BMP-utvonal
kozvetlen célgénje [38] — kifejez0dése minden esetben egybeesik a II. kollagén
expresszidjaval. Egereken végzett génkiiitéses vizsgélatokban sikeriilt igazolni, hogy a Sox9 a
chondrocyta-specifikus enhancerek megfeleld DNS-szekvencia motivumaihoz kotédve
valéban serkenti a II., a IX. és a XI. kollagént (Col2al, Col9a2 és Collla2), valamint az

aggrekan tengelyfehérjéjét kodold gének atirasat [36].

Mivel a Sox9 a chondroprogenitor mesenchymalis sejtek differencidlodasanak
esszencidlis komponense, nem meglepd, hogy expresszi6jat ¢és aktivitdsit szadmos
intracelluldris molekula befolydsolja. Az egyik ilyen, az eukaridta sejtek miikodésének szinte
valamennyi folyamatdban — i{gy a génexpresszid szabalyozdsdban is — megtaldlhat6 folyamat a

reverzibilis fehérjefoszforilaci6 [39], melynek sordn a foszforilacidért felelds protein-kinazok,
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valamint a foszfatcsoportok lehasitasat katalizdlo foszfoprotein-foszfatdzok jatsszak a
legfontosabb szerepet. Az igy szabdlyozhatd fehérjék nagy része (tobb mint 90%-a) Ser és
Thr, kisebb hdnyada pedig Tyr aminosav-oldallincokon foszforildlédhat. A fehérjék
miikodésének ily mddon torténd szabdlyozisdt annak szamtalan elénye — gyorsasdga, a
folyamat visszafordithatésdga és a szubsztratum (foszfatcsoport) szinte korldtlan mennyiségii

eléforduldsa — teszi a kovalens moédositasok legelterjedtebb formajava.

A chondrogenikus sejtekben a Ser/Thr—specifikus protein-kinazok koz¢é tartozé cAMP-
fiiggo protein-kindz A (PKA) az egyik olyan enzim, amely bizonyitottan foszforildlja a Sox9-
et, ezzel aktividlva a porcspecifikus ECM f6 tomegét add II. kollagén és az aggrekan
tengelyfehérjéjének a génjeit. A foszforilacié nem feltétleniil sziikséges a Sox9 transzkripcidt
aktival6 hatdsanak létrejottéhez, de jelentdsen fokozza azt [36]. A porcdifferencidcié sorén a
PKA cAMP és BMP-2 hatdsara egyardnt aktivdlodik [40]. A Sox9 transzkripcids faktor
foszforildlasaért felelés cAMP-ttvonal egyik potencidlis aktivdlé molekuldja a parathormon-
szeri fehérje (parathormon-related peptide; PTHrP) [36]. A PKA egy masik lehetséges
célmolekuldja a CREB (cAMP Response Element Binding Protein), melynek foszforilacidja a
chondrogenikus sejtekben mind cAMP, mind BMP-2 hatdsira kimutathatéan megemelkedik
[40]. Az is ismert, hogy a Sox9 a CBP (CREB-binding protein, p300) fehérjét koaktivatorként

megkotve fejti ki transzkripcidt aktivalo hatasat [41].

Béar nem a Sox9 foszforildldsan keresztiil, de a tobbek kozott a késbb részletezendd
intracelluldris Ca**-koncentraci6 4ltal szabalyozott, tobb mint 10 izoformat magaba foglalé
protein-kindz C (PKC)-izoenzimcsaldd [42] is a porcképz8dés pozitiv reguldtorainak
tekinthetd [43]. Ezt a Ser/Thr-specifikus protein-kindz enzimcsalddot szerkezeti felépitésiik és
aktivalodasuk mechanizmusa alapjan harom 6 csoportra: a klasszikus PKC-izoenzimek (PKC
o, Bi/Pu €s ), az uj tipusii PKC-izoenzimek (PKC 9, €, n és 0) és az atipusos PKC-izoenzimek
(PKC ( és VA) csoportjira oszthatjuk. A klasszikus PKC-izoenzimek valédi Ca**-szenzitiv
kindzok: aktivdlédasukhoz — a Ca-ionokon kivill — foszfatidil-szerin €s diacil-glicerol
szitkséges. Az 1j tipusi PKC-k aktivdlédasiahoz csak diacil-glicerol és foszfatidil-szerin
sziikséges, mig az atipusos PKC-k teljesen mds mechanizmussal (els6sorban foszforildcié
utjan) valnak Kkatalitikusan aktivva. Kiilon kell megemliteni a mind felépitését, mind
aktivalodasdnak mechanizmusat tekintve egyik csoportba sem sorolhaté PKCu-izoenzimet.
Munkacsoportunk volt az elsd, aki a PKCp jelenlétét, és a sejtek differencidcios allapotatol

fliggd expresszids szintjét leirta a porcosodd mesenchymalis kultirdkban [44].
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Egyes adatok arra utalnak, hogy — bar mdas rendszerekben, de — a PKC-utvonal a
CREB transzkripcidés faktor aktivdldsdhoz vezethet [45]. Arra nézve azonban egyeldre
nincsenek adatok, hogy a porcdifferenciicié sordn a PKC kozvetleniil foszforildlja-e a Sox9-
et vagy a CREB-et. Fontos szem el6tt tartanunk, hogy a PKA és PKC aktivitdsat jelentOs

mértékben befolydsolja maguknak az enzimeknek a foszforildltsagi dllapota is [46].

A jelatviteli kutatasok kezdetben érdekes modon elsOsorban a protein-kindzok
funkcidjara és mikodésére irdnyultak, az ugyanolyan fontos szerepet betoltd foszfoprotein-
foszfatdzok irodalma azonban meglehetdsen szegényes. Munkacsoportunk kordbbi
kozleményeiben [44,47] a protein-foszfatdz 2A (PP2A) porcdifferencidcié szabdlyozdsdban
betoltott negativ szerepérdl szamolt be: az enzim géitldsa a CREB foszforilaltsdgi szintjének
emelésén keresztiil fokozza a porcdifferencidciét. Egy masik protein-foszfatiz, a protein-
foszfatdz 2B (PP2B vagy mdasnéven kalcineurin) chondrogenezisben betoltott szerepét is csak
nemrégiben irtdk le [48]. Ez a szinte valamennyi szOvetben jelen 1évd foszfo-Ser/Thr-
specifikus, heterotetramer szerkezetii protein-foszfatiz két alegységbol: a katalitikus
(kalcineurin-A) és a szabdlyoz6 (kalcineurin-B) alegységbdl éll; az ez utdbbin elhelyezkedd
Ca**—kalmodulin-kétShely teszi lehetévé, hogy az enzimet legfébbképpen az intracelluldris
Ca”*-koncentracié valtozésai szabdlyozzak [49]. Az intracelluléris Ca”*-koncentracié a
kalcineurin aktivitasat fokozza, s ez a chondrogenezis egyik fontos, az eddigiekben nem
emlitett transzkripcios faktordnak, az NFAT4-nek (nuclear factor of activated T lymphocytes)
a defoszforilacidjdhoz, s igy aktivdcidjdhoz vezet [48]. Az NFAT-k csalddjdba val6jdban
otféle transzkripcios faktor tartozik (NFATI1-5), melyek immunsejtektdl kiilonbozo sejtekben,
szovetekben betoltott szerepérdl — til azon, hogy egyes citokinek (pl. BMP-k) és sejtfelszini
receptorok (pl. FasL) dtirdsdban vesznek részt — egyelére nem sok informécidval
rendelkeziink. Nyugvé sejtekben az NFAT-fehérjék allanddan foszforildlt dllapotban vannak,
és a citoplazmdban lokalizdlédnak. Egyik legfontosabb reguldtoruk, a kalcineurin altal
katalizalt defoszforildldsuknak hatdsdra az addig rejtett sejtmagi lokalizacidés szigndl
expondlddik a fehérje felszinén, ami az NFAT-fehérjék sejtmagi transzlokécidjat eredményezi
[50]. Chondrogenikus mesenchymalis sejtekben az NFAT4 aktivacidja fokozott BMP2-
termeléshez, és igy a differencidlédas eldsegitéséhez vezet. Ennek megfelelden a kalcineurin
gétlasa farmakoldgiai inhibitorokkal, ciklosporin-A-val (CsA) vagy FK506-tal (tacrolimus) a

porcképzodés csokkenésével jar [22].
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2.3.2. A MAP-kindz kaszkdd és szerepe a porcdifferencidcio szabdlyozdsaban

A protein-kindz C-izoenzimek koziil elsésorban a klasszikus PKC-k kozé tartozd
PKCa-t érdemes kiemelni, amely az N-cadherin, a fibronektin és az azt kétd aSp1-integrin
expresszidjanak fokozdsit a MAPK (mitogén-aktivdlt protein-kindz)-kaszkdd moduldldsan
keresztiil éri el [51]. A MAP-kindzok molekularis szintii jelatalakitokként €s kapcsolokként
foghatok fel, melyek a sejten kiviili tér fel6l haté vdltozatos ingereket specifikus
sejtvdlaszokkd alakitjdk, és a jelek kombindcidjatol, valamint a sejt belso dllapotatdl fiiggden
a sejt sorsat illetd kérdéseken: osztédas vagy differencidloédds, ongyilkossag (apoptdzis) vagy
tilélés kozott hoznak dontéseket. Mindezeken til a génexpresszid szabdlyozdsit és az
extracelluldris kornyezethez vald alkalmazkoddst is MAP-kindzok irdnyitjdk [52]. Az
eukarita sejtekben leirt hdrom, egymastdl fiiggetlen MAPK-tutvonal — az ERKI/2
(extracellular signal-regulated kinase), a JNK (Jun N-terminal kinase) és a p38 — kozos
tulajdonsaga, hogy a résztvevd enzimek kaszkadszertien aktivdlodnak, és a lancreakcié végén
all6 MAP-kinazok aktivalodasdhoz Tyr €s Ser/Thr-foszforilacié egyarant sziikséges. E kettOs
foszforilaciot a MAPK-specifikus MAPK-kindzok katalizaljadk. A kaszkad célfehérjéi kozott
szamos transzkripcids faktort és djabb kindzokat taldlunk. Maguk a MAPK-ok Ser/Thr-

specifikusak, azaz szubsztritjaikat ezen aminosavmaradékokon foszforildljak [53].

Mig a JNK- és a p38-MAPK-utvonalakat elsdsorban az extracellularis hatdsok (UV-
sugdrzds, gyulladdsos citokinek) stimuldljdk, az ERK-utvonal szdmos sejttipus
masik kettd viszont — igaz, egymadssal ellentétes modon — bizonyithatéan fontos szabalyoz6
tényez0je a porcdifferencidléddsnak, melynek sordn a p38 foszforildcidja fokozddik, az ERK-
foszforilacid pedig csokken. Ezzel teljes Osszhangban van az a megfigyelés, hogy a p38-
utvonal gatlasa a porcképzdodés csokkenését, mig az ERK-dtvonal gatldsa a porcdifferenciaci6
fokozodasat idézi eld [54]. Mindkét MAPK elsOsorban a differencidlédas kezdeti 1épései
soran fejti ki pozitiv vagy negativ hatdsat, és szamos extracelluldris szignal (TGF-B csalad

tagjai, EGF, FGF, retinsav) jeleit tovabbitjak.

Mint mar emlitettem, a PKC-tutvonal a MAPK-kaszkddon keresztiil fejti ki a
porcképzodésre gyakorolt pozitiv hatdsait; a PKC-izoenzimek (elsdsorban a klasszikus PKC)
aktivitdsit pedig az intracelluléris Ca’*-koncentracié valtozédsai befolyésoljadk. Hasonl6

mechanizmusok szabalyozzdk a chondrogenezis masik pozitiv regulatorat, a kalcineurint is.
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2.4. Az intracellularis Ca®*-koncentracio szerepe a sejtek életfolyamatainak

szabalyozasaban

A kalcium — az oxigén, a szén, a hidrogén és a nitrogén utin — testiink o6todik
leggyakoribb kémiai eleme: egy atlagos feln6tt ember mintegy 1 kg kalciumot tartalmaz,
aminek dontd tobbsége (99%-a) a csontokban és a fogakban taldlhato, és csak a fennmaradd
alig 1% vesz részt az életfolyamatok rendkiviil sokrétii szabalyozdsaban [55]. Az
extracelluldris térhez képest, ahol 10° M koncentriciéban van jelen, a citoplazmdban
nagysagrendekkel alacsonyabb (~10~ M) a kalciumion koncentriciéja. Hasonld, szintén a
citoplazma irdnydba mutaté gradiens all fenn a belsé kalciumraktirként is muikodo
endoplasmaticus retikulum és a cytosol kozott. Megfeleld stimulusok hatdsara a nagy
elektrokémiai gradiens terhére a membranokban (értve ez alatt mind a plazmamembrant, mind
pedig az endoplasmaticus retikulum membranjat) elhelyezkedd kalciumcsatorndkon (lasd
késébb) keresztill Ca-ionok dramlanak a cytosolba. A megemelkedett cytosol Ca™*-
koncentricié a tovabbiakban részletezett mechanizmusok segitségével kialakitja a sejtvalaszt.
A vilaszt a bazdlis Ca®*-koncentriciora torténd visszatérés allitja le, melynek soran a Ca®*
aktiv pumpamechanizmusok segitségével az extracelluldris térbe vagy az endoplasmaticus

retikulumba keriil (2.3. dbra).

A Ca® ily médon mdsodlagos jelatviteli faktorként (masodlagos ,,messengerként”)
mukodik, €s minden sejt (€s igy a szervezet) szinte valamennyi életmitkodésében alapvetd
jelentdséggel bir: az elsdként megfigyelt, a vazizomsejtek elektromechanikai kapcsoldsdban
betoltott szerepén tuil az exocitézisnak, a neurotranszmitterek felszabaditasanak, a hormonadlis
hatdsokra adott sejtvdlasz kialakitdsdnak, enzimreakciok szabdlyozdsdnak, a génexpresszids
folyamatok irdnyitdsdnak, a sejtciklus szabdlyozdsdnak, az apoptdzis beinditdsdnak, a
differencidloddsnak és a synapticus plaszticitdsnak egyardnt kulcsfontossdgi reguldtora. A

tobbi, az evoluacid soran késobb kialakult
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2.3. dbra. A cytosol kalciumkoncentracidja rendkiviil precizen szabalyozott paraméter, amit szadmos, sejttipustol
fiiggd kombindcidban jelen 1évo csatorna- és pumpafehérje befolydsol (Berridge és mtsai., 2003 [56] nyoman).
Ins(1,4,5)P3R: inozitol(1,4,5)-triszfoszfdt-receptor

madsodlagos messengerekkel (pl. cAMP) szemben nagy elénye, hogy a Ca®™ — tdl azon, hogy
mivel nem molekula, nem igényel szintézist és az ahhoz sziikséges enzim(rendszer)eket — a
sejten kiviili térségben gyakorlatilag korlatlan mennyiségben van jelen. A fentebb emlitett
nagy (mintegy 10 x) elektrokémiai gradiens miatt pedig szintje a cytosolban
femtoszekundumok alatt tobb nagysagrenddel is megemelhetd egyszerli, membran-lokalizalt
csatorndk segitségével. A kalciumalapi jeldtviteli mechanizmusok tovabbi el6nyos
tulajdonsdga, hogy nemcsak idében (az exocit6zis példaul mikroszekundumok alatt lejatsz6do
folyamat, mig a gének transzkripcids szintli szabédlyozasa esetleg csak 6rdk milva nyilvanul
meg), hanem térben is precizen szabdlyozhat6: a cytosolban jelen 1év0 szamos nagy affinitasui
Ca2+—k6t6hely kovetkeztében ugyanis, melyek gyorsan megkotik és gatoljak diffuzidjat, a
Ca®*-szint sok esetben csak lokdlisan emelkedik meg, ami kiilondsen idegsejteknél, a

synapticus plaszticitds kialakitasanal kap nagy jelentséget. Mas sejttipusoknal (pl. sima- és
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vazizom) az egész citoplazma kalciumszintjének megemelkedése sziikséges az

0sszehuzddashoz.

Hogyan lehetséges, hogy egy egyszerii ion, mint a Ca™,a sejtélettani folyamatok ilyen
sz€les spektrumanak kozponti szerepldjévé valt? Mivel maga a kalciumion minden sejtben
megtaldlhat6, és mégis sejttipustol fiiggd sejtvalaszokat tud kialakitani, a valaszt azokban a
célfehérjékben kell keresniink, amelyeken keresztiill a Ca® kifejti hatdsit. Valamennyi, a
Ca’*-homeosztizisban barmilyen szerepet jtszé fehérje egy globdlis ,.eszkoztar” (Ca**-
signalling toolkit) tagjaként is felfoghatd, és minden sejttipus a szdméra megfeleld fehérjéket
,valogatja ki” és expresszdlja ebbdl a készletb6l, melynek komponensei gyakorlatilag
mindenféle megkotés nélkiil, szabadon varidlhatdak [56]: igy a sejt miikodése szempontjabol
legalkalmasabb Ca2+—csat0rnafehérjék helyezkednek el a Kkiils6 és/vagy a belsd
membranokban; ugyancsak a legmegfelelobb aktiv pumpamechanizmusok miikddnek a Ca®
kipumpdldséra; és nem mds a helyzet azokkal a fehérjékkel kapcsolatban sem, amelyek az
intracelluldris Ca**-szenzitiv jelatviteli utvonalakat alakitjdk ki. Az eszkotar tagjai kozé — a
teljesség igénye nélkill — sejtfelszini receptorok (pl. metabotrép muszkarinerg acetilkolin-
receptorok, Tyr-kindz aktivitdssal biré vérlemezke-eredetii novekedési faktor-receptor
[PDGFR]), G-fehérjék, fesziiltség- és ligandvezérelt Ca**-csatorndk, az endoplasmaticus
retikulum receptorai (inozitol-1,4,5-triszfoszfat-receptor [[P;R], rianodinreceptor [RyR]), cha-
peronok (kalszekvesztrin, kalretikulin), Ca2+—pumpék és effektorok (kalmodulin, miozin
konnytldnc-kindz, klasszikus PKC-izoenzimek, NFAT és CREB transzkripcids faktorok)
tartoznak [56].

2.4.1. A cytosol szabad Ca’* extra- és intracelluldris forrdsai

A cytosol Ca®*-tartalma mind sejten kiviili forrdsokbol, mind pedig a
plazmamembranon beliil elhelyezkedo kalciumraktarakbol szdrmazhat. A
plazmamembrdnban elhelyezkedd csatorndkat négy nagyobb csoportba sorolhatjuk. Az
excitdbilis sejtek Ca**-csatorndirdl tudjuk a legtdbbet, tekintettel arra, hogy az érdeklddés
kozéppontjdban 4ll6 idegsejtek és a hardntcsikolt izomrostok egyardant ebbe a kategdridba
sorolhatok. Ezek a sejtek a fesziiltségvezérelt kalciumcsatorndk (voltage-operated calcium
channel, VOCC) szdmos tipusit (elsdsorban a T- és L-tipusokat) expresszdljadk, melyek
legnagyobb eldnye gyorsasdgukban rejlik. A fesziiltségvezérelt csatorndk mellett a ligand-

vagy receptorvezérelt kalciumcsatorndk (receptor-operated calcium channel, ROCC) is fontos
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szereplOi a sejtek Ca-eszkoztaranak. Ezek koziil példaul az elsoként idegsejtek felszinén leirt,
de késObb mds, nem excitdbilis sejteken (koztiik chondrocytdkon) is megtaldlt NMDA-
receptorok (N-metil-D-aszpartat) emlithetok [57], de idetartoznak az extracelluldris
nukleotidok (elsésorban az ATP) receptoraiként mikddd ionotrop P2X-purinoreceptorok is
[58]. A kiils6 térben 1évd Ca-ionok bedramlédsaért felelds csatorndk harmadik csoportjit a
mdsodlagos messengerek szabdlyozta Ca**-esatorndk (second messenger-operated channel,
SMOC) alkotjdk, melyek egyik tagja az arachidonsav dltal szabdalyozott Ca**-csatorna
(arachidonate-regulated Ca** channel, ARC) [59]. Ennek az egyel6re kevéssé karakterizlt
csatornaféleségnek a kiilonleges jelentdségét az adja, hogy nem excitdbilis sejtek Ca™*-
bedramlasidban jatszik szerepet. Végiil az intracelluldris raktarak kiiirtilésekor aktivalodo,
raktdrak dltal vezérelt csatorndkat (Ca** release-activated Ca’* channels, CRAC) kell
megemliteni, melyek az ilyenkor megfigyelhetd Ca®*-bedramldsért (store-operated Ca®* entry,
SOCE) felelosek [59]. Ezeket a nem excitdbilis sejteken lefrt csatorndkat egyelére nem
sikeriilt azonositani, de egyes feltételezések szerint az Un. tranziens receptor-potencidl
csatorndk (TRP) kozé tartozhatnak. Ez utobbiaknak egyébként hiarom nagy csoportjat
kiilonbozteti meg az irodalom: a hagyomanyos TRPC-csaldd, a vanilloidreceptorok (TRPV)

€s a melastatin-receptorok (TRPM) csalddja [60].

Ca-ionok nemcsak az extracellularis kozegb6l dramolhatnak be a citoplazmaba, hanem
megfeleld csatornafehérjéken at a belsé raktdrakbdl is felszabadulhatnak. A belsd raktarak a
sejtek dontd tobbségében az endoplasmaticus retikulum (ER; izomsejtekben sarcoplasmaticus
retikulum, SR) ciszterndibol allnak. A kiilso kozegbdl torténd Ca’*-bedramldssal ellentétben a
belsd raktdrak kétféle csatorndn keresztiil képesek kiengedni a raktdrozott kalciumot. Az
egyik ilyen a meglehetdsen Kkiterjedt irodalommal rendelkezd inotizol-1,4,5-triszfoszfdt-
receptorok (IPsR) csalddja. Harom csoportba oszthatdk: az IP;R-1, IP3R-2 és IP;R-3 eltérd
szoveti eloszlast és expresszids mintdzatot kovetnek. A hatalmas (tobb mint 1 MDa témegt),
négy alegységbdl (melyek egyenként mintegy 2700 aminosav hosszisdgiak) felépiild Ca™*-
eredményeképpen felszabadulé IP; megkotésére nyilnak, és az ER lumenében raktirozott
kalciumionokat engedik ki a cytosolba [61]. Az, hogy a Ca** egyben a receptor ligandjaként is
mukddik, arra utal, hogy a kalcium felszabaduldsa (részben) ongerjesztd folyamat (calcium-
induced calcium-release, CICR), legaldbbis amig a kalciumkoncentracié viszonylag alacsony.
Magasabb koncentricid elérése esetén a Ca®* gétolja tovabbi kalciumionok felszabaduldsat. A

receptort mds jelatviteli dtvonalak — igy a Ca**/kalmodulin-dependens kinaz IT (CaMKII), a
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PKA, a PKC, a cGMP-dependens protein-kindz G (PKG), valamint a protein-foszfatiaz 1 és
2A (PP1 és PP2A) — is képesek szabalyozni [56].

A masik, szintén a bels6 raktirak membranjdban lokalizal6d6 csatornaféleség a
rianodinreceptor (RyR). Nevét a rianodin nevii alkaloiddhoz valé er6s affinitdsa utian kapta.
Eml6ésokben 3 izoformdjat azonositottdk: a RyR1 els6sorban harantcsikolt izomban, a RyR2 a
szivben és az agyban expresszdlodik, mig a RyR3 kifejez6dése nem mutat kifejezett
szovetspecificitast [62]. A RyR az IP;R-ndl még nagyobb, 2,2 MDa témegli homotetramer
komplexum, és ahhoz hasonl6éan alacsony Ca**-koncentracié esetén mutat aktivitést, magas
(mM-os nagységrendii) Ca**-koncentracié mar gitolja mitkddését. Taldn nem véletlen, hogy
elsdsorban a sziv- és vdzizomban eléfordulé izoformédnak a legnagyobb az irodalma. Ezekrdl
azt is tudjuk, hogy mikodésiiket foszforilicié (PKA) és defoszforilacié (PP1 és PP2A) is
szabdlyozza [56].

2.4.2. Intracelluldris kalciumké6té fehérjék

Béarmelyik forrasbdl szdrmazzék is a cytosolban megjelend Ca®, csak toredéke marad
valéban szabadon, dontd tobbsége az ott elhelyezkedd kalciumpufferek vagy -effektorok
valamelyikének nagy affinitdsd kalcium-kotShelyéhez kapcsolddik. Ezek koziil a fehérjék
koziil mar tobb mint 200-at ismeriink [56]. E pufferek alapvetd fontossdgat nem lehet eléggé
hangsulyozni: segitségiikkel a kalciumjel preciz térbeli és id6beli finomhangolésa érhetd el, és
a Ca®-tranziensek amplitidGja és frekvencidja széles hatdrok kozott szabédlyozhaté. A
citoplazmatikus Ca2+—pufferek koziil a kalbindin, a kalretinin és a parvalbumin emlithetd, mig
a legfontosabb ER/SR-pufferek tagjai kozott a kalnexin, a kalretikulin és a kalszekvesztrin
érdemel emlitést. A fentebb mar emlitett Ca**-érzékeny jeltviteli dtvonalakban pedig

egyértelmiien kalmodulin a legfontosabb kalciumeffektor.

2.4.3. A kalciumjel ledllitdsa és a cytosol Ca’* eltdvolitdsa

Minden masodlagos messengerre igaz, hogy feladatuk betoltése — vagyis a bioldgiai
jel, a sejtvdlasz beinditdsa — utdn mdar nincs rijuk sziikség, €s a sejtek igyekeznek hamar
visszadllitani a nyugalmi dllapotra jellemzd eloszldst. Fokozottan igaz ez a Ca’**-ra, mert
jelenléte egyrészt dllandé jelgeneralasra késztetné a szignalizacids apparatust, masrészt magas

cytosolicus koncentricidja kifejezetten toxikus a sejtekre nézve, oldhatatlan foszfatséinak
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kicsapddasa kovetkeztében. A sejtek az extracellularis tér, illetve a belsd raktarak irdnyaba
probaljak elimindlni a cytosol szabad Ca-ionjait, és mivel e folyamatok az elektrokémiai
gradienssel szemben kell hogy mukddjenek, aktiv pumpamechanizmusok toltik be ezt a
szerepkort. A nyugalmi kalciumszint a legtobb sejtben 100 nM koriili értéknek detektalhato.
Az extracelluldris térbe els6sorban a plazmamembrdn-kalcium-ATPdz (plasma membrane
Ca®*-ATPase, PMCA), valamint a 3 Na'/l Ca** sztochiometridval dolgozé Na'/Ca’*-
exchanger (NCX) juttatja vissza a kalciumionokat. Az intracelluldris raktdrak (ER, SR)
iranydba az azok membrdnjaban elhelyezkedd sarco(endo)plasmaticus retikulum-Ca**-ATPdz
(SERCA) aktiv mechanizmusai pumpdljék vissza a Ca**-ot. A negyedik pumpamechanizmus

a mitokondriumok membranjaban taldlhat6 mitokondridlis uniporter [56].

2.4.4. A kalciumjel térbeli és id6beli tulajdonsdgai

A sejtek kalcium-eszkoztardnak vézolt rendkiviili sokfélesége mellett a Ca™*-
dependens jelatviteli utvonalak széles korli elterjedéséhez az ilyen folyamatok térbeli és
idébeli preciz szabdlyozdsa is hozzajarult. A rérbeliségnek kiilonosen rendkiviil gyors
sejtvalaszok kialakuldsa esetén van jelentdsége, amikor az egymadst kovetd 1épéseket
katalizalé szignalizacids fehérjék egymas kozvetlen kozelében helyezkednek el, é€s hatalmas
makromolekuldris komplexumokat hoznak Ilétre. Ezekben a komplexumokban a
kalciumérzékeny molekuldk nagyfokd rendezettsége figyelheté meg. Ami még fontosabba
teszi e modulok jelenlétét példaul szivizomban vagy idegsejtekben, az az, hogy ezek az
egységek egymastdl fiiggetlen mikodésre is képesek, ami rendkiviil fontos példdul a tanulés
€s a memoria szempontjabdl. Mas esetekben — kiilonosen a génexpresszié vagy a sejtciklus
szabdlyozasakor —, amikor a kalciumjel tranziensek vagy hullimok forméjdban az egész

citoplazmat érinti, a térbeli jellemzdk kevéssé fontosak [56].

Az idobeli szabdlyozds tekintetében a jelenség még Osszetettebb. Bizonyos sejtekben
(szivizom- vagy idegsejtekben) az effektorok a cytosol Ca**-koncentraciéjdnak véltozdsaira
milliszekundumos skédlan belill vélaszolnak, mig mas rendszerekben a véltozasok
masodperces vagy inkdbb perces intervallumon beliil mozognak. Szamos sejttipus (és nem
csak az ingerlékeny sejtek) esetében az is kideriilt, hogy hosszantart6 ingerlés hatdsdra a Ca**-
tranziensek oly médon kovetik egymadst, hogy oszcilldciokat hoznak 1étre. Az oszcillacidk
sordn a citoplazma Ca®*-szintje koriilbeliil 50-600 nM-os emelkedést mutat. Terjedési

sebességiik viszonylag gyors (mintegy 2—-6 pum/sec), amit a csatorndk tranziens megnyildsa
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okoz. Az is nyilvanvalévé vélt, hogy az oszcilldcidk jelenléte kovetkeztében a Ca**-jelek
amplitiddja mellett még egy dimenzidval, a frekvencidval is szdmolnunk kell [63]. A kalcium
oszcillalé koncentriciévaltozdsa valdsziniileg egyediildllova teszi azt a mdsodlagos
messengerek kozott (eltekintve az IP; koncentrdcidjdnak bizonydra mdsodlagos, a Ca®
koncentriciévaltozdsait kovetd pulzdld véltozasaitdl). Az oszcilliciok pontos fizioldgiai
jelentdségével még ma sem vagyunk teljesen tisztdban, de tény, hogy szinte valamennyi eddig
megfigyelt sejttipusndl leirtdk ezeket a periodikus véltozdsokat. Az egyik feltételezés szerint a
cytosol Ca**-koncentricié periodikus viltoztatasdval kivédhetok a hosszan tarté, magas
kalciumkoncentricidnak a sejtre nézve esetleg végzetes kovetkezményei [55]. Mindenesetre a
Ca**-oszcilldci6 jelenségét szamos sejttipus rendkiviil sokrétii folyamatdnal leirtak mar, dgy
mint az oocita kortikdlis régidjaban a megtermékenyités pillanatdban, agykérgi neuronok
axonnovekedésekor, a legkiilonbozobb sejtféleségek migracidjakor és differencidlodasakor

fellépd periodikus ingadozasok.

Noha a nem excitébilis sejtekben fellépd Ca**-oszcilldciok pontos és minden részletre
kiterjedd jellemzésétdl még tavol vagyunk, az biztosnak tiinik, hogy a periodikus ingadozasok
sordn megemelkedd Ca®*-koncentracié forrasa a belsd raktar, minthogy az extracelluldris
térségbOl torténd Ca**-felvétel ritdja nem mutat ilyen periodikus ingadozdsokat [64].
Ugyanakkor az is nyilvdnvald, hogy — mivel a sejtek Ca**-homeosztazisa érzékenyen fiigg a
kiils6 kozeg kalciumtartalmitél — a legtobb sejttipus egy id6 utdn nem mutat Ca™*-

oszcillacidkat a Ca-ionok extracellularis kozegbdl torténd eltavolitasa utan.

A kalciumhullaimok madsik, roppant érdekes tulajdonsidga, hogy az oszcillaiciok
nemcsak sejten belill, hanem sejtrél sejtre is képesek terjedni. A jelenséget szamos nem
excitdbilis sejttipusndl (koztiik példdul méjsejteken, [65]) leirtdk mdr, szdmunkra azonban a
legérdekesebb az a tanulmany, mely szerint laboratériumi koriilmények kozott tenyésztett,
érett {ziileti porcbdl szdrmazd chondrocytdk kozott figyelték meg a Ca**-hullamok sejtrol

sejtre torténo terjedését [66]. A jel tovabbitasaban réskapcsolatok vesznek részt.
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2.5. Az oxidativ stressz és a hialinporc kapcsolata

A porcszovet ereket nem tartalmazd, un. avaszkuldris szovet, ahol per se hipoxids
viszonyok uralkodnak. Kiilondsképpen igaz ez az iziileti porcra, ahol az oxigén az amugy is
rendkiviil alacsony oxigéntenzidju (a 1égkori nyomdsnak kb. 7%-a) synovialis folyadék feldl
diffundal a szovetbe. A diffuziés folyamatok tokéletlensége miatt a porcszdvet belsejében
1évé, matrixszal koriilvett differencidlt sejtek, a chondrocytdk olyan koriilményeket
kénytelenek elviselni, ahol az oxigén tenzidja a 1égkorinek kevesebb mint 0,1%-a [67]. Nem
meglepd tehat, hogy a chondrocytdk jol alkalmazkodtak a hipoxidhoz, és metabolizmusukra

elsdsorban az anaerob ttvonalak dominancidja jellemzo.

Az 1iziileti porcot érintd megbetegedések, mint a rheumatoid arthritis vagy az
osteoarthritis soran, a synovialis folyadék oxigénfelhaszndldsa fokozodik, illetve a synovialis
membran kapillarisaibdl torténd oxigénleadas is csokken [68]. Ez a csokkent oxigénszaturacid
a fiziol6gidsndl is nagyobb hipoxidnak és stressznek teszi ki a chondrocytakat. A védltozdsok a
sejtek redox-egyensulyét is befolyasoljak. Amennyiben az oxiddnsok és az antioxiddnsok
kényes egyensilydnak felboruldsa oly mértéket olt, hogy az sejtszintli és funkciondlis
valtozasokhoz vezet, a kialakult allapotot oxidativ stressznek nevezziik [69]. Az oxidativ
stressz hatdsdra a sejtek reaktiv oxigéngyokoket (reactive oxygen species, ROS) kezdenek el
termelni [70]. A chondrocytdk termelte reaktiv oxigéngyokok leggyakoribb tipusai kozé a
nitrogén-monoxid ([INO) és a szuperoxid-anion ([JO,") tartozik, melyek peroxinitrit (ONOO™
) és hidrogén-peroxid (H»O,) felszabaduldsdhoz vezetnek. A nitrogén-monoxidot a nitrogén-
monoxid-szintdz (NOS) enzim termeli. A chondrocytdk az enzim hiarom izoformédja (eNOS,
nNOS, iNOS) koziil a konstitutivan kifejez6d6 endothelidlis eNOS-t és az indukélhat6 iNOS-t
is expresszaljadk. A szuperoxid-aniont a két membrankotott fehérjébdl (RaplA nevil
szabdlyozo fehérjébdl és a flavocitokrombdl) all6 NADPH-oxid4dz enzimkomplex hozza 1étre
molekuldris oxigén redukcidjaval. A chondrocytikban a hipoklorsav (HCIO) eldallitasat
katalizal6é mieloperoxidazt is sikeriilt kimutatni. Fe(II)-ionok és hidrogén-peroxid jelenlétében
a porcsejtek hidroxil-gyokoket ([JOH) szabaditanak fel, ami a telitetlen membranlipidekkel

reakcidoba l1€épve hosszabb élettartamu lipidgyokoket hoz 1étre [70].

Reaktiv oxigéngyokok nemcsak koros koriilmények kozott, hanem az aerob 1é€gzési
lanc sordn normdl koriilmények kozott is képzodhetnek a sejtekben. Ilyenkor ezen oxiddnsok
szintje nem 1épi tdl a sejtekben 1évd redukdld dgensek kapacitdsat, amivel a chondrocyték is

fel vannak fegyverkezve. A porcsejtek antioxiddns-rendszerének tagjai kozé a konstitutivan
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expresszalodo kataldz, a glutation-peroxiddz (GPX) és a szuperoxid-diszmutdz (SOD) két
fajtdja (a cytosol Cu/Zn és a mitokondridlis Mn SOD) tartozik. Kontroll koériilmények kozott a
reaktiv oxigéngyokok a sejtek szdmos jeldtviteli dtvonaldnak szabdlyozdsdban vesznek részt,
melyek kozott a proliferdcid, a sejthaldl és szamos gén (citokinek, sejtadhézidés molekuldk,
matrix-komponensek stb.) expresszidjanak szabalyozdsa emlithetd. Ez utébbit transzkripcids
faktorok (NF-xB, AP-1) miikodésének moddositisdn keresztiil érik el [69]. Arra nézve is
ismeriink adatokat, hogy a ROS kozvetleniil aktivdlja a MAPK-ttvonalakat [70].
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2.4. dbra. A reaktiv oxigén- és nitrogéngyokok szerepe az iziileti porc degenerdcidjaban és a synovialis
gyulladas 1étrejottében. (Henrotin és mtsai, 2003 [70] nyoman)

Ha azonban a sejtek antioxidans-kapacitdsa nem elég a ROS hatdstalanitisara — és
ilyen feltételek allnak fenn a kordbbiakban emlitett arthritisek esetén, hiszen a chondrocytak
mellett a gyulladt iziilet synovialis folyadékdban 1év0 polimorfonukledris granulocitdk és
makrofagok is termelnek hidrogén-peroxidot [71] —, az oxidansok relativ tilstilya a celluléris
hatdsok (sejtmembran és nukleinsavak karositasa, fehérjék oldallancainak oxidadldsa és
nitrdldsa) mellett a matrix alkotéelemeit (proteoglikdnok, kollagének) is roncsolja. Erdemes
kiilon kiemelni, hogy a ROS a porcmatrix vazat képezo hialuronsav depolimerizalasaval jarul

hozz4 leginkdbb az arthritisek sordn megfigyelhetd porcdegenerdciéhoz [72]. A sejtekben
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felhalmozodd karosodott fehérjék és nukleinsavak végiil apoptotikus vagy nekrotikus
sejthaldlhoz vezetnek, és a kiilondsen ez utdbbi folyamat sordn a sejtkozotti térségbe keriild
sejtalkotdk és djonnan keletkezd reaktiv oxigéngyokok csak tovdbb fokozzdk a synovialis

gyulladast (2.4. dbra).

2.5.1. A poli(ADP-riboz)-polimerdz-1 szerepe az oxidativ stressz okozta

kdrosoddsokban

A reaktiv oxigéngyokok és azok szdrmazékai (kiilondsen a hidrogén-peroxid és a
peroxinitrit) tehat elsdsorban genotoxikus (a DNS-t roncsold) hatdsuk révén kdrositjdk a
sejteket. A kozvetlen hatdsok mellett a poli(ADP-rib6z)-polimerek nagy mennyiségii
megjelenését is leirtdk [73]. A polimerek szintéziséért a poli(ADP-riboz)-polimerdz (PARP)

enzim a felel0s.

Az eukaridta sejtek magjaban lokalizal6d6 PARP-enzim meglehetdsen konzervativ
szekvencidval bir, ami a sejtek életében betoltott alapvetd fontossdgara utal. Az enzim
aktivalodasdnak legismertebb oka a genotoxikus hatdsokra bekovetkezd egyes- és kettdsszala
DNS-lanctorések megjelenése a sejtmagban. A PARP hidrom nagyobb doménbdl: egy N-
termindlisan elhelyezkedd, két cinkujj-motivumot is tartalmazé DNS-koté doménbdl, egy C-
termindlis helyzetl katalitikus doménbdl és egy koztiik taldlhaté automodifikaciés doménbol
épiil fel. Cinkujj-motivuman keresztiil a karosodott DNS-hez kotédik és homodimerizal6dasa
utdn szerzi meg Katalitikus aktivitdsat: a sejtekben 1évé NAD'-ot nikotinamidra és ADP-
ribézra hasitja. Az enzim ez utébbi terméket hatalmas (akdr 200 ADP-egységbdl allo),
eldgazé lancu polimerekké épiti, melyeket kiillonbozé sejtmagi fehérjékhez kapcsol. A
nagyméretli és nagy negativ toltéssel biré polimerek természetesen hatdssal vannak a kovalens
moédositason atesett fehérjék mikodésére. A legerdsebben poli(ADP-riboz)ilélt fehérje maga a
PARP; a kovalens moddositas az enzim aktivitasat csokkenti. A PARP-on kiviil a hisztonok a
poli(ADP-rib6z)-polimerek masodik legfontosabb akceptorai — a modositds hatdsdra a
hisztonok eltdvolodnak a DNS-tdl, és a nukleoszoma szerkezetének megvaltozasa a kromatin
atrendez6désének, a DNS-hibajavité folyamatoknak és a transzkripcidénak egyardnt fontos
kezdeti 1épése. A PARP ugyanis szdmos transzkripcids faktort (pl. NF-xB, AP-2), jelatviteli
molekuldkat (pl. protein-kindz D, p53) és DNS-repair-fehérjéket is poli(ADP-riboz)ilal.
Mindezekért a funkciokért valéjaban a PARP-I enzim a felel@s, homolégjainak (PARP-2,
vPARP, TcPARP, tankirdz-1, -2 és -3) szerepe egyelére vagy nem tisztdzott, vagy a
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sejtmiikodés mads teriiletein fontosak (pl. a telomerdz szabdlyozdsa) [74]. A poli(ADP-
riboz)ilaci6 — a foszforildcidhoz hasonléan — dinamikus folyamat, a poli(ADP-rib6z)-
polimerek lebontasaért — és igy a fehérjék mikodésének visszadllitdsdért — a poli(ADP-riboz)-

glikohidroldz (PARG) és az ADP-ribozil protein-lidz enzimek feleldsek.

A PARP-1 rendkiviil sokrétii bioldgiai funkcioval bir. Elsé — és egyben legfontosabb —
feladata a DNS-kdrosodasok ,.figyelemmel kisérése”, és a genom integritdsdnak fenntartdsa;
ilyen értelemben annak ,,0rangyalaként” is felfoghat6é: a DNS-kdrosodasok kovetkeztében
aktivdlod6 PARP-1 a repair-enzimek miikodését fokozva kijavitja a hibdkat. Az enzim
szamos fehérje expresszidjat is szabdlyozza; taldn a legfontosabb PARP-mediélta fehérje a
gyulladdsos medidtorok termelésének egyik kulcsfontossdgi szerepldje, a chondrocytdk altal
is expresszalt iNOS, melynek kifejez0dését az NF-xB transzkripcids faktor moduldldsan

keresztiil szabdlyozza.
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2.5. dbra. A PARP aktiviciéjanak jin-jang-ja. Ha az oxidativ stressz okozta DNS-kdrosodds nem til nagy
mértékii, a PARP aktivdlédasa elésegiti a DNS-repair-folyamatokat és hozzdjarul a sejtek tiléléséhez. Ha
azonban a PARP aktivdléddsa tilzott mértéki, a sejt NAD"- és ATP-tartalékai lemeriilnek és a sejt elpusztul.
(Virag és Szabo, 2002 [74] nyomdn)

Egyik legérdekesebb funkcidja azonban az enzim — els6 megkozelitésben — eléggé
ellentmondasos miikddésében rejlik. Azok a sejtek, amelyek erés DNS-karosité hatdsoknak
(pl. UV-sugdrzds, y-irradiaci6 stb.) voltak kitéve, nekrézissal pusztulnak el. Mi is torténik
ilyenkor a PARP-1-gyel? Megfigyelték, hogy ezekben a sejtekben az enzim tdlsdgosan

aktivvd vélik, s az extrém mddon felgyorsult katalitikus aktivitds kozvetlen
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kovetkezményeként a sejtek NAD'-, majd ATP-tartalékai kimeriilnek, és a sejt elpusztul. A
,,kozepesen” kdrosodott sejtek a repair-mechanizmusok elégtelensége miatt a pS3-ttvonalon
keresztiili apoptézissal pusztulnak el; a folyamat korai 1épéseiben aktivdlodod kaszpédz-7 és a
kaszpdz-3 egyik szubsztritja maga a PARP-1 [74]. A PARP-1 tehat meglehetdésen komplex
szereppel bir a sejtek tilélésének és nekrotikus/apoptotikus haldldnak szabdlyozdsaban (2.5.

dbra).

2.5.2. A PARP aktivitasanak szabdlyozdsa

Mint emlitettiik, a PARP-1 mkodését fizioldgids koriilmények kozott elsdsorban
autokatalitikus aktivitdsa [az enzim poli(ADP-ribozil)dl6dasa)] szabélyozza. A NAD" hasitdsa
soran keletkez6 nikotinamid is fiziologids géatléfaktornak tekinthetd. Az évek sordn azonban
farmakoldgiai inhibitorok garmadajat sikeriilt kifejleszteni, melyek nagy részének ko6zos
tulajdonsdga, hogy kompetitiv antagonistaként gdtoljadk a NAD" bekot6dését, 1évén annak
szerkezeti analdgjai. A leggyakrabban alkalmazott ilyen szerkezeti PARP-inibitor a 3-
aminobenzamid (3-AB). Egy maisik, az el6z6ektdl teljesen eltérd szerkezetli, mégis hatdsos és
azoktol specifikusabbnak tekintheté PARP-inhibitor a PJ34-fantdzianevii, N-(6-0x0-5,6-

dihidro-fenantridin-2-il)-N,N-dimetil-acetamid kémiai 6sszetételli vegyiilet [74].

A PARP aktivitisa természetesen nemcsak farmakoldgiai inhibitorokkal
szabdlyozhat6. Nemrégiben deriilt ki, hogy a PARP miikodését fehérjefoszforilacios
folyamatok is szabalyozzdk. Az enzimhez asszocidl6do (és annak miikodését fokozd) egyik
fehérje, az NMNAT-1 (NMN-adenilil-transzferaz) PKC-foszforilaciés helyeket tartalmaz,
melyek segitségével a sejtek bonyolult jelatviteli dtvonalai ily mddon is kifejthetik hatdsukat a
poli(ADP-riboz)ilaciés folyamatok szabalyozasara [75]. A kozelmultban irtdk le azt is, hogy
maga a PARP is tartalmaz foszforilaciés helyeket. A PARP kindzainak és foszfatdzainak
azonositdsa egyelore még varat magara, de bizonyos MAP-kindzok és a PKC-izoenzimcsalad

tagjainak szerepe valdsziniisithet6 [76,77].
2.5.3. A PARP aktivdléddsa és a cytosol kalciumkoncentrdcidja kézétti kapcsolat

Bér a PARP aktivdléddsanak pontos molekuldris mechanizmusa még nem ismert teljes
egészében, az irodalomban fellelhetd adatok szerint a PARP-aktivicié kozvetleniil nem
kalciumigényes folyamat [74]. Egyes kutatocsoportok eredményei alapjdn azonban
feltételezhetd, hogy bizonyos sejttipusokban a hidrogén-peroxiddal kivaltott PARP-aktivacio,

és az ennek kovetkeztében megemelkedé ADPR-polimerek a cytosol kalciumszintjének
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megemelkedéséhez vezetnek, a TRP-receptorok kozé tartoz6 TRPV2M aktivildsa
eredményeképpen [78]. Ez a — legaldbbis részbeni — PARP-dependens aktivacié felveti annak
lehetdségét, hogy az oxidativ stressz sordn mérhetd megemelkedett citoplazmatikus Ca**-szint

kialakitdsaban poli(ADP-riboz)il4cids folyamatok is részt vehetnek.

2.5.4. A PARP szerepe az arthritis patogenezisében

Tobb kutatécsoport is beszamolt arrdl, hogy a PARP bizonyos helyi gyulladdsos
folyamatok soran is aktivalodik [79]. Nincs ez masként az arthritis esetében sem; sét, azt is
megfigyelték, hogy a betegség egérmodelljében a PARP-aktivitds 3-aminobenzamiddal
torténd gatldsa késlelteti a tiinetek kialakuldasat [80]. Ezt a védOhatdst szdmos mis PARP-
inhibitorral sikeriilt azéta kimutatni, ami a poli(ADP-riboz)ilaciés folyamatok jelentoségére
utal. A PARP arthritisben betoltott pontos szerepét azonban még azdta sem sikeriilt
részleteiben felderiteni [74]. Noha részleges eredmények mar sziilettek azzal kapcsolatban,
hogy a PARP valamilyen funkciéval bir a chondrogenezisben [81], arrdl, hogy a poli(ADP-
riboz)ilaciés folyamatok pontosan milyen szerepet jatszanak az HD-kultirakon kivéltott

oxidativ stresszre adott valaszok szabalyozdsaban, egyelore nem rendelkeziink adatokkal.
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3. Anyagok és modszerek
3.1. Sejttenyésztés

A porcosodd, nagy sejtsiirtiségli mesenchymalis sejtkultirdk, mas néven high density
(HD) kultirak alkalmazdsa a porcdifferencidcié tanulméanyozasira az egyik legismertebb és
évtizedek 6ta haszndlt mdédszer. A chondroprogenitor mesenchymalis sejteket Ross-fajtaja
fehér hashibrid csirkeembridok disztalis végtagtelepeibdl izoldltuk. A  kisérleteinkhez
felhasznalt embriok a Hamburger és Hamilton szerinti 22-24-es stddiumnak [13] megfeleld
fejlettségliek voltak. A laboratériumunkban eredetileg alkalmazott protokollon [14,15], sajat
kisérleteink igényeit figyelembe véve, a kovetkezd modositdsokat hajtottuk végre. A
tojasokbol steril koriilmények kozott kivett csirkeembriok disztdlis végtagtelepeit
sztereomikroszkop alatt csipeszek segitségével tavolitottuk el, és a végtagtelepeket kalcium-
és magnéziummentes foszfatpufferbe (calcium and magnesium free phosphate buffered sali-
ne, CMF-PBS; pH 7.,4) raktuk. Az igy Osszegy(jtott végtagtelepeket 0,25% tripszinben
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 37 °C-on termosztilva 1 6rdn at emésztettiilk. A
tripszines emésztést 1:1 térfogat mennyiségii fotdlis borjiszérummal (fetal bovine serum,
FBS) éllitottuk le, és a sejteket 10 percig tartd centrifugéldssal (800 xg) vdlasztottuk el a

feliildszotol.

Az eredeti leirds szerinti 2 x 107 sejt/ml siiriiségli szuszpenzidk helyett kisérleteink
soran 1,5 x 107 sejt/ml stirtiséglieket hasznéltunk €s 5, egyenként 10-10 pl-es csepp helyett —
a kisérlet céljatdl fiiggden — egyetlen 15, 30 vagy 100 pl-es cseppet cseppentettiink megfeleld
méretll iiveg fed6lemezre (Menzel-Glidser, Menzel GmbH, Braunschweig, Németorszag) vagy
muanyag Petri-csészékbe, illetve tenyésztd plate-ek (Orange Scientifique, Braine-1’Alleud,
Belgium) lyukaiba. A fed6lemezeket tartalmazé mtianyag Petri-csészéket és plate-eket 37 °C-
on, 5% CO, és 80% relativ paratartalom mellett termosztdlva a sejteket 2 6ran 4t hagytuk
kitapadni, majd 10% FBS-sel kiegészitett, antibiotikumokat (50 egység/ml penicillin, 50
pg/ml streptomycin, TEVA, Debrecen, Magyarorszdg) €s antimikotikumot (1,25 pg/ml
Fungizone, TEVA) tartalmazé6 Ham F12 (N6760, Sigma-Aldrich) tapoldattal taplaltuk. A
tdpoldatot (amennyiben a kisérlet menete masképp nem diktalta) kétnaponta cseréltiikk. A

kicseppentés napjat a tenyésztés 0. napjanak tekintjiik.
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3.2. A cytosol szabad Ca**-koncentraciéjanak meghatarozasa

A kiilonboz6 kord sejtkultirdk sejtjeinek cytosol szabad Ca®*-koncentricijat
fluoreszcens mddszerrel mértilk meg, a Bird és mtsai [82] kozleményében leirt protokoll
alapjdn. A mérés eldtt a sejteket Fura-2 (TEFLabs, Austin, TX, USA) Ca2+—érzékeny
fluoreszcens festékkel toltottilkk fel. A mddszer alapelve, hogy a festék kétféle abszorpcids
maximummal rendelkezik: 340 nm-en a Ca**-ot nem kotott, mig 380 nm-en a Ca®*-ot kotott
forma gerjeszthetd. A két kiilonbozd abszorbciés maximumnak megfeleld hullimhosszon
gerjesztve a festékkel feltoltott sejtet, a két hullimhosszon vald gerjesztést kdvetden emittalt
fluoreszcens fény intenzitdsdnak hdnyadosdbdl az intracelluléris Ca**-koncentraci6
kiszamolhat6 [83]. A mérések elott a sejtszuszpenzid 15 pl-es cseppjeit nagyméretii (30 mm
atmérdju) liveg feddlemezekre cseppentettiik ki, és Petri-csészékben tenyésztettilk oket. A
mérések kivitelezéséhez a kulturakat 2 ml friss Ham F12 médiumba vittilk at, amit a
kovetkez0 anyagokkal egészitettink ki: 10 pl Fura-2-AM (a festék acetoxi-metilészter
formdja; 10 pM) és 4 pl neostigmin (0,3 nM); ez utdbbi az extracellularis kolin-észterdzok
gatlészere és igy a Fura-2-AM extracellularis hasitasat akaddlyozza meg. A kultirdkat CO,-
inkubatorban 37 °C-on 60 percig inkubaltuk. A sejtek feltoltését kvetden a kultirakat kétszer
atmostuk Tyrode-oldattal (137 mM NaCl, 5,4 mM KCI, 0,5 mM MgCl,, 1,8 mM CaCl,, 11,8
mM Hepes—NaOH, 1 g/l gliikéz; pH 7,4). Erre azért volt sziikség, hogy az extracelluldris
matrixhoz kotédott Fura-2-AM-et eltavolitsuk. Azok a sejtek, amelyek felvették a Fura-2-t,
fluoreszcens mikroszkdéppal (Diaphot, Nikon, Kowasaki, Japdn), 40x-es olajimmerzids
objektivet haszndlva kékes fényben fluoreszkaltak. A méréseket Tyrode-oldatot tartalmazd
perfuziés kamrdban végeztik egy forgétiikkros sugdrosztoval kiegészitett kettds
monokromatoros berendezést haszndlva (DeltaScan™, Photon Technologies International,
Lawrenceville, KY, USA; 3.1. dbra). A rendszer fényforrdsa egy xenonlampa, melynek
fényét egy forgotiikros sugdrosztd két nyaldbra osztja. A keletkezd sugarakat kiilon-kiilon
monokromatoron vezetjilk at, melynek eredménye a méréseinkhez sziikséges 340, illetve 380
nm hulldmhosszisagd fénynyaldb. A monokromatorokbdl a fényt egy dikroikus tiikron
keresztiil az invertdl6 mikroszkop targyasztalan elhelyezett sejtekre vezetjiik. A Fura-2-vel
feltoltott sejtek altal kibocsatott fluoreszcens fényt 510 nm-en — egy interferenciaszlird
kozbeiktatdsdval — fotoelektron-sokszoroz6 (PMT) segitségével detektéltuk. A jeleket 10 Hz
gyakorisdggal regisztraltuk. A hattérfluoreszcenciat a targylemezek sejtmentes helyein

mértiik, melyet a program automatikusan levont a detektélt fluoreszcenciaértékekbdl.
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3.1. dbra. A fluoreszcencids médszerrel torténé cytosol Ca**-koncentracié meghatdrozasara szolgalé
PTI mérdrendszer elvi sémdja.

A két hullimhosszon val6 gerjesztés sordn mért fluoreszcenciaértékek hanyadosabodl
(R=F;40/F330) az irodalombdl ismert egyenlet [83] alapjdn szdmitottuk ki az intracelluléris

2 Ly
Ca*-koncentricidkat:

R—Rmin

[Ca**]; = Kp - B- z—2%,

ahol Kp a disszociacids allandd, R a mért fluoreszcenciaértékek hanyadosa, Ry, az a
fluoreszcenciahdnyados, ahol a festék egyaltalin nem kot Ca2+—0t, Rnax az a

fluoreszcenciahdnyados, ahol a festék Ca’"-mal telitett, B a rendszerre jellemz6 dllando.

A méréseket szobahdmérsékleten végeztik. A regisztrdlds sordn kontroll Tyrode-
oldatot dramoltattunk at 3 ml/perc sebességgel a sejteket tartalmazé kadon bal oldalrdl,
jobbrél alkalmazva az elszivast. Agonistdk és antagonistik (koffein, ciklopiazonsav)
hatdsanak vizsgalatakor a mérést ezért a jobb oldali sejteken kezdtiik és balra haladtunk, igy a
korabbi mérésekkor alkalmazott anyagokat nem mostuk rd a késébb mérendd sejtekre. Egy
kis perfizios kapillarist (Perfusion Pencil™; AutoMate Scientific, San Francisco, CA, USA)
pedig az éppen mért sejt kozvetlen kozelébe allitottunk be, amin perfizids rendszer (Valve
Bank™ 8§ version 2.0, AutoMate Scientific) segitségével 4 pl/sec sebességgel adagoltuk a
vizsgalt oldatot, majd az adott mérés befejeztével lokalisan is Tyrode-oldatot dramoltattunk az

agonista kimosdsara. A regisztratumokat szimitogépes programmal rogzitettiik.

A szdmitasok és a statisztikai analizis elvégzéséhez egy, az Elettani Intézetben
kifejlesztett szamitogépes programot hasznéltunk, mellyel a nyugalmi és a maximadlis
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intracellularis Ca®*-koncentrdcidkat szamoltuk ki. A sejtek cytosol szabad Ca**-
koncentraciéjat a kitapaddsukat kdvetd 2. 6ra utdn, majd a tobbi tenyésztési napon ugyanazon
napszakban mértiik, minden esetben 30-30 sejtet megmérve, 5 fiiggetlen mérési sorozatban.

Szignifikdns véltozdsok kimutatdsara a Student-féle kétmintds #-prébat hasznéltuk.

3.3. Azintracellularis kalciumraktarak toltottségének vizsgalata

ciklopiazonsavval és koffeinnel

Ahhoz, hogy képet alkossunk arrdl, vajon az intracelluldris kalciumraktarak (elsdsorban
a simafelszini endoplasmaticus retikulum) szerepet jatszanak-e a differencialédo
mesenchymalis sejtek ic. Ca**-koncentriciGjanak szabalyozdsiban, megvizsgdltuk, hogy
nyugalmi koriilmények kozott mennyi kalciumot tartalmaznak. Kalciummérés kozben az
éppen vizsgilt sejtekre mikrokapilldrissal a simafelszinti endoplazmatius retikulum Ca**-
pumpdjdnak (SERCA) inhibitorat, ciklopiazonsavat (CPA) adagoltunk. A CPA-t (Sigma-
Aldrich) DMSO-ban oldottuk, és a 10 mM-os torzsoldatot felhasznélasig —20 °C-on taroltuk.
A vizsgilatok megkezdése el6tt a CPA-torzsoldatot kalciummentes Tyrode-oldatban (a
normdl oldat Osszetételétdl annyiban kiilonbozik, hogy CaCl, helyett 5 mM EGTA-t
tartalmaz) higitottuk a mérés sordn haszndlt 10 uM-os koncentriciéra. A CPA hatdsdnak
vizsgélata el6tt a sejtekre eldszor kalciummentes Tyrode-oldatot adagoltunk kb. 2 percen ét,
hogy a sejt kdrnyezetében 1év0 és a méréseinket megzavard szabad Ca-ionokat eltdvolitsuk. A

CPA hatdsat 5 perces adagolds sordn regisztraltuk.

A CPA-t nemcsak kalciumméréskor, hanem kozvetleniil a sejtek tapoldatihoz is
hozzdadtuk 10 pM koncentrdcioban, hogy megvizsgéljuk, milyen hatdsa van a
porcdifferencidlédasra, ha a belsd Ca”*-raktdrakat hosszi tdvon (12 6ran at) iiresen tartjuk. A
vizsgélatokat 2 és 3 napos kultirdkkal végeztiik. A kisérletek kezdetekor egyes kultirdkat az
ionofor olddszerének (DMSO) megfeleld koncentracidival kezeltiink. Mivel a DMSO-t kapott
és a kezeletlen kontroll kultdrdk kozott nem tapasztaltunk eltérést, ezért a késébbiek soran

csak kezeletlen kontrollokat alkalmaztunk.

A rianodinreceptorok fizioldgiai vizsgdlatira koffeint (Sigma-Aldrich), a receptor
agonistdjat adagoltuk a vizsgilt sejtekhez kalciummérés alkalmaval. A koffeint normal
Tyrode-oldatban oldottuk és 15 mM koncentricidban juttattuk a sejtekre. A regisztratumokat

100 sec-ig tart6 koffeinadagolds sordn rogzitettiik.
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3.4. Spontan Ca**-tranziensek vizsgalata és analizise

A Kkiilonbozé kord kultirdk sejtjeiben megfigyelheté spontdn Ca®*-tranzienseket
szintén fluoreszcencids médszerrel, LSM 510 META Laser Scanning konfokalis mikroszkép
(Zeiss, Oberkochen, Németorszag) segitségével regisztriltuk. A mddszer elve hasonl6 a fent
leirtakhoz: a mérés eldtt a sejteket 10 uM Fluo-4-AM kalciumérzékeny fluoreszcens festékkel
toltottiik fel. A festéket F12-tapoldatban oldottuk és a toltést 37 °C-on, CO,-inkubatorban
végeztilk 1 6ran at. A tranzienseket normal Tyrode-oldatban regisztraltuk. A méréseket 63x-
os vizimmerziés objektivvel végeztiik. A Fluo-4-gyel toltott sejteket Ar-1ézerrel eldallitott 488
nm hulldmhosszi fénnyel gerjesztettiik, a kibocsétott fluoreszcencidt pedig 500, illetve 570

nm-en detektaltuk.

A spontdn Ca**-tranziensek sordn bekovetkezd intenzitdsvaltozasokat x—y analizissel
€s un. line scan analizissel vizsgaltuk. Az x—y analizis sordan 50 felvételt rogzitettiink 48,4 sec
intervallum alatt. A line scan analizishez a felvételeket 1,54 ms/vonal sebességgel, 512
pixel/vonal felbontasban vettiik fel, alkalmanként 4096 vonalat vizsgélva. A regisztratumokat

egy, az Elettani Intézetben kifejlesztett szamitégépes program segitségével elemeztiik.

3.5. Az F12-tapoldat kalciumkoncentracidjanak meghatarozasa

A sejtek  tipkozegének  (10%  FBS-sel  kiegészitett F12  médium)
kalciumkoncentricidjat langatomabszorpcids spektrometridval (AAS) hatdroztuk meg [84]. A
modszer alapelve, hogy a mintat magas hdmérsékletli langban atomizdljuk, majd az atomok
vegyértékelektronjait megfelelé hullimhosszisagi fotonok segitségével gerjesztjiik, és az
analitikai jelet az abszorpciobdl szarmaztatjuk. Kisérleteinket Philips PU9200X késziilék
(Philips, Cambridge, Egyesiilt Kirdlysdg) segitségével végeztiik. Méréseink sordn
acetilén/levegd Osszetételll, réségdben égo langot alkalmaztunk, melynek hdmérséklete 2400-
2700 K. A mintaban 1évo kalciumatomokat a 422,7 nm-es hullamhosszon detektaltuk. A
mintdkat haromszor mértiik le, a mérések 4 masodpercig tartottak. A kalciumkoncentraciot
standard addiciés médszerrel hatdroztuk meg: az eredeti oldat tizszeres higitdsdhoz (a higitast
0,1 M salétromsavval végeztiik) egyre novekvo mennyiségii, ismert koncentraciéji kalciumot
adtunk (1 g/l Ca-standard formdjaban). Az AAS-késziilékkel kapott mérési eredményekbdl

szamitégépes program segitségével szamoltuk ki a kalciumkoncentraciot.
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3.6. A kulturak kezelése EGTA-val, A23187 Ca’*-ionoforral és ciklosporin-A-val

A HD-kultirdk sejtjeinek Ca’*-homeosztazisat az extracelluldris térbe adagolt
anyagokkal prébaltuk befolydsolni. Ahhoz, hogy megvizsgaljuk, milyen hatassal van az in
vitro porcdifferencidléddsra az extracelluldris kozeg szabad Ca-ionjainak megvondsa,
bizonyos kultirdkat a tapkozeg kalciumtartalmaval ekvimolaris mennyiségi, 0,8 mM
koncentraciéji EGTA-t (Amresco, Solon, OH, USA) tartalmazé F12-tdpoldattal taplaltuk 12
oran keresztiil a tenyésztés 2., illetve 3. napjan. Az EGTA-t szérummentes F12-tdpoldatban
oldottuk fel, majd a megfelel6 pH beallitisa utan (pH 7,4) sterilre sziirtiikk. Szé&rumot (10%)

csak ezt kovetoen adtunk hozza.

A sejtek intracelluldris Ca2+—k0ncentréciéjénak megemeléséhez a kultirdkat A23187
Ca**-ionofort (Sigma-Aldrich) tartalmazé tdpoldattal taplaltuk. Az A23187-et kétféle
koncentraciéban (0,1 és 5 mg/l) alkalmaztuk a tenyésztés 2. és 3. napjan, 1 6ran keresztiil. Az
A23187 Ca**-ionofort 1 mg/ml torzsoldatként DMSO-ban feloldva felhasznaldsig —20 °C-on

taroltuk, és a tapoldatban higitottuk tovabb.

A kalcineurin aktivitdsit ciklosporin-A (CsA; Sigma-Aldrich), az enzim egyik
inhibitordnak hozzdadasaval gitoltuk. A CsA-t 2 mM torzsoldatként DMSO-ban feloldva
felhasznalasig
—20 °C-on téroltuk, majd a tdpoldatban higitottuk tovdbb a kivant 2 uM koncentricidra. A
CsA-t az 1. tenyésztési napon adtuk hozza a kultirdkhoz, és a tenyésztés végét jelentd 6.

napig folyamatosan jelen volt.

3.7. Oxidativ stressz el6idézése hidrogén-peroxiddal és peroxinitrittel,

valamint a PARP-aktivitas gatlasa 3-amidobenzamiddal

Oxidativ stresszt hidrogén-peroxid vagy peroxinitrit hozzdaddsaval véltottunk ki.
Mindkét anyagot 30 percen keresztiil tartottuk a sejteken. A hidrogén-peroxidot steril
desztillalt vizzel higitottuk 9 M torzsoldatbdl (Sigma-Aldrich) a megfeleld végkoncentraciok
eléréséhez (0,1; 1 és 4 mM). A peroxinitritet (Calbiochem, San Diego, CA, USA), amit —70
°C-on taroltunk felhaszndldsig, ligos (pH 12,0) izoténids s6oldattal higitottuk a kivant (100,

300 és 600 pM) koncentracidkra. A hidrogén-peroxidos kezelések kontrolljaként megfeleld
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mennyiségll desztillalt vizet, mig a peroxinitrit-kezelések alkalmaval lebomlott (30 percig pH

7,0 kozegben tartott) peroxinitritet adtunk a kultirdkhoz.

A PARP-aktivitas gatlasdhoz 3-aminobenzamidot (3-AB; Sigma-Aldrich) hasznaltunk.
Mindkét inhibitort az oxidativ stressz el6tt 30 perccel adtuk a kultirdk sejtjeihez. Az S mM
koncentraciéji 3-AB-oldatot dgy éallitottuk eld, hogy a gatloszert kozvetleniil a tapoldatban
oldottuk fel.

3.8. A képz6dott porcmatrix fénymikroszkdpos vizsgalata és mennyiségének

szemikvantitativ meghatarozasa

A porcmatrixot a metakromdzids festodés jelenségének felhaszndlasdval tettiik
lathatéva. A porcmatrix nagy mennyiségli, er0sen negativ toltésii proteoglikdnt és
glilkézaminoglikant tartalmaz, {gy vor0s metakromatikus szinben latszik az alacsony pH-n
torténd dimetil-metilénkék (DMMK)-festést kovetden, mig az ortokromatikus kék festodés

elhanyagolhat6 ilyen koriilmények kozott [85].

A kiindulasi sejtszuszpenzié 30 pl-es cseppjeit 24-lyuki plate-ek lyukaiba helyezett 10
mm atmérdju liveg feddlemezek kozepére cseppentettilkk, és a tovdbbiakban ugyanolyan
koriilmények kozott tenyésztettiik, mint a Petri-csészékben tenyésztett kultirdkat. A kezelt és
kezeltelen HD-kultdrdkat a tenyésztés végét jelentd 6. napon CMF-PBS-ben torténd oblitést
kovetden 40% formaldehid és abszoliit alkohol 4:1 ardnyu keverékével fixaltuk. A kultdrakat
DMMK (Aldrich, Steinheim, Németorszag) 3% ecetsavban oldott 0,1% oldataval 5 percig
festettiik, 3% ecetsavval mostuk, majd kristdlyragasztoval lefedtiik [47]. Az igy megfestett
kultdrakrél fénymikroszképra (Nikon Eclipse E-800, Nikon Co., Japan) szerelt digitalis
kamera és Spot Advanced szdmitogépes program segitségével készitettiink felvételeket, 4x

nagyitasu objektivet hasznalva.

A szulfatdlt matrixkomponensek mennyiségének szemikvantitativ meghatdrozasat a
negativ toltésti proteoglikdnokhoz kotddd toluidinkék (Reanal, Budapest, Magyarorszag)
kioldasat kovetd optikai denzitometrdldssal végeztik. A 6 napos kultirdkat CMF-PBS-es
oblitést kovetden Kahle-féle rogzitdvel (28% abszolit etanol, 4% formalin és 2% jégecet)
fixaltuk 15 percig, majd glicin—-HCl-pufferben (pH 1,8) oldott 0,1% toluidinkékkel festettiik,
Ujabb 15 percen at. A nem kotodott toluidinkéket a mar emlitett glicin—HCl-pufferrel mostuk

ki egy oran keresztiil, a szulfatilt matrixkomponensekhez kotddott festéket pedig abszolut
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etanolban oldott 8% HCI segitségével oldottuk ki. A visszaoldott toluidinkéket tartalmazd
mintdk optikai denzitdsat 625 nm-en mértilkk mikroplate-leolvasé késziilék segitségével
(Chameleon, Hidex, Turku, Finnorszdg). A kisérleti csoportonként 5-5 kiilonb6z6 kultirabol
visszaoldott festék mennyiségét 5 fiiggetlen mérés sordn hatdroztuk meg. Az adatokat

statisztikai szempontbdl Student-féle kétmintds r-préba segitségével elemeztiik.

3.9. A sejtproliferacio vizsgalata *H-timidin-beépiilés mérésével

A sejtek osztodoképességét a DNS egyik alapvetd épitdkdveként ismert timidin egy
radioaktiv izotdppal (tricium, H) jelolt formdja beépiilésének monitorozdsidval kovettiik
nyomon. A DNS-iikket szintetizdlo sejtek a 16 o6ra inkubaciés id0 alatt beépitik
orokitdanyagukba a tricidlt timidint, s az inkubécids id§ leteltével és tObbszori mosast

kovetden a mintaban detektalhaté radioaktivitds a sejtek proliferacids ratdjaval aranyos.

A tenyésztéshez hasznilt sejtszuszpenzid 15 pl-es cseppjeit specidlis, fehér belsejii 96-
Iyukd mikrotiter plate-ek (Wallac, PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Shelton, CT,
USA) lyukaiba cseppentettiik, és ugyanolyan kisérleti koriilmények kozott tenyésztettiik, mint
a Petri-csészékben és 24-lyuku plate-ekben novd sejtkultirdkat. A 3. tenyésztési napon, a
kezeléseket kovetéen 1 pCi/ml *H-timidint (torzsoldat: metil—3H—timidin, 1 mCi/ml;
Amersham, Little Chalfont, Egyesiilt Kirdlysdg) adtunk minden egyes kultira
tdpfolyadékdhoz, és 16 oOrdn at tartottuk rajtuk. A radioaktiv izotdppal jeldlt nukleotidot
tartalmazo médium eltavolitasa utan 4 °C-os CMF-PBS-sel kétszer atmostuk a kultirakat,
majd jéghideg 5% triklorecetsav 20 perces alkalmazasaval kicsaptuk a szolubilis fehérjéket.
Az inkubécids id6 lejartaval a fixalt kultarakr6l CMF-PBS-es oblitésekkel tavolitottuk el a
triklérecetsavat. A CMF-PBS leszivdsa utin a plate-eket foszfor-pentoxidot tartalmazé
exszikkatorba helyeztiik 48 6érara ahhoz, hogy a mintdinkat teljesen vizmentessé tegyiik. A
kiszaritast kovetéen a mérések eldott 50 pl szcintilliciés folyadékot (MaxiLight; Hidex,
Finnorszdg) pipettiztunk a plate-ek lyukaiba, majd erdteljes Osszerdzds utdn a mintdk
radioaktivitdsat folyadékszcintillaciés iizemmaoddban hasznélt 96-lyuku plate-leolvasé késziilék
(Chameleon) segitségével detektdltuk. A HD-kultdrdk sejtjeinek proliferdcids ratdjat 5
fiiggetlen kisérlet sordn, kisérleti csoportonként 10-10 kultirdt megmérve hatdroztuk meg.

Szignifikans véltozasok kimutatdsara Student-féle kétmintds 7-prébat hasznaltunk.
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3.10. A sejtek mitokondrialis aktivitasanak meghatarozasa

A sejtek metabolikus aktivitasat (,.életképességét”) MTT-assay-vel (Sigma-Aldrich)
hatdroztuk meg. A mddszer az €16 sejtek azon tulajdonsdgdn alapul, hogy mitokondridlis
oxidazaik révén képesek a sdrga szinli tetraz6liumsot, amit MTT-reagens forméjadban adunk
hozzajuk, oldhatatlan, lila szinii formazankristilyokka alakitani. A formazankoncentraciét
kolorimetrids moddszerrel megmérve az él6  sejtek  mitokondridlis  aktivitdsdra

(,,életképességére”) kovetkeztethetiink [86].

A kisérletekhez haszndlt sejtszuszpenzié 15 pl-es cseppjeit 96-lyuki plate-ekben
tenyésztettilk. A tenyésztés 3. napjan a kezeléseket kovetden 10 pl, 5 mg/ml koncentracidju,
PBS-ben oldott MTT-reagenst [3-(4,5-dimetil-tiazolil-2)-2,5-difenil-tetrazélium-bromid]
mértiink a sejtek tdpoldataba (0,5 mg/ml végkoncentracidban), és 2 éran keresztiil 37 °C-on
inkubdltuk dket CO,-termosztitban. Az inkubdcids id6 lejartaval az MTT-tartalmu tépoldatot
eltdvolitottuk, a képzd6dott formazdnkristalyokat 100 pul MTT-szolubilizdlé oldatban (10%
Triton X-100 és 0,1 M HCI vizmentes izopropanolban) feloldva a mintdk abszorbancidjat 570
nm-en mértiilk fotométer-iizemmoddba allitott mikroplate-leolvasd késziilék (Chameleon)
segitségével. A méréseket 5 fiiggetlen kisérlet sordn végeztiik el, csoportonként 10-10 minta

értékeit véve alapul. Az adatok statisztikai értékelését Student-féle ¢-teszttel végeztiik.

3.11. A sejtek tulélési ratajanak vizsgalata aramlasi citometriaval

Az aramlési citometria a sejtek fényszorasat €s fluoreszcencidjat vizsgalja. A médszer
segitségével elhatdrolhatok a vizsgdlni kivant sejtpopuldciok (esetiinkben az apoptotikus,
illetve a nekrotikus sejtek) az un. ortogondlis fényszorast (Side Scatter vagy SS) és a kis
szogl fényszorast (Forward Scatter vagy FS) 0Osszevetd hisztogramon meghatarozott
elektronikus ablakban. Ez az analizis lehetdvé teszi a pozitiv fest6désii és a negativnak
tekintett események megkiilonboztetését, és mint ilyen, sokkal pontosabb eredményeket

szolgaltat, mint a csak populdcids szinten értelmezhet6 MTT-teszt.

A mérésekhez haszndlt kultirdkat, melyeket a kiindulési sejtszuszpenzid 100 pl-es
cseppjeibdl hoztunk 1étre, Petri-csészékben tenyésztettik. Az A23187 vagy EGTA-
kezeléseket kovetden a sejteket CMF-PBS-ben oblitettiik, és 250 ul Annexin-V DY647
reagenst (Central European Biosystems, Budapest, Magyarorszag) adtunk a kultirdkhoz. Mas

kultdrakat 10 pg/ml koncentraciéji propidium-jodid jelenlétében inkubaltuk. Az annexin-
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assay a korai apoptotikus sejtek kimutatasara szolgdl, €s azon alapul, hogy az annexinek nagy
specifitidssal kotik az apoptdzis egyik elsd eseményeként a plazmamembran extracelluldris
oldaldn expondl6dé foszfatidilszerin-oldallancokat. Propidium-jodiddal a nekrotizalt sejtek
DNS-dllomédnya festhetd meg. Voltak olyan kultirdk is, amelyeket Annexin-V-tel és
propidium-jodiddal egyarant kezeltiik, mig ismét mdsokat csak CMF-PBS-ben inkubaltunk.

Ez utébbiakat negativ kontrollként hasznéltuk.

A 10 percig tartd, szobahdmérsékleten torténd inkubacio lejartaval és CMF-PBS-sel
torténd mosdast kovetden a kultirdkat 15 percen &t tripszinizaltuk (0,25% tripszin—-EDTA),
hogy a mintdkat az &ramldsi citrometrids vizsgalatokhoz alkalmas sejtszuszpenziova
alakitsuk. A sejteket centrifugdldssal (800 xg, 10 perc) gyujtottik ossze és 1-1 ml FACS-
pufferben (1% borji szérum albumin [BSA] és 0,05% Na-azid PBS-ben oldva)
szuszpendaltuk fel. A sejtek tdlélési ratdjat CyFlow® space Flow Cytometer (Partec GmbH,
Miinster, Németorszdg) késziilékkel hatidroztuk meg. Az Annexin-V DY647 reagenssel jelolt
sejteket 670 nm-en, mig a propidium-jodidot felvetteket 620 nm-en detektaltuk. Az adatok

kiértékelését a WinMDI 2.8 szamitégépes program (freeware) segitségével végeztiik.

3.12. RT-PCR analizis

A polimeraz lancreakci6 specifikus génszakaszok erOsitését teszi lehetové megfeleld
primerek és egy hdstabil DNS-polimerdz enzim alkalmazdsaval, egy szabdlyozhatd termosztat
segitségével. Ha a modszert reverz transzkripciéval kapcsoljuk Ossze, vagyis a sejtek altal
expresszalt mRNS-eket cDNS-sé {rjuk at, akkor az adott pillanatban (kontroll koriilmények
kozott és bizonyos kezeléseket kovetéen) az éppen kifejez6dé géneken (ez az un.

transzkriptom) végezhetjiik el a specifikus erdsitést.

A Petri-csészében tenyésztett, 100 pl sejtszuszpenziobol eldallitott kultiradkat — a
megfeleld kezelések utdn — RNdz-mentes, 4 °C-os fizioldgids ndtrium-klorid oldattal mostuk
és folyékony nitrogénben lefagyasztva felhasznéldsig —70 °C-on taroltuk. A kultdrdk
sejtjeibol a totdl RNS-t Quiagen RNeasy® Micro Kit (Quiagen, Hilden, Németorszag)
segitségével, a gyartd cég utasitisait kovetve nyertiikk ki. Az izolalt RNS mennyiségét és
tisztasdgat NanoDrop (NanoDrop Technologies, Bio-Science, Magyarorszag) késziilék
segitségével ellendriztiilk. Az igy nyert RNS-mintdb6l Omniscript reverz transzkripcids kit
(Quiagen) felhasznaldsaval, oligo(dT) primerek segitségével cDNS-t készitettiink. A reverz

transzkriptdz (RT) reakci6hoz haszndlt oldat mintdnként 500 ng RNS-t, 0,25 pl RNaz
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inhibitort, 0,25 pl oligo(dT)-t, 1 pl dNTP-t (200 pM) és 200 egység M-MLV RT-t

tartalmazott 1x RT-pufferben.

A specifikus cDNS-szekvencidk erdsitése olyan primerekkel tortént, amelyeket az
interneten hozzaférhetd (GenBank; www.ncbi.nlm.nih.gov) csirke nukleotid-szekvencidk
alapjan allitottunk eld. A primereket Primer Premier 5.0 szamitogépes program segitségével
(Premier Biosoft International, Palo Alto, CA, USA) terveztiik, és az IDT cégtdl (Integrated
DNA Technologies, Inc., Coralville, IA, USA) rendeltiik. A PCR-reakciékhoz hasznalt
primer-parok legfontosabb adatait a 3.1. tdbldzar foglalja Gssze. Az egyenként 50 pl
ossztérfogati PCR-reakcidelegyek az alabbi Osszetevoket tartalmaztdk: 2 pl sense és antisense
primer (0,4 mM), 1 pl ANTP (200 uM), és 5 egység Promega GoTaq® DNS-polimerdz 1x
pufferben. A DNS-szakaszok specifikus felerdsitéséhez programozhaté termosztatot
(Eppendorf Mastercycle, Netheler, Hinz GmbH, Hamburg, Németorszdg) hasznéltunk a 3.2.
tdbldzatban lathatd hOmérsékleti profilok mellett. A PCR-mintdkat 1,5%-os agar6zgélben
elektroforézissel vélasztottuk el (90 V fesziiltség mellett), és etidium-bromiddal torténd festést
kovetéen elemeztik. A jelintenzitds kvantifikdldsit Image] 1.40g verziészdmu
(http://rsbweb.nih.gov/ij/) szamitégépes program segitségével végeztiik, és a kontroll mintdk

értékeire normalizaltuk.
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3.1. tdabldzat. A polimerdz lancreakciok sordn specifikus DNS-szakaszok erdsitésére hasznalt
primer-parok nukleotidszekvencidi és a reakcidk koriilményei

o . Amplimer
Gén Primerek  Nucleotidszekvencia (5'—3’) gean?k A}}ne’llufws Cll,dm- mérete
ccession No. homérséklet szdm (bp)
Sox9 sense CCC CAA CGC CAT CTT CAA NM 204281 54 °C 30 381
(713-731)
antisense CTG CTG ATG CCG TAG GTA
(1075-1093)
Aggrekan sense CAA TGC AGA GTA CAG AGA XM 001232949 54 °C 30 429
tengelyfehérje (276-294)
antisense TCT GTC TCA CGG ACA CCG
(688-704)
II. kollagén sense CCC TCA AAT CCC TCA ACA ATC A NM_204426 52°C 30 120
(3616-3628)
antisense  AAT CTC CGC TCT TCC ACT CG
(3735-3755)
Kalcineurin sense CTG CTC TGA TGA ACC AAC AGTT NM 001030340 54 °C 30 504
(575-597)
antisense ACG GCA AGG ACC AGG TAA ACA
(1058-1078)
GAPDH sense AAG GTC GGA GTC AAC GGA TTT GG NM_002046.3 56 °C 35 322

(115-138)
antisense  AAT GAG CCC CAG CCT TCT CCA T
(415-437)

3.13. Sejtkivonatok preparalasa

Valamennyi sejtkivonatot  Petri-csészében tenyésztett, 100 pl  kiinduldsi
sejtszuszpenziobol szdrmazo kultirdkbol készitettiik, a tenyésztés kiilonbozd napjain. A teljes
sejt-lizdatumok eldéllitdsdhoz a megfeleld kort kontroll, illetve kezelt kultirdkat fiziologids
sooldatban torténé mosdst kovetden gumi sejtkapard lapéttal arattuk le, és 100 pl
lizispufferben (50 mM Tris—HCI puffer [pH 7,0], 10 pg/ml Gordox, 10 pug/ml leupeptin, 1
mM fenil-metil-szulfonil [PMSF], 5 mM benzamidin és 10 pg/ml tripszininhibitor)
szuszpendaltuk fel. A mintdkat ezutdn folyékony nitrogénben fagyasztottuk le, és
felhasznalasig —70 °C-on taroltuk. A sejteket kozvetleniil a kisérletek folytatdsa elott
ultrahangos szonikalassal tartuk fel folyamatos, olvado jégen torténd hiités kézben: a mintdkat
4 alkalommal, egyenként 30 masodpercig (50-es ciklusszamot hasznalva) szonikaltuk

(Branson Sonifier, Danbury, USA).

A HD-kultirdk endoplasmaticus membrdnfrakciéjanak  (mikroszoma-frakcio)
eldallitdsahoz 3 napos kultirdkat hasznaltunk. Fizioldgids sdoldatban torténd mosast kovetden
a kultirdkat Dounce homogenizdtorban 5 mM HEPES-sel és 320 mM szachar6zzal
kiegészitett lizispufferben (3,4 pg/ml Gordox, 3,4 pg/ml leupeptin, | mM PMSF, 1,6 mM
benzamidin és 3,4 pg/ml tripszininhibitor; pH 7,4) szuszpendéltuk. A mintat 4 500 xg-vel 20

percen at centrifugaltuk, majd a feliiliszot egy tiszta centrifugacsében tjra centrifugaltuk
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10 000 xg-vel 15 percig. Ezt kbvetden az iiledéket eldobtuk, és a feliiliszot ultracentrifugaval
150 000 xg-vel centrifugéltuk 2 6rdn at. Az endoplasmaticus retikulum membrinrendszerét
tartalmazd iiledéket (a mikroszoma-frakciét) lizispufferben (protedz-inhibitorokkal [lasd
fentebb] kiegészitett 50 mM Tris—HCI puffer; pH 7,2) vettiik fel, folyékony nitrogénben

lefagyasztottuk, és felhasznaldsig —70 °C-on taroltuk.

3.14. Western blot analizis

A fent lefrt moddon elddllitott sejtlizitumokat és szepardlt endoplasmaticus
membranfrakcidkat immunoblot technikdval elemeztilk [87]. A mintdk fehérjetartalmat
moédositott BCA probaval (BCA™ Protein Assay Kit, Pierce Biotechnology, Rockford, IL,
USA) hatdroztuk meg. A lizdtumokat 6tszords toménységii SDS—PAGE mintapufferben (310
mM Tris—HCI, pH 6,8;
10% SDS, 50% glicerol, 100 mM DTT, 0,01% bréomfenolkék) vettiik fel, és 10 percig foztiik.
Az elektroforézishez 7,5% akrilamid gélt hasznaltunk, és savonként 40 pg fehérjét vittiink fel.
A szeparilast kovetdéen a mintdkat elektromos erdtér segitségével nitrocellul6z membranra
vittilk 4t. A membranokat PBS-ben oldott 5% sovany tejporral blokkoltuk 30 percig, majd a
3.2. tdbldzatban Osszefoglalt antitestek megfeleld, blokkolé oldatban tortént higitdsainak
jelenlétében inkubdltuk 4 °C-on egy éjszakdn 4t. Az inkubdcids id6 lejartdval a membranokat
haromszor 10 percig PBST-ben (0,1% Tween-20-szal kiegészitett PBS) mostuk, majd a
mdsodik antitest (1asd 3.2. tdbldzat) megfeleld higitdsdval inkubdltuk szobahémérsékleten 1
O0rdn 4t. A mdsodik antitestet minden esetben 1% sovany tejport tartalmazé PBS-ben
higitottuk. Az inkubdcids id6 végén az immunreakiv sdvokat erdsitett kemilumineszcencids
Western blot detektdld készlet (ECL Western Blotting Detection Kit; Amersham Biosciences,
Budapest, Magyarorszag) segitségével mutattuk ki fényérzékeny film felhasznaldasaval. A
jelintenzitds kvantifikdlasat Image] 1.40g verziészdmu szamitégépes program segitségével

végeztiik, és a kontroll mintdk értékeire normalizaltuk.

3.2. tdbldzat. A Western blot analizis sordn haszndlt elsédleges és masodlagos antitestek

Kimutatando fehérje Elsddleges antitest Madsodlagos antitest

kalcineurin monoklondlis anti-kalcineurin anti-nyudl IgG
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Sox9

Foszfo-Sox9

Rianodinreceptor

(RyR)

Inozitol-1,4,5-

triszfoszfat-receptor I

(IP;R)

(a-alegység); 1:200

Upstate, Dundee, Skécia
poliklondlis anti-Sox9

1:200

Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kirdlysdg
poliklondlis anti-foszfo-Sox9

1:200

Sigma, Budapest, Magyarorszag
monoklondlis anti-RyR

1:1000

Affinity BioReagents, Golden, CO,
USA

poliklondlis anti-IP3R I

1:250

Sigma, Budapest, Magyarorszag

1:1000
Sigma-Aldrich
anti-nyudl IgG
1:1000
Sigma-Aldrich
anti-nyudl IgG
1:1000
Sigma-Aldrich
anti-egér [gG
1:1000
Sigma-Aldrich

anti-nyudl IgG
1:1000
Sigma-Aldrich

3.15. Kalcineurin-enzimaktivitas mérése

A kalcineurin enzimatikus aktivitdsiat a Cohen és mtsai. [88] kozleményében leirt
moédszerrel mértiik: a radioaktiv izotéppal *P) jelolt inhibitor-1 nevii szubsztratbdl (780
cpm/pmol) az enzim dltal lehasitott P, radioaktivitdsinak mértéke arinyos az
enzimaktivitdssal. Az enzimaktivitds-mérésekhez jéghideg fiziologids sdoldattal ledblitett, a
kiindulasi sejtszuszpenzié 100 pl-es cseppjeibdl tenyésztett kultirdk sejtlizatumait hasznéltuk,
melyeket lizispufferben (lasd fentebb) torténd feltarasukat kovetéen azonnal szonikaltuk, és

10 000 xg-n, 4 °C-on val6 centrifugdldsukat kdvetden a feliiliszot haszndltuk a méréseinkhez.

A méréseket 30 pl térfogati kozegekben végeztiik. A reakciokdzegek 50 mM Tris—
HCI pufferben (pH 7,0) oldott 3,4 ng/ml Gordoxot, 3,4 pg/ml leupeptint, 1 mM PMSF-t, 1,6
mM benzamidint, 3,4 pg/ml tripszininhibitort, 40 pg/ml kalmodulint, 0,2 mM CaCl,-ot, 100
nM okaddnsavat (OA), 2 nM protein-foszfatdz inhibitor-2-t, megfelelé mennyiségti (2-3
mg/ml) sejtkivonatot és 2p_vel jelolt inhibitor-1-et (20-30 000 cpm/reakcidkozeg)
tartalmaztak. A reakcidkozegeket 20 percen at 30 °C-on inkubdltuk, majd 100 pl 20%
triklérecetsav és 100 pl 6 mg/ml BSA-oldat egyidejii hozzdadasaval allitottuk le a reakcidkat.
Centrifugdlds utin a feliilisz6 180 pl-ébél hatdroztuk meg a “*P; mennyiségét

folyadékszcintillaciés detektor (Pharmacia, Uppsala, Svédorszdg) felhasznélasaval.

3.16. Poli(ADP-riboz)-polimerek kimutatdsa immunocitokémiaval

A kontroll koriilmények kozott tartott, valamint oxidativ stressz hatdsanak kitett HD-
kultirakban képzddott poli(ADP-ribdz)-polimereket immuncitokémiai festéssel mutattuk ki a

Biirkle és mtsai. [89] kozleményében leirt médszer alapjan.
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A 24-lyukd plate-ekbe helyezett 10 mm atmérdjii iiveg fedélemezekre cseppentett
kultdrdkat a kezeléseket kovetéen 4 °C-os fizioldgids sdoldattal oOblitettiik, majd jéghideg,
10% triklérecetsavval fixdltuk 3 percig. A gyors fixdlast kovetd PBS-es mosds utdn a
kultirdkat tovabb fixaltuk Sainte-Marie rogzitében (abszoliit etanol és jégecet 99:1 aranyu
elegye; [90]) szobahOmérsékleten 1 dran at. Fixalds utdn a kultdrdkat PBS-ben oblitettiik, és
az aspecifikus kotéhelyeket
0,1% Triton X-100 és 5% 16szérum (HS; Vector, Burlingame, CA, USA) PBS-es oldataval
blokkoltuk szobahdmérsékleten. 1 6raval késébb a kultirdkat monoklondlis anti-poli(ADP-
rib6z) antitest (laboratériumunkban hibridéma-mddszerrel eldallitott antitest) 1:300
higitasaval inkubdltuk 4 °C-on egy €jszakdn at. A primer antitestet a blokkold oldatban
higitottuk. Az inkubécids id6 leteltével a kultdrdkat 6tszor 5 percig mostuk PBS-ben, majd
biotinildlt 16 anti-egér IgG-vel (Vector) inkubdltuk Oket szobahdmérsékleten 45 percig. A
masodlagos antitestet 1:300 higitdsban hasznaltuk és PBS-ben higitottuk. A nem kotodott
madsodlagos antitesteket Otszori 0,1% Triton X-100-PBS-es mosdssal tdvolitottuk el. A
mintdkhoz ezutidn streptavidinnel konjugilt Alexa-546-ot (Molecular Probes, Eugene, OR,
USA) adtunk és 30 percen 4t inkubdltuk szobahdmérsékleten. A streptavidin—Alexa-546
konjugatumot 0,1% Triton X-100-PBS-ben higitottuk, és 1:100 ardnyban haszndltuk. A
sejtmagokat 1 pg/ml koncentracidjud, 0,1% Triton X-100-PBS-ben higitott DAPI-val festettiik
30 percen it szobahOmérsékleten. A festést kovetden a fed6lemezeket 5x mostuk 0,1% Triton
X-100-PBS-sel, és a fluoreszcens festékek gyors kiégését gatlé (tn. ,,antifade”) fedéanyaggal
(Vector) fedtiik le. A felvételeket Zeiss Axiolab fluoreszcens mikroszképra szerelt Zeiss

Axiocam digitalis kameraval készitettiik.

3.17. PARP-aktivitas in situ kimutatasa

A PARP aktivitdsdnak in situ kimutatasidt a Bakondi és mtsai. [91] kozleményében
olvashat6 protokoll alapjan végeztiik, kisebb modositasokkal. Az enzim aktivitasat 30 pl-es,
24-lyuku plate-be helyezett 10 mm atmérdji iiveg feddlemezekre cseppentett kultirakon
mértilk. A megfeleld kezeléseket kovetéen a kultirdk eredeti tipoldatit PARP reakcid-
pufferre (56 mM HEPES, pH 8.0; 28 mM KCI, 28 mM NaCl, 2 mM MgCl,) cseréltiik,
amihez kozvetleniil a felhasznalds el6tt 0,01% digitonint és 12,5 uM biotinilalt NAD"-ot
(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) adtunk. 37 °C-on, CO,-termosztitban torténd, 1 éra
hosszdig tart6 inkubdldst kdvetden a kultirdkat 10 percen at jéghideg 10% triklérecetsavban
fixaltuk, majd tjabb 10 percig —20 °C-on abszoliit etanolban tartottuk Oket. A fix4lds utén a
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kultdirakat 10 percen 4t PBS-ben mostuk, majd 0,1% Triton X-100—PBS-ben permeabilizaltuk
a sejteket 20 percig. A permeabilizdlist kovetden az aspecifikus kothelyek blokkoldsat 30
percig tartd, PBS-ben oldott 1% BSA-ban végeztiik. 0,1% Triton X-100-PBS-es mosés utdn a
beépiilt biotint streptavidin—Alexa-546 konjugitum hozzdaddsdval mutattuk ki, 30 perces,
szobahOdmérsékleten torténd inkubdldst kovetden. A konjugidtumot 1:100 higitdsban
hasznaltuk, és 0,1% Triton X-100-PBS-ben higitottuk. A sejtmagok DAPI-s festését és a

mintdk fedését az el6z6ekben leirtakkal megegyez6 médon végeztiik.

3.18. A sejtek NAD-tartalmanak meghatdarozasa

A vizsgalatokat 6-lyuku plate-ekben tenyésztett, 100 pl kiinduldsi sejtszuszpenzidbol
Iétrehozott kultirdkon végeztiik a Bakondi és mtsai. kozleményében [92] leirt mddszer
alapjan, amit sajat kisérleteinknek megfeleléen médositottunk. A HD-kulttirdkat a megfeleld
kezelések utan 0,5 N HCIOy4-val tartuk fel, amit 3 M KOH/125 mM Gly-Gly-pufferrel (pH
7,4) allitottunk le. A mintdkat 10 000 xg-vel 5 percen at centrifugdltuk, és a tovabbiakban a
feliiliszot hasznaltuk, amit megfeleld mennyiségli reakcideleggyel (61 mM Gly—Gly-puffer,
pH 7.4; 0,1 mM MTT, 0,9 mM fenazin-metoszulfat, 13 egység/ml alkohol-dehidrogendz, 100
mM nikotinamid és 5,7% etanol) kevertiink 6ssze. Az 560 nm-en mérhetd fényelnyelést
kozvetleniil a reakcidelegyek Osszemérése utdn és 10 perc leteltével is megmértiik. A
kultdrakban mérheté NAD" mennyiségét ismert koncentraciéji NAD'-standardok eredményei
alapjdn megrajzolt standard gorbe alapjan szdmoltuk ki. A méréseket 5 fiiggetlen kisérlet
soran, kisérleti csoportonként 10 minta meghatdrozasdval végeztiik. Az adatokat statisztikai

szempontbdl Student-féle kétmintds #-préba segitségével elemeztiik.
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4. Eredmények
4.1. A porcosodé HD-kulturak Ca’*-homeosztazisanak vizsgalata

4.1.1. A kontroll kériilmények kézo6tt tenyésztett kulturdk sejtjeinek szabad cytosol

Ca**-koncentrdcidja jellegzetes mintdzatot kévet a differencidlédds sordn

Kisérleteink kezdetén kiilonboz6 kord (0-6. napos) kultirdkat toltottiink fel Fura-2
kalciumérzékeny fluoreszcens festékkel. A toltést a kicseppentést kovetd 2. rdban, illetve ezt
kovetéen mindennap ugyanabban a napszakban végeztiikk, normal (1,8 mM Ca**-tartalmi)
Tyrode-oldatban. A cytosol szabad Ca2+—szintjét mind az erdsebben, mind a gyengébben
vilagit6 (a Fura-2 festéket nagyobb, illetve kisebb mennyiségben felvett) sejtekben
megmértiik, de a kétféle sejtpopulacié értékei kozott nem taldltunk eltérést. Méréseink soran
csak azokat a kerekded, chondrocyta-morfologidju sejteket vizsgéltuk, melyek a porcosodd
sejtcsomok belsejében helyezkednek el. A kultdrdk szélén és felszinén 1évo, nytdlvanyos
fibroblast-jellegli sejteket, valamint a szintén a felszinen taldlhatd, er6sen megnyult fenotipust
mutatd izomsejteket kizartuk a mérésekbol. A fenti kiillonbségtételre természetesen csak a 2.
naptdl nyilt lehetdségiink: a tenyésztés 0. és 1. napjan a telepek kizdrélag nyudlvanyos
morfoldgidji mesenchymalis sejtekbdl dllnak, de ekkor is a telepek belsejében levd sejteket

vizsgéltuk.

A Kkiilonboz6 kord kultirdk sejtjeinek cytosol Ca**-koncentraciéjat 5 fiiggetlen mérési
sorozatban megmérve egy érdekes, a differencidciéval parhuzamosan valtozé mintdzatot
figyeltink meg (4.1. dbra). A fiatal (0. napos) tenyészetek sejtjeiben a kalciumszint
viszonylag alacsony (~75 nM) koriili értékeket mutat, kis szérdssal. A kalciumkoncentracid
ezt kovetden a differencidcié eldrehaladtdval parhuzamosan kismértékii emelkedést mutat,
majd a tenyésztés 3. napjin magas (mintegy 140 nM) cstccsal tetézik. Fontos
hangsilyoznunk, hogy a chondrogenikus sejtek nagy része a tenyésztés 3. napjan valik
véglegesen elkotelezetté [15]. Az ezen a napon tapasztalhatd relative nagy szords a kultirdk
sejtjeinek heterogenitdsdbol addédhat. A 4. naptdl kezdddden a Ca®*-koncentraci6 djra
alacsonyabb értékeket vesz fel, de mar nem esik vissza a differencidlédast megeldz6 szintre,
hanem tendencidjat tekintve magasabb (~100 nM) tartomdnyban marad. Ez arra utal, hogy a
differencidlt chondroblastok és chondrocytdk szabad cytosol Ca®*-koncentrdciéja kis

mértékben magasabb, mint a differencidlatlan chondrogenikus sejteké.
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4.1. dbra. A porcosodé mesenchymalis kultirak sejtjeiben mérheté cytosol Ca**-szint véltozdsa a tenyésztés
sordn. A Ca”*-koncentrécit Fura-2-vel toltott sejtekben hatdroztuk meg. A grafikonon 5 kisérlet adatainak
jellemzd tendencidjat abrazoltuk. Az dbrazolt pontok mindegyike 30 sejt intracellularis kalciumszintjének 4tlagat
mutatja, a hibasdvok az dtlag standard hibdjit (SEM) jelzik. Csillagok (*) mutatjdk az egymadst kdvetd napok
kozotti
szignifikdns (*P<0,01) valtozasokat.

4.1.2. A héromnapos kulturdk sejtjei periodikus Ca’*-oszcilldcickat mutatnak

A Ca**-oszcilldcikat Fluo-4-gyel feltoltott, 3 napos sejtekben vizsgéltuk, konfokalis
mikroszkép segitségével. A méréseinket csak normdl (1,8 mM) Ca**-koncentraciéji Tyrode-
oldatban végeztiik. A megfigyelt sejtek mintegy 75%-a spontdn, mindenféle kiils6 behatds
nélkiil periodikus Ca**-oszcillicidkat mutatott (4.2. dbra). A rogzitett oszcilldciok mind
frekvencidjukat, mind pedig amplitiddjukat tekintve széles hatdrok kozott valtoztak. A
frekvencia atlagos értéke 4+1,2 min~' koériilinek adédott, a maximum amplitidok 15-20%-kal
voltak magasabbak az atlagos nyugalmi fluoreszcencia-intenzitdsnal (4.3. és 4.4. dbra).
Oszcilldcidkat a tenyésztés egyéb napjain is detektdltunk, ezeket azonban alaposabb
analizisnek egyeldre nem vetettilk ald. Lényegesnek tartjuk megjegyezni, hogy ezek a
vizsgélatok pusztin a jelenség leirdsara korldtozodtak és a Ca**-oszcillacidk kialakuldsanak
mechanizmusarél semmit sem mondtak. A kozeljovoben tovabbi, részletesebb vizsgalatokkal
kivanjuk feltérképezni a differencidlodé sejtekben megfigyelt kalcium-oszcillaciok

természetét.

51



4.2. dbra. Spontan Ca**-tranziensek 3 napos HD-kultirakban. A méréseket Fluo-4-gyel feltoltott sejteken
végeztiik. A fluoreszcencia-intenzitds véltozasait 50 sec intervallumon keresztiil rogzitettiik.
A reprezentativ dbra egy sejtrol késziilt x—y analizis eredményeit mutatja.
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atlagos fluoreszcencia-intenzitas

4.3. dbra. A fenti, x—y analizissel vizsgalt sejten mérhetd atlagos fluoreszcencia-intenzitas
idobeli valtozdsainak regisztratuma. Reprezentativ rekord.
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4.4. dbra. Egy reprezentativ Ca**-tranziens line-scan analizissel rogzitett rekordja 3 napos,
Fluo-4 kalciumérzékeny festékkel feltoltott sejten.

4.1.3. Adifferencidlédds sordn a HD-kulturdk sejtjeiben mérheté megemelkedett

cytosol Ca**-koncentrdcid forrdsa els6sorban az extracelluldris tér

Miutan sikeriilt megfigyelniink, hogy a differencidléddssal parhuzamosan jelentds és
jellegzetes intracelluldris Ca**-koncentricivaltozdsok figyelheték meg a HD-kultirdk
sejtjeiben, a kalcium-homeosztazis felderitésének elsé 1épéseként a differencidlédds napjan
megemelkedett cytosol kalciumkoncentracié forrdsat kivantuk azonositani. ElsOként azt
vizsgéltuk, milyen hatdssal van a porcdifferencidcidra az extracelluldris térség szabad Ca-
ionjainak megkotése. Erre a célra egy Ca**-keldtort, EGTA-t hasznéltunk, ami az irodalomban
is elfogadott mddszernek szamit [93]. Az EGTA-t ekvimoldris mennyiségben kivantuk
alkalmazni, ehhez azonban meg kellett hatdroznunk a 10% FBS-sel kiegészitett F12-tapoldat
Ca2+—koncentréciéjét. A méréseket atomabszorpcids spektrometridval (AAS) végeztilk, és
eredményeink alapjdn (4.1. tdbldzat) a sejtek tenyésztéséhez haszndlt tapfolyadék

kalciumtartalma mintegy 0,8 mM-nak (0,78 mM) adddott.

4.1. tabldzat. A 10% FBS-sel kiegészitett F12-tdpoldat kalciumtartalma AAS-mérések alapjan

Ca-koncentracié (mM)

1. mérés 0,728
2. mérés 0,833
3. mérés 0,791
Atlag + SEM 0,784 + 0,0305

A kiils6 kozeg Ca-ionjainak megkotésére az EGTA-t ekvimoldris (0,8 mM)
koncentraciéban adtuk a sejtek tipkozegébe a tenyésztés 2. €s 3. napjan, 12 6ra idStartamra. A

12 6ras kezelések bizonyultak hatdsosnak: ha a kultirdkat hosszabb idére tettiik ki az EGTA
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hatdsdanak, a tenyészetek felusztak és elpusztultak. A magasabb (5 mM) koncentricidji
EGTA-kezelések szintén hasonld hatdssal voltak a kulttirdkra. Varakozdsainknak megfeleléen
EGTA hatésara jelentdsen (mintegy 60%-kal) csokkent a sejtekben mérheté szabad cytosol

Ca2+—k0ncentréci(’), mindkét kisérleti napon (4.5. dbra).
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4.5. dbra. Szabad cytosol Ca®*-koncentraciék kontroll koriilmények kozott és 12 6ras EGTA-kezelést kapott
kultdrak sejtjeiben. A méréseket Fura-2 fluoreszcens festékkel feltoltott sejteken végeztiik, kozvetleniil a
kezelések utdn. A diagram 5 kisérlet adatai alapjan a jellemzd tendencidt mutatja. Az oszlopok mindegyike 30
sejt intracelluldris kalciumkoncentracidjanak atlagat dbrdzolja, a hibasavok az atlag standard hibajat (SEM)
jelzik. Csillagok (*) mutatjdk
a kezeletlen és a kezelt csoportok kozotti szignifikdns (*P<0,01) kiilonbségeket.

A 12 6rds EGTA-kezelések nemcsak a sejtekben mérhetd szabad Ca**-koncentraciét
csokkentették le, hanem a 6. tenyésztési napon vizsgilt, metakromdzidsan festédod
porcteriiletek nagysdga is dramai mértékben alulmaradt a kezeletlen kontrollokhoz képest
(4.6. dbra), és csak néhiany DMMK-pozitiv csomét tudtunk megfigyelni. A 2. napon
erdteljesebb gitldhatdst tapasztaltunk, mint a 3. napon: a kontroll kultirdkban képzdodott
metakromdzidsan festdd0 porcmatrix mennyiségéhez képest csak 9, illetve 17%-ot
detektéltunk a tenyésztés 6. napjan végzett DMMK- és TK-festésekkel. Ha az EGTA-t a 4.
napon vagy azt kovetden adtuk a kultirdk tdpfolyadékdhoz, nem tapasztaltunk gatl6hatast

(nem ko6z0olt adatok).
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4.6. abra. EGTA hatisa a metakromazids festéssel kimutathaté porcmatrix-termelésre. A felvételek 5 kisérlet
adatai koziil a jellemzd tendencidkat mutatjak. A kultdrdkat 3% ecetsavban oldott DMMK-kel festettiik. Az
eredeti nagyitds 4x volt. A zaréjelben szerepld adatok az erdsen szulfatdlt GAG-okhoz kot6dott, majd abszolut
etanol és 8% sodsav elegyével a kultirdkbol visszaoldott TK-t tartalmazé mintdk 625 nm-en mért optikai
denzitasanak (ODyg,s) értékei
+5%. A szdmadatok kisérleti csoportonként 10 minta dtlagértékei. A kisérleti csoportok kontrollhoz
viszonyitott szignifikdns (¥*P<0,01) véltozasait csillagok (*) mutatjak. Skéla: 500 pm.

A Ca-ionok megvonasanak porcmatrix-termelésre kifejtett negativ hatasat molekularis
bioldgiai mddszerekkel is megvizsgaltuk. A porcdifferenciacié mértéke a chondrogenezis
mestergénjének tekintett sox9 expresszidjdnak monitorozdsaval j6l nyomon kovethetd, mig a
matrixtermelés az egyik f6 komponens, az aggrekan tengelyfehérjéjét kédolo gén atirdsanak
vizsgalataval itélheté meg. Kimutattuk, hogy EGTA hatdsdra mindkét markergén mRNS-
expresszidja jelentds csokkenést mutatott a kezeletlen kontroll kultirdkhoz képest mind a 2.,
mind pedig a 3. napon (4.7. dbra). A sox9 expresszidjadnak a kontrollhoz képest alacsonyabb
mértéke arra utal, hogy a szabad Ca-ionok extracelluldris térbdl valé elvondsa gitolja a
porcdifferencidciot. Aldtdmasztja ezt az elképzelést az aggrekdn tengelyfehérje mRNS-
expresszidjanak alacsony szintje, és a 6. napon vizsgdlt érett porckultirdkban megfigyelhetd

csokkent matrixfestodés is.

A chondrogenezis szempontjdbol fontos markergének mRNS-expresszids
mintdzatdnak valtozdsdhoz hasonléan a Sox9-fehérjeexpresszié is hasonld tendencidkat
mutatott a 12 6rds EGTA-kezelés hatasara (4.8. dbra). Megfigyeltiik, hogy a 2. napon EGTA
hatdsara csokkent a Sox9 fehérje Western blottal kimutathaté mennyisége, azonban a 3. napon
tobb kisérletet elvégezve sem taldltunk hasonlé valtozdsokat. A Sox9 chondrogenezis
szempontjabol aktivabb, foszforildlt formdajanak szintjét az extracelluldris Ca-ionok
megkotése azonban kiilonosen a 3. napon csokkentette jelentds mértékben. Mindezek az
eredmények arra utalnak, hogy a 6. napon megfigyelt csokkent matrixtermelés a porcos
differencidlodds Sox9-dependens gatldsanak kovetkezménye lehet, de a Ca2+—jela’1tvitel
mechanizmusa val6észiniileg kiilonbozik a tdlnyomodrészt még csak éppen differencidlédasnak
indult (2 napos), és a végleges elkotelez6dés fazisaban levé (3 napos) chondrogenikus

sejtekben.

55



napok napok napok
2 3 2 3 2 3

kontroll | wes s g oI e
oD 1 1 1 1

SEGTA | v s | [2on e | [ 9

oD 0,56 0,57 041 047

aggrekan sox9 GAPDH
430 bp 381 bp 556 bp

4.7. dbra. EGTA-kezelés hatdsa a chondrogenezis nyomon kovetésére hasznalt markergének expresszidjara.
Az RT-PCR-reakcidkhoz GAPDH-t haszndltunk kontrollként. Az optikai denzitds (OD) értékeit
a megfeleld kontroll kultdrdk értékeire normalizdltuk. Az dbran szerepld eredmények 5 kisérlet
eredményei koziil a jellemz6 tendencidt mutatjik.

2.nap 3.nap
kontroll +EGTA kontroll +EGTA
Sox9
62 kDa -~ - —
oD 1 0,2 1 1,94
p-Sox9 | - | | ——
OD 1 0,84 1 0,06

4.8. dbra. A chondrogenezisben kulcsfontossagu szerepet betoltd Sox9 transzkripcids faktor
fehérjeexpresszidjanak és foszforilaltsigdnak valtozdsa 12 6ras EGTA-kezelés hatdsara. Az optikai denzitds
(OD) értékeit a megfeleld kontroll kulttirdk értékeire normalizdltuk. Az dbrdn szereplé eredmények 5 fiiggetlen
kisérlet adatai koziil
a jellemz6 tendencidt mutatjak.

4.1.4. A chondrogenikus sejtek cytosol Ca’*-koncentrdcidjénak megemelése kettds

hatast valt ki

Miutan lattuk, hogy az extracelluldris Ca-ionok megkotése jelentdsen csokkenti a
cytosol kalciumkoncentraciét, ami valdsziniileg a chondrogenezis programjanak gatlasdhoz
vezethet, kivdncsiak voltunk arra, vajon mi torténik az ellenkezd esetben: milyen hatdsai
lehetnek a szabad cytosol Ca”*-koncentraci6 megemelésének? Ezért tovabbi kisérleteink sordn
a sejteket az A23187 kalcium-ionoforral kezeltiikk. Az A23187 egy karrier-tipusu ionofor, ami
kettds pozitiv toltésti ionokat (fizioldgiai koriilmények kozott elsdsorban Ca-ionokat) juttat at

a biol6giai membranokon elektrokémiai gradiensiiknek megfelel6 irdnyban. A kisérleteket 1,8
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mM kalciumkoncentriciéju kozegben végeztiikk, €s mivel a koncentricio-gradiens ilyen
koriilmények kozott a cytosol irdnydba mutatott, ionofor hatdsdra a sejtek intracelluldris Ca*-

koncentraciéja megemelkedett.

Az A23187-et két koncentracidban (0,1 é€s 5 mg/l) hasznaltuk, és a tenyésztés 2. és 3.
napjan 1-1 oran keresztiil kezeltik vele a kultdrdkat. Ennél alacsonyabb (0,01 mg/l)
koncentraciéji ionofor alkalmazasdval semmiféle valtozdst nem tudtunk detektdlni, mig
magasabb (10 mg/l) koncentricié esetén a kultirdk rovidesen felvaltak az aljzatrél és
elpusztultak. A 4. naptdl egyik ionofor-koncentricié sem okozott szdmottevd vdltozdst a
porcképz6dés mértékét tekintve (nem kozolt adatok). Varakozasainknak megfeleléen az
ionofor-kezeléseket kovetden a szabad cytosol Ca’*-koncentraciot megmérve mindkét
koncentracié esetében a kezeletlen kontrollhoz képest magasabb értékeket detektdltunk (4.9.
dbra). A 0,1 mg/l koncentraciéban alkalmazott ionofor a kontroll esetében mérhetd értékeknél
mintegy 25%-kal, mig az 5 mg/l koncentricidju A23187 koriilbeliil 50%-kal magasabb

. L. 2 2 sz <
intracelluldris Ca™"-koncentrdciét eredményezett.
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4.9. dbra. A HD-kultdrdk sejtjeiben mérhetd szabad cytosol Ca’*-koncentrécick kontroll koriilmények kozott és
1-1 6rds A23187 Ca**-ionofor-kezelést kvetden. A méréseket Fura-2 kalciumérzékeny festékkel feltoltott
sejteken végeztiik, kozvetleniil a kezelések utdn. A diagramon 5 kisérlet adatai alapjan a jellemz6 tendencia

lathat6. Valamennyi oszlop 30 sejt intracelluldris kalciumkoncentracidk atlagat dbrdzolja, a hibasdvok az atlag
standard hibdjat (SEM) jelzik. A kezeletlen €s a kezelt csoportok cytosol kalciumkoncentracidja kozotti
szignifikdns (*P<0,01) kiilonbségeket csillagokkal (*) jeloltiik.

Mig az EGTA-kezelések kovetkeztében mérhetd alacsonyabb cytosol Ca**-szinttel

parhuzamosan csokkent porcképzddést detektéltunk a 6. tenyésztési nap végére, a citoplazma
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kalciumkoncentricidjanak megemelése ennél ellentmonddsosabb hatdssal volt a
chondrogenezisre. A kétféle koncentridcidban alkalmazott ionofor-kezeléseket kovetden
ugyanis éppen ellenkez6 hatdsokat figyeltiink meg (4.10. dbra). A kisebb koncentraciéju (0,1
mg/l) A23187-kezelések utdn szignifikdnsan fokozottabb matrixtermelést detektaltunk a 6.
napon. Ez az erdteljes porcképzddést serkentd hatds még kifejezettebb volt, ha a 0,1 mg/l
koncentraci6ju A23187-kezelést a 3. napon végeztik el; ekkor a kezeletlen kontroll
kultirdkhoz képest tobb mint 50%-kal tobb matrixot detektaltunk. A kultirdk nemcsak sikbeli
kiterjedésiikben, hanem vastagsagukat tekintve is terebélyesebbé valtak. Ezzel szemben, ha a
kultdrdkat a magasabb (5 mg/l) koncentrici6ji ionoforral kezeltikk 1 6rdn 4t, a 6. napra
jelentésen visszaesett a matrixtermelés mértéke (4.10. dbra). Kiilonosen akkor lattunk
kifejezett gatlohatast, ha a kezelést a tenyésztés 2. napjan végeztiik el: ekkor a kezeletlen

kontroll kultirdk matrix-mennyiségének csupan mintegy 35%-at tudtuk kimutatni.
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&

o N
+0,1 mg/1 A23187  +5mg/l A23187

3.nap 3.nap
(OD 625=1 53 %*) (OD 625=62 %*)

4.10. dbra. A23187 Ca**-ionofor hatdsa a metakromazias festéssel kimutathaté porcmatrix-termelésre. A
felvételek 5 kisérlet adatai koziil a jellemzd véltozdsokat mutatjdk. A kultirdk festését 3% ecetsavban oldott
DMMK-kel végeztiik. Az eredeti nagyitds 4x volt. A zardjelben szerepld értékek az erésen szulfatalt GAG-

okhoz kotédott, majd abszoliit etanol és 8% s6sav elegyével a kultiirakbol visszaoldott TK-t tartalmazé mintak
625 nm-en mért optikai denzitdsdnak (ODg,s5) adatai +6%. Az adatok csoportonként 10 minta atlagit mutatjdk.
Csillagokkal (*) jeloltiik a kisérleti csoportok kontrollhoz viszonyitott szignifikdns (*P<0,01) valtozdsait. Skéla:
500 pm.

Az EGTA-kezelések molekularis szinti hatasanak felderitéséhez hasonléan RT-PRC

és Western blot analiziseket végeztiink az A23187 Ca**-ionoforral kezelt kultdrakon (4.11. és
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4.12. dbra). A kisebb, 0,1 mg/l koncentracidju ionofor hatdsara mind a Sox9-et, mind pedig
az aggrekan tengelyfehérjéjét kodolé gén mRNS-e fokozott expressziét mutatott (4.11. dbra),
ami Osszhangban van a 6. napon megfigyelt erdteljesebb matrixtermeléssel. A magasabb (5
mg/l) koncentraciondl a kapott eredmények azonban nem egyértelmiiek: ekkor ugyanis — a 6.
napra erételjesen lecsokkent matrixképzddéssel ellentétben — a sox9 esetén nem tapasztaltunk
csokkenést, mig a Sox9 mRNS-expresszidja kismértékben csokkent. Ezek alapjan
valdszintsithetjilkk, hogy a magasabb koncentraci6ji ionoforral kezelt kultirdkban a

porcmatrix képzddésének erdteljesen lecsokkent volta nem a Sox9-utvonal valtozdsaival

magyarazhato.
napok napok napok
2 3 2 3 2 3
kontroll el dlft. K |
oD 1 1 1 1

+0,1 mg/1
A23187 |- S —-—— D

oD 3,02 2,06 1,99 1,38

+5mg/l —
A23187 o || —— | - -
oD 1,11 0,93 1,85 1,18
aggrekan S0x9 GAPDH
430 bp 381 bp 556 bp

4.11. dbra. A23187 Ca**-ionofor-kezelés hatdsa a porcképzdés monitorozasdra hasznalt markergének
expresszidjira. Az RT-PCR-reakciok kontrolljaként GAPDH-t haszndltunk. Az optikai denzitds (OD) értékeit a
megfeleld kontroll kultirdk értékeire (1,0) normalizaltuk. Az dbran szerepld eredmények 5 kisérlet eredményei

koziil a jellemzd valtozdsokat mutatjdk.

A Sox9 fehérje mennyiségének vizsgélata sem oldotta fel a fenti ellentmondast (4. 12.
dbra). A Western blot analizisek eredményeibdl az deriilt ki, hogy a 2. tenyésztési napon —
varakozdsainkkal ellentétben — a magasabb koncentrdcidji ionofor-kezelést kdvetden nott
meg a Sox9 fehérje mennyisége és foszforildcids szintje, mig a kis koncentracidju kezelés
hatdsdra mindkét esetben épp ellenkezd valtozast: csokkenést tapasztaltunk a kezeletlen
kontroll kultirdkhoz képest. A 3. napon csak a foszfo-Sox9 vdltozdsai dllnak Osszhangban
korabbi megfigyeléseinkkel: a kis koncentracidju ionoforral torténd kezelés hatdsara csekély
mértékben ugyan, de nétt a foszforilélt fehérje szintje, mig az 5 mg/l koncentracié erdteljesen
csokkentette azt. A nem foszforildlt fehérje mennyisége azonban ugyanolyan valtozasi
tendencidt mutat mindkét koncentriciéji Ca**-ionofor kezelést kovetden. Ezek az
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eredmények is alatdmasztjak a fenti feltételezésiinket, miszerint ezek a valtozdsok minden
bizonnyal nem a Sox9-ttvonalon keresztiil nyilvdnulnak meg. A cytosol Ca2+—szintjének
kalcium-ionoforral torténd megemelése és a porcdifferencidcié szabalyozdsa kozotti kapesolat

pontos mibenlétét tovabbi kisérletekkel szeretnénk vizsgélni.

2. nap 3. nap

+A23187 +A23187 +A23187 +A23187

kontroll 1 mg/1 5 mg/ kontroll (1 mg/1 5 mg/!1

Sox9 -

62 kDa d_ e -

oD 1 0,11 3,09 1 4,34 3,57

p-Sox9 - - e .
oD 1 0,36 6,33 1 1,17 0,29

4.12. dbra. A chondrogenezist irdnyité Sox9 fehérjeexpresszidjanak és foszforilaltsagi szintjének véltozasa
A23187 kalcium-ionoforral torténd 1 6rds kezelés hatdsara. Az optikai denzitas (OD) értékeit a megfeleld
kontroll kultirdk értékeire (1,0) normalizaltuk. Az dbran szerepld eredmények 5 fiiggetlen kisérlet adatai koziil
a jellemzo6 véltozasokat mutatjak.

4.1.5. A chondrogenikus sejtek belsé raktdrai tartalmaznak bizonyos mennyiségli
kalciumot, de ez nyugalmi kériilmények kézétt nem befolydsolja

jelentésen a sejtek Ca**-homeosztdzisdt

Miutan megvizsgaltuk, hogy a HD-kultirdk chondrogenikus sejtjeinek cytosol szabad
Ca**-szintje érzékenyen fiigg a kiils6 tér kalciumkoncentrciéjatdl, kivancsiak voltunk arra is,
hogy a belsé kalciumraktirak (elsésorban az endoplasmaticus retikulum) milyen szerepet

jatszanak a nyugalmi Ca”*-koncentraci6 kialakitdsaban.

Elséként a belsd raktarak toltottségét vizsgaltuk. Ismeretes, hogy az endoplasmaticus
retikulum ciszterndiban raktdrozott kalcium dinamikus kapcsolatban 4ll a cytosol Ca*'-
tartalmdval: a nagy koncentricié-gradiens kovetkeztében a raktirozott kalciumionok spontan
moédon, a membranban elhelyezkedd Ca’*-csatorndkon keresztiil a citoplazmaba tavozhatnak,
ahonnan aktiv pumpamechanizmusok (példdul a mar emlitett SERCA) juttatjdk vissza a
kalciumot a raktirakba. A Ca®*-ATPiz mitkodése rendkiviil fontos a raktdrak toltottsége
szempontjabdl, igy ha a pumpéat gatoljuk, az ER ciszterndibdl a kalciumionok a cytosolba
iiriilnek, ahol a Ca**-szint dtmeneti emelkedése figyelheté meg. Kisérleteinkhez a SERCA
egyik inhibitordt, a ciklopiazonsavat (CPA) hasznaltuk, és a méréseket 3 napos sejteken

végeztilk. Kalciumméréskor a CPA-t mikrokapillarissal juttattuk az éppen vizsgalt sejt
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kozvetlen kozelébe. Mivel a CPA-t kalciummentes Tyrode-oldatban higitottuk a kivant 10
puM koncentréaciora, a mérés megkezdése elott a sejtek kozelébdl kalciummentes Tyrode-oldat
lokdlis alkalmazésdval el kellett tdvolitanunk a vizsgdlatainkat zavar6é szabad Ca**-ionokat.
Megfigyelhetd, hogy a szabad cytosol Ca**-koncentraci6 milyen érzékenyen reagil az
extracelluldris kalciumionok eltdvolitdsdra: a kiinduldsi, mintegy 140 nM-os értékrdl révid id6
alatt ~120 nM-os értéken stabilizdlédik, ami megint csak arra hivja fel a figyelmet, hogy a
HD-kultirdk mesenchymalis sejtjeinek Ca**-homeosztazisa érzékenyen filigg az extracelluldris
térség kalciumkoncentracidjatol (4.13. dbra). A CPA-t mintegy 8 percen 4t adagoltuk.
Koriilbeliil 2 perc elteltével a cytosol kalciumkoncentricidja lassi emelkedésbe kezdett, ami
egyértelmilen arra utal, hogy a sejtek endoplasmaticus retikuluma — bar nem tdl nagy
mennyiségben, de — kalciumraktarként is funkciondl. Mindazonaltal a regisztratum lefutiasabol
azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy egyrészt az ER ciszternai nem tartalmaznak til sok

kalciumot, masrészt a szivargds liteme nem tdl nagy (4.13. dbra).

250 ¢
_ 200 |
=
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:t_‘._
8 100 | 10 .M CPA (100-600 sec)

50 F kalciummentes Tyrode

(20-620 sec)
O 1 1 1 ]

0 250 500 750 1000
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4.13. dbra. Ciklopiazonsav (CPA) hatdsa a 3 napos HD-kultirak sejtjeinek szabad cytosol Ca2+-k0ncentréci(’)jéra.
A CPA-t kalciummentes Tyrode-ban oldottuk. Az dbrdn szerepld reprezentativ regisztratum 5 fiiggetlen kisérlet
sordn mért 30 sejten megfigyelt valtozasi tendencidt mutatja.

A regisztratumon az is lathatd, hogy a CPA adagoladsat kovetden, az extracelluldris
térség kalciumkoncentriciéjanak (1,8 mM) visszadllitdsakor egy hatdrozott Ca**-tranziens
jelent meg (4.13. dbra). A cytosol Ca**-koncentriciGjnak &tmeneti megemelkedése a
raktdrak d4ltal irdnyitott kalciumbelépés (SOCE) jelenségének tulajdonithatd: a raktirak
kimeriilése valamilyen, eddig altalunk részleteiben nem vizsgalt folyamaton keresztiil gyors

Ca**-bedramlést indukalt, s az igy belépett kalciumionok rovidesen feltehetdleg a raktirakba
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keriiltek. A folyamat 1épéseit tovabbi kisérletekkel szeretnénk tisztazni, jelen munka keretein

beliil csak a jelenséget figyeltiik meg.

Ahhoz, hogy megdllapithassuk, hogy a differencidlédds napjan megfigyelt
megemelkedett cytosol Ca2+—k0ncentréciéja’1nak kialakitdsaban a bels6 raktarakban tarolt
kalciumionok is szerepet jatszanak-e, tovabbi kisérleteket végeztink. A CPA-t nemcsak
kalciumméréskor és rovid (~10 perc) ideig adagoltuk a sejtekhez, hanem bizonyos kultirdkat
a 2., illetve a 3. tenyésztési napon 12 6rdn at CPA folyamatos jelenlétében tenyésztettiink.
Noha ennek a meglehetdsen hosszi ideig tartd gatldsnak minden bizonnyal teljesen ki kellett
iiritenie a belsd raktarakat, mégsem lattunk valtozdst a 6. napon a képzdédott porcmatrix
mennyiségét tekintve (4.14. dbra). A kezeléseket kovetden a cytosol szabad Ca®*-
koncentricidja kismértékben, de nem szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a kezeletlen

kontroll kultirdk sejtjeiben mérhetonél (4.15. dbra), ami bizonyara az imént emlitett SOCE-

utvonalak aktivalédasanak kovetkezménye.

kontroll +CPA 2. nap +CPA 3. nap
(OD,5=100 %) (OD,5=97 %) (OD,5=102 %)

4.14. dbra. 12 6ras ciklopiazonsav-kezelés hatdsa a metakromazids festéssel kimutathaté porcmatrix-termelésre.
A felvételek 5 kisérlet adatai koziil a jellemzd tendencidkat mutatjak. A kultdrdk festését 3% ecetsavban oldott
DMMK-kel végeztiik. Az eredeti nagyitds 4x volt. A ziréjelben szerepld adatok az erdsen szulfatdlt GAG-okhoz
kotédott, majd abszolit etanol és 8% sdsav elegyével a kultirdkbol visszaoldott TK-t tartalmaz6 mintdk 625 nm-
en mért optikai denzitdsanak (ODg,s) adatai + 7%. A szamértékek csoportonként 10 minta 4tlagat mutatjak.
Skéla: 500 pm.

Ha a 12 6ras CPA-kezelést 0,8 mM EGTA jelenlétében végeztiik el a 2, illetve 3 napos
kultirdkon, a tenyésztés végét jelentdé 6. napon egydltalin nem tudtunk metakromaziis
porcteriileteket kimutatni (nem kozolt adatok). Ezek a megfigyelések is arra utalnak, hogy az
in vitro chondrogenezist rendkiviili mértékben kalcium-dependens folyamatok irdnyitjak: ha
ugyanis mind a bels6 raktarakbodl, mind pedig a kiils6 térbdl torténd Ca**-bedramldst gatoljuk,

a differencial6das teljesen elmarad.
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4.15. dbra. A HD-kultirdk sejtjeiben mérhetd szabad cytosol Ca**-koncentrécick kontroll kortilmények kozott és
12 6ras CPA-kezelést kovetden. A méréseket Fura-2 festékkel feltoltott sejteken végeztiik, kozvetleniil a
kezelések utdn. A diagramon 5 fiiggetlen kisérlet adatai alapjdn a jellemz6 tendencia lathaté. Valamennyi oszlop
30 sejt intracelluldris kalciumszintjének dtlagat dbrézolja, a hibasdvok az atlag standard hibajat (SEM) jelzik.

4.1.6. A HD-kulturdk sejtjei rianodinreceptort és IPs-receptort is expresszdlnak

A fentiekbdl kideriilt, hogy a chondrogenikus mesenchymalis sejtek belsd raktdrai
tartalmaznak bizonyos mennyiségli mobilis kalciumot. A raktirak Ca**-homeosztazisban
betoltott szerepének tovabbi vizsgalata soran arra voltunk kivancsiak, vajon milyen, a kalcium
felszabaditdsdban szerepet jatszé csatornafehérjék vannak jelen és funkciondlnak a sejtekben.
Els6ként a rianodinreceptorok expresszidjit vizsgiltuk. Mivel a teljes sejt-lizdtumokbodl
Western blot analizissel nem sikeriilt kimutatnunk a fehérje jelenlétét, ezért a 3 napos
kultirdkbol mikroszéma-frakcidt izoldltunk. A szepardlt ER-frakcidn elvégezve a Western
blot analizist csak meglehetdsen gyenge jelet kaptunk (4.16. dbra), ami viszonylag alacsony
szintli receptor-expressziora utal. A rianodinreceptorok funkcionalitidsat koffein adagoldsdval
vizsgaltuk. Kalciummérés sordn a vizsgdlt 3 napos sejtek kozvetlen kornyezetébe
mikrokapillaris segitségével koffeint adagoltunk. A rianodinreceptorok funkcionalitdsa esetén
a cytosol Ca2+—k0ncentréciéjénak megemelkedését vartuk volna, azonban a regisztraitumokon
egyik esetben sem kovetkezett be valtozds (4.17. dbra). A megfigyeléseink alapjan
feltételezziik, hogy bar a RyR — ugyan csak kis mennyiségben, de — jelen van a
chondrogenikus ~ mesenchymalis  sejtek  endoplasmaticus  retikulumdnak  bels6
membranrendszerében, nyugalmi koriilmények kozott valdsziniileg nem funkciondl, és igy
bizonydra nem jitszik fontos szerepet a szabad cytosol Ca”*-koncentriciéjinak

szabéalyozasaban.
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4.16. dbra. Rianodinreceptor-fehérjeexpresszié 3 napos HD-kulttirdkbdl izoldlt mikroszéma-frakcién. A Western
blot analizishez vdzizombdl szeparalt mikroszéma-frakciét hasznaltunk kontrollként, és az optikai denzitds (OD)
értékét is erre norméltuk. Reprezentativ adatok 3 fiiggetlen kisérlet adataibdl.
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4.17. dbra. Koffein hatdsa a 3 napos HD-kultdrak sejtjeinek szabad cytosol Ca**-koncentraciéjara. A koffeint
normal Ca**-tartalmi Tyrode-ban oldottuk. Az dbran szerepld reprezentativ regisztratum 3 fiiggetlen kisérlet
sordn mért 15 sejten megfigyelt tendencidt mutatja.

A RyR tanulminyozdsa utdn a szintén az ER membranjaban lokalizal6do Ca™*-
csatornaféleség, az IPs;-receptorok expresszidjat vizsgdltuk. Az IP;-R hdromféle izotipusa
koziil csak az 1-es tipusi receptor mRNS-ét sikeriilt kimutatnunk RT-PCR-reakcidkkal,
melynek expresszidja a tenyésztés — és a differencidlodds — elérehaladtaval egyre fokozddik
(4.18/a. dbra). Az 1P3-R fehérjét azonban — a RyR-hez hasonléan — csak a szeparilt
mikroszéma-frakciobodl sikeriilt detektilnunk Western-blot technikdval, és még ebben az
esetben is meglehetdsen gyenge jelet kaptunk (4.18/b. dbra). Az 1P3-R alacsony expresszidja
szintén aldtdmasztja az eddigieket: a chondrogenikus sejtek bels6 raktdrai valdsziniileg nem
jatszanak fontos szerepet a nyugalmi kalciumszint és a differencidloddskor megjelend

magasabb cytosol Ca**-koncentricié szabalyozasaban.
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A. RT-PCR reakci6 B. Western blot

napok IP,-R
standard 1-estipus

1 3 6
IP;-R, 1-es tipus
300 pp | - _——-— 203 kDa— —
oD 1 1,26 148

4.18. dbra. Az 1P;-receptor 1-es tipusinak mRNS- és fehérjeexpresszidja. A. A receptor mRNS-ének azonositasa
RT-PCR reakciéval. A reakcidk kontrolljaként GAPDH-t hasznaltunk (az dbrdn nem szerepel). Az optikai
denzitas (OD) értékeit az 1. napos kultirdk értékeire (1,0) normalizaltuk. B. A receptor fehérjeexpresszidjanak
vizsgélata 3 napos HD-kultirdkbdl izolalt mikroszéma-frakcion. Reprezentativ adatok 3 fiiggetlen kisérlet
adataibdl.

4.1.7. Az EGTA, az A23187 Ca**-ionofor és a CPA hatdsa a HD-kultirdk sejtjeinek

osztoddsi ratdjdra, mitokondridlis aktivitdsdra és tuléléképességére

Amint azt a porcdifferencidcidés modellek bemutatdsdndl is hangstlyoztuk, az in vitro
porcdifferenciacié 1épései nagymértékben fiiggenek a sejtszamtdl: ha a sejtek slirlis€ége nem
optimalis, nem alakulnak ki a megfeleld sejt—sejt és sejt—matrix kapcsolatok, és mivel a sejtek
differencialodasi programja zavart szenved, a 6. napra detektalhaté porcmatrix mennyisége is
lecsokken. Ennek megfelelden, ha a sejtek osztddési ratdja és/vagy mitokondrialis aktivitisa
(,,¢letképessége™), illetve az apoptotikus/nekrotikus sejthaldldnak iiteme moédosul valamelyik
kordabban alkalmazott vegyiilet hatdsara, a tenyésztés végén megfigyelt csokkent mértéki
porcképz6dés csupdn az alacsonyabb osztédasi, illetve magasabb sejtpusztuldsi rata

eredményeképpen kialakuld kisebb sejtszam kovetkezménye is lehet.

Elséként a sejtek osztodoképességét vizsgaltuk (4.19. dbra). A méréseket radioaktiv
izotoppal jelzett timidin beépiilésének monitorozdsaval, kdzvetleniil a kezeléseket kovetden
végeztiik, a 2. és a 3. napon. Megfigyelhetd, hogy a 12 6rds EGTA-kezelés hatdsdra a sejtek
osztoddsi ratdja mindkét napon drdmaian lecsokkent. Kiilondsen nagymértéki csokkenést
figyeltiink meg a 2. napi kezelések eredményeképpen: ekkor a kezeletlen kontroll kultirdkban
mérhetd értékek alig valamivel tobb mint 10%-at detektdltuk. Az ionofor két kiilonb6zd
koncentriciéja — varakozdsunknak megfeleléen - eltérd hatdssal volt a sejtek
osztodoképességére: a nagyobb, 5 mg/l-es koncentracidoban kismértékii, de nem szignifikans

csokkenést okozott, mig a kisebb (0,1 mg/l) koncentriciéban alkalmazva a 3. napon
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szignifikdnsan fokozta a sejtek proliferacigjait. A CPA egyik napon sem befolydsolta

jelentdsen a sejtek osztoddsi ratajat.
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4.19. dbra. EGTA, A23187 Ca**-ionofor és CPA hatdsa a HD-kultirdk sejtjeinek osztédoképességére. A sejtek
proliferacids ratajat H-timidin beépiilésének vizsgalataval monitoroztuk. A méréseket kozvetleniil a kezeléseket
kovetden végeztiik. Az dbrdn szerepld adatok 5 fiiggetlen kisérlet koziil a jellemz6 véltozdsokat mutatjak. Az
abrazolt értékek 10-10 kulttirdra vonatkozé 4tlagok a megfeleld kezeletlen kontroll kultirdkhoz viszonyitva, a
hibasdvok az atlag standard hibdjat (SEM) mutatjdk. Csillagok (*) jel6lik a kontrollcsoporthoz viszonyitott
statisztikailag szignifikdns (*P<0,01) kiilonbségeket.

A HD-kultdrak sejtjeinek mitokondridlis aktivitasat, ami az aktudlisan jelen 1€v6 sejtek
szamaval (,életképességével”) ardnyos, MTT kolorimetrids teszt segitségével vizsgaltuk
(4.20. dbra). A méréseket szintén kozvetleniil a kezelések utdn, a 2. és a 3. tenyésztési napon
egyardnt elvégeztiik. Lathatd, hogy — a proliferdcids teszt eredményeivel szoges ellentétben —
sem az EGTA, sem az ionofor nem befolyasolta érdemben a sejtek mitokondridlis aktivitasat.
A CPA - csakigy, mint a sejtek osztddoképességére — a mitokondridlis aktivitdsra sem volt

érdemleges hatdssal.
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4.20. dbra. EGTA, A23187 Ca**-ionofor és CPA hatdsa a HD-kultiirak sejtjeinek mitokondridlis aktivitdsara. A
sejtek mitokondridlis aktivitasat (,,életképességét”) MTT kolorimetrids teszt segitségével vizsgaltuk. A
méréseket kozvetleniil a kezeléseket kovetden végeztiik. Az dbran szerepld adatok 5 fiiggetlen kisérlet koziil a
jellemzd valtozasokat mutatjdk. Az abrazolt értékek 10-10 kultdrdra vonatkoz6 dtlagok a megfeleld kezeletlen
kontroll kultirdkhoz viszonyitva, a hibasdvok az 4tlag standard hibdjat (SEM) mutatjdk. Statisztikailag
szignifikdns (*P<0,01) valtozasokat nem tudtunk kimutatni.

A fenti tesztek azonban csak populdcids szintli vizsgalatok elvégzésére alkalmasak, s
az eredmények helyes interpretildsa nem mindig egyszerii. Ezért eddigi méréseinket
kiegészitendd mindkét napon FACS-vizsgalatokat is végeztiink, melyek sordn egyértelmiien
megitélhetdvé valt a nekrotizald sejtek ardnya (4.21. dbra). Az dramldsi citometrids vizsgélat
eldtt a sejteket propidium-jodiddal inkubéltuk, ami a nekrotizdlé sejtek DNS-éhez kotddve
szelektiven megjeloli azokat. Megfigyeltiik, hogy EGTA hatdsara a nekrotizal6 sejtek ardnya
is emelkedést mutat: a 2. napon a sejtek 10%-a, mig a 3. napon 9,1%-a jel616dott. Az ionofor
egyik koncentricidban sem okozott jelentds nekrotikus sejtpusztuldst: a kisebb, 0,1 mg/l
koncentracié esetén a 2. napon a sejtek 3,2%-a, a 3. napon 0,7%-a mutatott PI-pozitivitast,
mig az 5 mg/l koncentracié hatisiara ugyanezek a paraméterek rendre 1,8% €s 3,5% értéket
mutattak. Mivel a magasabb koncentracidju ionofor-kezelés jelentdsen gitolta a 6. napon
mérhetd porcmatrix-termelést, de voltaképpen egyik vizsgalt paramétert sem befolydsolta
érdemben, ezért megvizsgdltuk, vajon a sejtek apoptotikus ratdjara van-e valamilyen hatdssal.
A vizsgilatokat szintén aramldsi citometridval végeztilkk (4.22. dbra), a mérések elott a 3

napos kultirdk sejtjeit foszfatidilszerin-érzékeny annexin-reagens jelenlétében inkubdltuk.
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Megfigyeltiik, hogy az A23187egyik alkalmazott koncentrdcioban sem emelte meg a sejtek
apoptotikus ratdjat (rendre 0,1%, illetve 0,6% emelkedést detektaltunk).

A.2.nap B. 3. nap
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4.21. dbra. EGTA és A23187 Ca*-ionofor hatdsa a HD-kultirak sejtjeinek nekrotikus ratajdra. A vizsgalatokat
dramlési citometridval végeztiik, kozvetleniil a kezeléseket kovetden. Az dbran szerepld adatok 5 fliggetlen
kisérlet koziil a jellemzd véltozasi tendencidkat mutatjak. Az A panel 1. diagramjan lathaté szdmok a megfeleld
kvadransokban 1év§ sejtpopuldcidkra utalnak. 1-2: a propidium-jodidot felvett (nekrotikus); 3—4: propidium-
jodidot fel nem vett (é16) sejtek.
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4.22. dbra. A23187 Ca**-ionofor hatdsa a HD-kultdrak sejtjeinek apoptotikus ratajara. A vizsgélatokat aramldsi
citometridval végeztiik, kozvetleniil a kezeléseket kovetden a 3. napon. Az dbran szerepld adatok 3 fiiggetlen
kisérlet koziil a jellemzd valtozasokat mutatjdk. A diagramok kvadransaiban 1évo sejtpopuldcidkra eloszldsa a

fentiekhez hasonld, azzal a kiilonbséggel, hogy az 1-2. kvadrédns az annexin-pozitiv (apoptotikus), a 3—4.
kvadrans az annexin-negativ (€16) sejteket tartalmazza.
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4.1.8. A kalcineurin aktivitdsa és expresszioja érzékenyen reagdl

ez

Mivel a Ca**-szenzitiv protein-foszfatizok kozé tartozé kalcineurin a chondrogenezis
egyik fontos pozitiv reguldtora, megvizsgéltuk, vajon médosul-e, és ha igen, hogyan valtozik
a kalcineurin enzimatikus aktivitdsa és expresszidja, ha beavatkozunk a HD-kultirdk
sejtjeinek Ca**-homeosztazisiba. Elsként az enzimaktivits-méréseket végeztik el (4.23.
dbra). Megfigyeltiik, hogy EGTA-kezelés kovetkeztében mindkét vizsgélt napon — bizonyéra
a szabad cytosol Ca’*-koncentraci6é csokkenése eredményeképpen — jelentdsen alacsonyabb
értékeket detektdtunk. A cytosol kalciumkoncentrdcié emelésének mér kevésbé egyértelmu
hatdsait figyeltilkk meg: a 2. napon az ionofor mindkét koncentracidjanak hatdsira az enzim
aktivitisa is fokozodott; a vdltozds els6sorban a magasabb koncentraciondl bizonyult
jelentésnek. A 3. napon érdekes médon mindkét koncentracio esetében csokkent a kalcineurin

aktivitdsa; 5 mg/l koncentracio esetén statisztikailag szignifikdns csokkenést tapasztaltunk.
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4.23. dbra. EGTA és A23187 Ca**-ionofor hatdsa a kalcineurin enzimaktivitaséra. A méréseket kozvetleniil a
kezeléseket kovetden végeztiik. A diagramon szerepld értékek 3 fiiggetlen kisérlet eredményének 4tlagai, a
hibasdvok az dtlag standard hibdjat (SEM) mutatjdk. Az egyes kisérleti csoportok kontrollhoz viszonyitott

szignifikdns (¥*P<0,01) valtozdsait csillagokkal (*) jeloltiik.

Az enzim aktivitasanak valtozasa nemcsak valddi, biokémiai aktivitasvaltozast

titkkrozhet, hanem a lecsokkent kalcineurinexpresszid masodlagos hatdsa is lehet. Ennek
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kideritésére RT-PCR reakcidkat és Western blot analizist végeztiink, hogy megvizsgéljuk,
hogyan befolyasolja az intracellularis Ca’*-koncentrdcié médosuldsa az enzim mRNS- és
fehérjeszintli expresszidjat (4.24. dbra). Megfigyelhetd, hogy a kalcineurin mRNS-szintje
csak a 2. napi kezeléseket kdvetden mutat barminemii véltozdst, a 3. napon gyakorlatilag
valtozatlan marad. A 2. napon az alacsonyabb mRNS-szint eredményeképpen csokkent
fehérjeexpressziot detektaltunk valamennyi kezelés hatdsdra, mig a 3. napon csak az
alacsonyabb ionofor koncentrdcié alkalmazdsa okozott latvdnyos kalcineurin fehérje-szint
csokkenést. Ezek az eredmények egyértelmilien bizonyitjak, hogy az enzimaktivitds-mérések
soran, az ionofor-kezelések nyomdn detektdlhaté magasabb aktivitdsi értékek valdban

funkcionalis valtozasokat tiikkroznek.

A. RT-PCR analizis
2. nap 3. nap
0,1 5 0,1 5
K EGTA | oiA23187 K BGTA o1 A23187
Kalcineurin
514 bp R — — — — — S— S—"
op 1 073 0,76 0,84 1 1,03 1,03 1,08

GAPDH

B. Western blot

2. nap 3. nap
0,1 5 0,1 5
K EGTA mg/l A23187 K EGTA mg/1 A23187
Kalcineurin - -
GO KDa | — —— — | K e ’
oD 1 068 063 055 1 0,78 0,63 0,93

4.24. dbra. 0,8 mM EGTA, valamint 0,1 és 5 mg/l A23187 Ca®*-ionofor hatdsa a kalcineurin mRNS- (A) és
fehérjeexpresszidjara (B). Az analiziseket kozvetleniil a kezelések befejezése utdn végeztiik. Az dbrdn szerepld
reprezentativ eredmények 3 fiiggetlen kisérlet soran kapott jellemz6 tendencidkat mutatjak. Az RT-PCR
reakci6khoz GAPDH-t haszndltunk kontrollként. Az optikai denzitds (OD) értékeit a megfeleld kontroll kultirdk
értékeire (1,0) normalizaltuk.

A kalcineurin az in vitro chondrogenezis pozitiv reguldtora. Inhibitora, a ciklosporin-A
(CsA) 2 uM koncentracidéban alkalmazva az enzim aktivitdsat mintegy 40%-kal csokkenti a
chondrogenikus sejtekben, és ezzel parhuzamosan a tenyésztés végét jelentd 6. napra a
képzo6dott porcmatrix mennyisége is jelentds, mintegy 80% csokkenést mutat [22]. Ezért a

fenti mérések elvégzése utdn arra is kivancsiak voltunk, vajon hogyan befolydsolja a cytosol
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Ca2+-k0ncentréci(’)jét a kalcineurin farmakoldgiai gétldsa. Bizonyos kultirdk tapfolyadékahoz
a tenyésztés 1. napjatol kezdve 2 uM CsA-t adtunk, és az igy kezelt sejtekben mindennap
megmértilk a cytosol szabad Ca2+—koncentréciéjét (4.25. dbra). A CsA-kezelés hatdsdra a
kezeletlen kontroll kultirdk Ca2+—k0ncentraiciéjéhoz képest szinte minden esetben magasabb
értékeket mértiink, azonban a kontroll koriilmények kozott megfigyelhetd, a differencidlédas
napjara jellemzd Ca**-cstics elmaradt, mig az ezt megel6z6, 2. napon egy kisebb, de

szignifikdns csucsot detektaltunk.
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4.25. dbra. Ciklosporin-A (2 uM) hatdsa a HD-kultdrak sejtjeiben mérhet cytosol Ca**-koncentraciéra a
tenyésztés sordn. A Ca’*-koncentréciét Fura-2-vel toltott sejtekben mértiik. A CsA az 1. tenyésztési naptdl
kezdve folyamatosan jelen volt a sejtek taipfolyadékdban. A reprezentativ grafikon 5 fliggetlen kisérlet sordn
tapasztalt jellemz6 valtozdsokat mutat. Az abrazolt pontok mindegyike 30 sejt intracelluldris kalciumszintjének
atlaga, a hibasdvok az atlag standard hibajat (SEM) jelzik. Csillagok (*) mutatjak az egymast kovetd napok
kozotti statisztikailag szignifikdns (*P<0,01) kiillonbségeket.
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4.2. Az oxidativ stressz in vitro porcképzddésre kifejtett hatasainak vizsgalata

4.2.1. Az oxidativ stressz poli(ADP-ribdz)-polimerdz-dependens mddon

gdtolja a porcdifferencidciot

Korébbi kisérleteink sordn mar kimutattuk, hogy a reaktiv oxigéngyokok (példaul a
hidrogén-peroxid) koncentriciéfiiggd mdédon géitoljak a 6. napon metakromizids festéssel
kimutathaté matrixképzddést, ha a kezeléseket a differencidlédast megel6z6 2. napon, illetve
a differencidlédds napjan, a 3. napon végezziik [22]. Kisérleteink folytatdsaként kivancsiak
voltunk, vajon a reaktiv nitrogéngyokok is hasonlé hatdssal birnak-e. Ezért a tenyésztés 2.
napjan peroxinitritet adtunk a kultdrdk tidpfolyadékdhoz. Azon kultdrdk adatai, melyeket a
tenyésztés 3. napjan kezeltiink a fenti anyagokkal, terjedelmi korldtok miatt nem szerepelnek
az értekezésben, de a megfigyelt valtozdsok gyakorlatilag azonosak voltak a 2. napos
kezelések eredményeivel. A 6. napon elvégzett metakromdzids festések eredményeibdl
lathat6, hogy a peroxinitrit a hidrogén-peroxid 4ltal kivéltott oxidativ stresszhez hasonléan
koncentraciofiiggd médon gétolta a porcképzddést: 600 uM koncentrdciéban a kezeletlen
kontroll kultdrdkban képzddott matrixmennyiségnek alig 5%-at tudtuk kimutatni (4.26. és
4.27. abra).

Annak eldontésére, hogy poli(ADP-riboz)ilaciés folyamatok is szerepet jatszanak-e a
matrixtermelés csokkenésében, bizonyos kultirdkat az oxidativ stressz kivaltdsa el6tt a PARP
egyik inhibitordval, 5 mM koncentricidji 3-aminobenzamiddal inkubdltuk 30 percen At.
Megfigyelhetd, hogy a rovid 3-AB-eldkezelések jelentds védOhatdst biztositottak az oxidativ
stressz kivaltotta porcmatrix-termelés csokkenésének tekintetében; ezek a hatdsok kiiléndsen
a magasabb koncentracidju hidrogén-peroxid, illetve peroxinitrit-kezelések esetén bizonyultak
statisztikailag is szignifikinsnak (4.26. és 4.27. dbra). Erdemes megfigyelni, hogy a
folyamatos, a 2. naptdl a tenyésztés végét jelentd 6. napig tarté6 3-AB-kezelés 6nmagaban is
hatdssal volt a matrixtermelésre: a PARP-inhibitor hatdsédra a kezeletlen kontroll kultirdkban
mérhetd értékeknek mintegy masfélszeresét kaptuk. Mindezek a hatdsok arra utalnak, hogy a

poli(ADP-riboz)ildcids folyamatok a porcmatrix-termelés negativ reguldtorainak tekinthetok.
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kezelések a 2. napon

+0,ImMH,0,  +5mM3-AB
(OD 625=1 00 %) (OD 625=87 %) +0,1 mM H202
(OD,5=85 %)

+1 mM H,0, +5 mM 3-AB
(OD 625=16 %*) +1 mM H202
(OD,5=58 %)
W . W rf,’ = T v
;" .;r:"- :'{_‘ - “ & L] '* f
R R
- & »|
. W A ¢ :!‘
+4 mM H,0,
(OD,s=145%*%) (0D 5=7 %*) +1 mM H,0,

(OD 5=35 %)

4.26. dbra. Hidrogén-peroxid és 3-aminobenzamid (3-AB) hatdsa a metakromadzias festéssel kimutathat6
porcmatrix-termelésre. A felvételek 4 kisérlet adatai kozill a jellemz6 valtozasokat mutatjak. A kultirdk festését
3% ecetsavban oldott DMMK-kel végeztiik. Az eredeti nagyitds 4x volt. A zdrdjelben szerepld értékek az erdsen

szulfatdlt GAG-okhoz kot6dott, majd abszolit etanol és 8% sosav elegyével a kultirdkbol visszaoldott TK-t
tartalmaz6 mintdk 625 nm-en mért optikai denzitdsdnak (ODg;,s) adatai + 3%. Az adatok csoportonként 5 minta
atlagat mutatjak. Csillagokkal (*) jeloltiik a kisérleti csoportok kontrollhoz viszonyitott szignifikdns (*P<0,01)

valtozdsait, a 3-AB 4ltal kivdltott szignifikdns (“P<0,01) véddhatdsokat kereszt (*) mutatja. Skéla: 500 pum.
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kezelések a 2. napon

. A
kontroll +100 pM ONOO
(OD,5=100 %) (OD¢,5=62%*)  +100 pM ONOO
(OD 5=68 %)

+300p]MONOO  +5mM 3-AB
(OD,=13%%  +300 M ONOO
(OD ,5=54%")

+600 yM ONOO
(OD ,5=145%*) (OD ¢,5=5 %*) +600 pM ONOO
(OD 625=31 %x)

4.27. dbra. Peroxinitrit és 3-AB-kezelés hatdsa a metakromazids festéssel kimutathaté porcmatrix-termelésre. A
felvételek 4 kisérlet adatai koziil a jellemz6 tendencidkat mutatjdk. A kulttirdk festését 3% ecetsavban oldott
DMMK-kel végeztiikk. Az eredeti nagyitds 4x volt. A ziréjelben szerepld adatok az erdsen szulfatdlt GAG-okhoz
kotédott, majd abszolit etanol és 8% sdsav elegyével a kultirdkbol visszaoldott TK-t tartalmaz6 mintdk 625 nm-
en mért optikai denzitdsanak (ODg,s) adatai £ 4%. A szamértékek csoportonként 5 minta atlagara vonatkoznak.
Az egyes kisérleti csoportok kontrollhoz viszonyitott szignifikans (¥*P<0,01) véltozasait csillagok (*) mutatjdk, a
3-AB éltal kivaltott szignifikdns (“P<0,01) védéhatdsokat kereszttel (¥) jeloltiik. Skdla: 500 pm.
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4.2.2. A 3-AB-kezelések bizonyos mértékben csékkentik a hidrogén-peroxid

és a peroxinitrit karos hatdsait

Minthogy az in vitro porcdifferenciacié erdsen fiigg a sejtszamtol, ezért — korabbi
kisérleteinkhez hasonldan — az oxidativ stresszt, kivalté dgensekkel valé kezeléseket kovetden
is megvizsgaltuk, hogyan véltozik a sejtek osztédasi ratdja és mitokondridlis aktivitdsa. A
proliferdcids ratat tricidlt timidin beépiilésének monitorozdsdval detektdltuk. Az
eredményeinkbdl lathatd, hogy a peroxinitrit — hasonléan a kordbban leirt hidrogén-peroxid
hatdsdhoz — koncentriciéfiiggd moddon gatolta a sejtek osztdédasat: mér a kis (100 uM)
koncentraciéji peroxinitrit is a kezeletlen kontroll értékének mintegy felére csokkentette a
sejtproliferaciot (4.28. dbra). Megfigyelhetd, hogy a 3-AB-elokezelések az osztddasi rata
tekintetében gyakorlatilag nem mutatnak védOhatdst. A sejtek mitokondridlis aktivitdsa
szintén koncentricié-dependens médon csokkent peroxinitrit-kezelések hatdsédra, a hidrogén-

peroxid esetében megismert tendencidhoz hasonléan (4.29. dbra).

A sejtproliferdcios kisérletek eredményeivel Osszevetve ldthat6, hogy a PARP-
aktivitds gdatldsa 3-AB-vel a legtobb esetben képes kivédeni a reaktiv oxigén- ¢és
nitrogéngyokok karos hatdsait. A fenti eredmények alapjan az oxidativ stressz valdsziniileg
PARP-independes médon befolyésolja a sejtek osztdddsi ratdjat, de a sejtek mitokondridlis
aktivitisidban bekovetkezd csokkenés PARP-dependens folyamatok kovetkezménye lehet,
mert ez utdbbi hatds az enzim inhibitordval, 3-AB-vel részben kivédhetOnek bizonyult.
Ismeretes, hogy a PARP tdlzott aktivdcidja a sejt ATP-, majd NAD'-készleteinek

kimeriiléséhez és igy sejthaldlhoz vezethet.

Mivel az MTT-teszttel megfigyelt hatdsok részben a sejtek NAD'-depléci6janak
kovetkezményei is lehetnek, ezért tovdbbi kisérleteinkben megvizsgaltuk az oxidativ
stressznek kitett porcosodé kultirdk sejtjeiben mérhetd NAD*-szintet (4.30. dbra). Erdekes
mddon csak a magas koncentraciéji (1 és 4 mM H,O,, illetve 600 uM peroxinitrit) kezelések
hatésdra taldltunk statisztikailag szignifikins NAD"-szint csokkenést. Mivel azonban ezek a
hatdsok legaldbb részben kivédhetOek voltak 3-AB-elokezelésekkel, joggal feltételezhetjiik,
hogy a porcosodé HD-kultirdkban az oxidativ stressz daltal okozott kédros hatdsok

kialakitdsaban PARP-dependens folyamatok is szerepet jatszanak.
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4.28. dbra. Hidrogén-peroxid és peroxinitrit, valamint 3-AB hatdsa a porcosodé kultirdk sejtosztéddsdra. A
sejtek proliferaci6s ratajat *H-timidin beépiilésének vizsgalatdval monitoroztuk. A méréseket 4 6raval a
kezeléseket kovetden végeztiik a 2. tenyésztési napon. Az dbran szerepld adatok 3 fiiggetlen kisérlet koziil a
jellemzé véltozdsokat mutatjak. Az dbrazolt értékek 10-10 kultdrdra vonatkoz6 4tlagok, a hibasdvok az dtlag
standard hibajat (SEM) mutatjak. Csillagok (*) jelolik a kontrollcsoporthoz viszonyitott statisztikailag
szignifikdns (*P<0,01) kiilonbségeket; kereszt (*) mutatja a 3-AB-eldkezelés hatdsdra kimutathat6 szignifikdns
(“P<0,01) eltérést.
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4.29. dbra. Hidrogén-peroxid, peroxinitrit és 3-AB hatdsa a HD-kultirdk sejtjeinek mitokondriélis aktivitdsdra.
A sejtek mitokondridlis aktivitdsat (,.€letképességét”) MTT kolorimetrids teszt segitségével vizsgaltuk. A
méréseket 4 draval a kezeléseket kdvetden végeztiik, a 2. tenyésztési napon. Az dbran szerepld adatok 3
fuiggetlen kisérlet koziil a jellemz6 véltozasokat mutatjdk. Az dbrazolt értékek 10—10 kultirara vonatkozé
atlagok, a hibasdvok az atlag standard hib4jat (SEM) mutatjdk. A kezeletlen kontroll kultirdkhoz viszonyitott
statisztikailag szignifikdns (*P<0,01) véltozédsokat csillagok (*), mig a 3-AB szignifikans (*P<0,01) véddhatdsat
keresztek (¥) jelolik.
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4.30. dbra. Hidrogén-peroxid, peroxinitrit és 3-AB hatédsa a HD-kultirdk sejtjeiben mérhetd NAD"-
koncentriciora. A méréseket 90 perccel a kezeléseket kovetden végeztiik, a 2. tenyésztési napon. Az dbrdn
szereplo adatok 3 fiiggetlen kisérlet eredményei koziil a jellemz6 véltozasi tendencidkat mutatjdk. Az dbrazolt
értékek 10-10 kultdrdra vonatkozé 4tlagok, a hibasdvok az 4tlag standard hib4jat (SEM) mutatjak. A kezeletlen
kontroll kultirdk értékeihez viszonyitott statisztikailag szignifikdns (*P<0,01) vdltozdsokat csillagok (*), a 3-
AB-kezelések szignifikdns (“P<0,01) véd6hatésat keresztek () jelolik

4.2.3. Oxidativ stressz hatdsdra vdltozik a HD-kulturdk sejtjeiben mérhetd

intracellularis kalciumkoncentrdcio

Minthogy a sejtek cytosol kalciumkoncentricidja érzékenyen reagal az extracellularis
stimulusokra, és kordbbi kisérleteink alapjdn a porcosod6 kultirdk sejtjeiben érzékeny
indikétora a differenciaciés folyamatokba torténd beavatkozasoknak, ezért kivdncsiak voltunk
arra, vajon oxidativ stressz hatdsara véltozik-e, és ha igen, milyen irdnyban a chondrogenikus
mesenchymalis sejtekben mérhetd intracellularis Ca**-koncentrici6. Lathato, hogy mig a kis
(0,1 mM) koncentricidji hidrogén-peroxid hatdsira érdemben nem véltozik a nyugalmi
kalciumszint, a magas (4 mM) koncentricié hatdsara kiilonosen a harmadik napon figyelhetd
meg drdmai véltozds: a differencidlédds napjén kontroll koriilmények kozott is magasabb
kalciumszint még erdteljesebb emelkedést mutat (4.31. dbra). Ez a hatds parhuzamba allithat6

az 5 mg/l koncentracidju A23187 Ca**-ionofor esetében megfigyelttel (1asd 4.9. dbra).
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4.31. dbra. A HD-kultirdk sejtjeiben mérheté szabad cytosol Ca**-koncentracick kontroll koriilmények kozott és
30-30 perces hidrogén-peroxid-kezelést kovetden. A méréseket Fura-2 kalciumérzékeny festékkel feltoltott
sejteken végeztiik, kozvetleniil a kezelések utdn. A diagramon 3 kisérlet adatai alapjdn a jellemzd tendencia
lathaté. Valamennyi oszlop 30 sejt intracelluldris kalciumszintjének atlagit dbrdzolja, a hibasdvok az atlag
standard hibdjat (SEM) jelzik. A kezeletlen és a kezelt csoportok cytosol kalciumszintje kozotti szignifikdns

(*P<0,01) kiilonbségeket
csillagok (*) jelolik.

4.2.4. Az oxidativ stressz hatdsdra modosul a porcspecifikus markerek expresszios

mintdzata

Miutan lattuk, hogy a reaktiv oxigén- és nitrogéngytkok koncentraciofiiggd maddon
gitoljdk a porcmatrixtermelést, megvizsgaltuk, hogyan vdltozik a porcdifferencidcié
szempontjabdl fontos markerek mRNS- és fehérjeexpresszidja ezen dgensek hatdsara. A
porcdifferencidcié mértékét a Sox9 transzkripcidés faktort koédolé gén mRNS-ének
expresszidjaval itéltik meg, mig a matrixképzddés indikatoraként a porcszdvetre jellemzd
aggregal6do proteoglikan, az aggrekan tengelyfehérjéjét kodold gént vizsgaltuk (4.32. dbra).
Az RT-PCR reakcidk eredményeibodl lathatd, hogy az oxidativ stressz jelentdsen csokkenti
mind a Sox9, mind az aggrekdn mRNS-expresszidjat. Az értekezésben a terjedelmi korldtok
miatt csak a legmagasabb koncentriciok eredményei szerepelnek; kisebb koncentracidk
esetén dozisfiiggd hatdsokat figyeltink meg. A porcmatrix-termelés vizsgélata sordn
megfigyelt véltozdsokhoz hasonléan a 3-AB a markergének expresszidjit a metakromdzids

festések eredményeivel 0sszhangban befolydsolta: bizonyos mértékben képes volt kivédeni a
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hidrogén-peroxid és a peroxinitrit karos hatdsait. Az is megfigyelhetd, hogy a 3-AB
onmagadban alkalmazva jelent6sen, mintegy 50%-kal fokozta mindkét gén mRNS-ének

expresszidjat, ami szintén Osszhangban van a metakromdzids festések sordn kapott

eredményeinkkel.

+3-AB  +H,0,+3-AB +ONOO +3-AB
GmM)  @mM) +H,0, (600 M) +ONOO

aggrekan

oD 1 1,58 0,76 1,17 0,74 0,9

sox9 P
381 bp el B EEa

oD 1 1,52 1,04 1,19 0,53 1,11

4.32. dbra. Hidrogén-peroxid, peroxinitrit és 3-AB hatdsa az aggrekdn és a sox9 mRNS-expresszidjira. Az
analiziseket kozvetleniil a kezelések befejezése utdn végeztiik. Az dbran szerepld reprezentativ eredmények 3
fiiggetlen kisérlet sordn kapott jellemz6 tendencidkat mutatjdk. Az RT-PCR reakciékhoz GAPDH-t hasznaltunk
kontrollként.

Az optikai denzitds (OD) értékeit a megfeleld kontroll kultirdk értékeire (1,0) normalizaltuk.

Mivel az mRNS-expresszids valtozdsok nem mindig nyilvdnulnak meg a
fehérjeexpresszio szintjén, ezért az RT-PRC reakciok elvégzését kovetéen a Sox9 fehérje
mennyiségét immunoblottal is ellendriztik (4.33. dbra). A Western-blot kisérletek
eredményeibdl l4thatd, hogy a Sox9 fehérjeexpresszio-valtozdsai hlien kovetik az mRNS-
szintli valtozasokat: a reaktiv oxigén- €s nitrogéngyokok hatdsara kevesebb fehérje mutathat6

ki a mintakban, amit a 3-AB-el6kezelések képesek voltak kompenzalni.

+3-AB +H,0, +3-AB +ONOO +3-AB
(SmM)  (4mM) +H,0, (600 uM) +ONOO

Sox9
62 kDa | W T P"d
OD 1 1,6 0,68 1,05 0,47 1,82

4.33. dbra. A chondrogenezist irdnyité Sox9 fehérjeexpresszidjanak valtozasa hidrogén-peroxiddal,
peroxinitrittel €s/vagy 3-AB-vel torténd kezelések hatdsdra. Az optikai denzitds (OD) értékeit a kontroll kultdrak
értékeire (1,0) normalizaltuk. Az dbrdn szerepld eredmények 3 fiiggetlen kisérlet adatai koziil a jellemzd
valtozasokat mutatjak.
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4.2.5. A HD-kulturdkban a hidrogén-peroxiddal és peroxinitrittel kivdltott oxidativ

stressz hatdsdra poli(ADP-riboz)ildcids folyamatok aktivalédnak

Ismeretes, hogy az oxidativ stresszt eldidézo dgensek — igy a hidrogén-peroxid és a
peroxinitrit is — DNS-ldnctoréseket okozhatnak, ami a PARP aktivdl6ddsahoz vezet. Kordbbi
kisérleteink — indirekt médon — megalapoztdk azt a feltételezésiinket, miszerint a porcosod6
HD-kultirdk sejtjeiben is poli(ADP-riboz)ilidciés folyamatok indulnak be, ami a
matrixtermelés és a differencidlodds csokkenését vonja maga utdn. Ahhoz, hogy minden
kétséget kizardan alatdmasszuk a feltételezésiinket, az oxidativ stressznek kitett s a kontroll
kultirdkban meghatdroztuk a PARP aktivitdsit. Az in situ enzimaktivitds-mérések sordn
biotinildlt NAD" beépiilését vizsgiltuk 2 napos kultdrdkban (4.34. dbra). Kontroll
koriilmények kozott a tenyésztés egyetlen napjan sem detektaltunk kimutathaté mértéki
PARP-aktivitast, és 3-AB-kezelések hatdsara is hasonlé eredményeket kaptunk. Hidrogén-
peroxid, és foként peroxinitrit hatdsdra azonban a sejtek magjiban jelentésen fokozddott a
biotin beépiilése. Megfigyeltiik azt is, hogy PARP-inhibitor hat4sara a jel nagysdga csokkent.
Mindezek az eredmények arra utalnak, hogy a peroxinitrit- és hidrogén-peroxid-kezelések

hatdsara a PARP val6ban aktivalédott a HD-kultirak sejtjeiben.

A PARP aktivitdsdnak vizsgilata mellett a képzddott poli(ADP-ribdz)-polimereket is
sikeriilt kimutatnunk a 2 napos kultirdkban monoklondlis anti-PAR-antitestek segitségével
(4.35. dbra). Erdekes médon a kezeletlen kontroll kultirdk sejtjeiben, egészen pontosan azok
sejtmagvacskdiban is kimutattuk a polimer jelenlétét. Ez a jel rdaddsul 3-AB-kezelések
hatdsdra sem csokkent, ami PARP-1-independens folyamatokra utal. Kordbbi
megfigyeléseinkkel Osszhangban reaktiv oxigén- €s nitrogéngyokok hatdsiara egyarant erds
jeleket kaptunk: a sejtmagvakban a polimer gyakorlatilag homogén eloszldsban volt jelen.
Virakozasainknak megfelelden pedig 3-AB-elokezelések hatdsira a polimer mennyisége

jelentésen kisebb marad, mint a csak oxidativ stressz hatdsanak kitett kultirakban.
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kontroll +4mM H,0, +600 uM peroxinitrit

+5 mM 3-AB +5mM 3-AB +5 mM 3-AB
+4 mM H,0, +600 uM peroxinitrit

4.34. dbra. PARP-aktivitds kezeletlen kontroll és oxidativ stressz hatdsanak kitett HD-kultdrakban 3-AB-
eldkezeléseket kovetden, illetve azok nélkiil. A kezeléseket a tenyésztés 2. napjan, 30-30 percig végeztiik. A
PARP aktivitdsat a kezelések utén 20 perccel mértiik, biotinilalt NAD* beépiilésének monitorozdsaval. A
sejtmagokat DAPI-val jeloltiik (kék), a biotint AlexaFluor-546 fluoreszcens festékkel tettiik lathatéva (lila).
Valamennyi kultirat azonos bedllitasokkal fényképeztiik, az eredeti nagyitds 4x volt. Az dbran lathaté felvételek
3 fliggetlen kisérlet adataibdl a jellemzd valtozdsokat mutatjak. Skala: 50 pm.

kontroll +4 mM H,0, +600 uM peroxinitrit
+5 mM 3-AB +5 mM 3-AB +5mM 3-AB
+4 mM H,0, +600 uM peroxinitrit

4.35. dbra. PAR-polimerek kezeletlen kontroll és oxidativ stressz hatdsanak kitett HD-kultirdkban 3-AB-
elékezeléseket kovetden, illetve azok nélkiil. A kezeléseket a tenyésztés 2. napjdn végeztiik, 30 percig. A PAR-
polimereket a kezelések utdn 20 perccel detektdltuk immunocitokémidval. A sejtmagokat DAPI-val jeloltiik
(kék), a bekotddott masodlagos antitesteket AlexaFluor-546 fluoreszcens festékkel tettiik 1athatéva (lila).
Valamennyi kultirat azonos beéllitdsokkal fényképeztiik, és a felvételeket Adobe® Photoshop® 8.0
szamitégépes program segitségével vetitettiik egymasra. Az eredeti nagyitds 40x volt. Az abran lathat6
felvételek 3 fiiggetlen kisérlet adataibdl a jellemzd valtozdsi tendencidkat mutatjak. Skala: 10 pm.
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5. Megbeszélés
5.1. A porcosod6 HD-kulttrak sejtjeinek Ca’*-homeosztazisa

A Ca”™ egyike a legalapvetébb és legelterjedtebb mésodlagos hirvivéknek, és a sejtek
szinte valamennyi életfolyamatdnak szabdlyozdsdban nélkiilozhetetlen szerepet jatszik. A
szabdlyozasaért felel0s folyamatokat is megtaldljuk. Nem alaptalan azt feltételezniink, hogy a
differencialodas sordn, amikor egyféle sejtbdl szimos mads sejttipus fejlodhet ki, a cytosol
kalciumkoncentracidja, és az azzal 0sszefiigg6 jelatviteli folyamatok is alapvetd véaltozasokon
mennek keresztiil, s6t, az intrcellularis Ca**-koncentraci6é véltozdsai lehetnek — legalabbis
részben — a jelatviteli folyamatok irdnyit6i is. Noha az intracelluléris Ca**-koncentraci6 és a
sejtdifferenciacio kozotti szoros korrelacio nyilvanvalonak tiinhet, taldn a folyamat rendkiviili
komplexitdsa miatt a primer porcdifferencidciéval kapcsolatos tudomadnyteriileten egyeldre
vajmi kevés tudomanyos kézlemény sziiletett. Taldn nem véletlen, hogy ezek tobbsége a nem
is oly tdvoli jovOben taldn mindennapos terdpids eszkozként alkalmazhaté embriondlis

ossejtekre és azok differencidlédasi folyamataira vonatkozik [2,94,95].

A nem excitabilis sejtek kalciumhomeosztazisaval kapcsolatos mai tuddsunk minden
bizonnyal a csontvel6-eredetii mesenchymalis Ossejtek tekintetében a legteljesebb. Ez nem
meglepd, ha belegondolunk a kovetkezokbe: a sejtek csontvel6bol torténd izoldldsa és
szepardldsa viszonylag egyszeriinek tekinthetd, valamint szdmos Ossejtvonal kereskedelmi
forgalomban is kaphat6, igy ezekhez a sejtekhez viszonylag konnyli hozzdjutni. Ezenkiviil
ismeretes, hogy a mesenchymalis dssejtek csont-, porc- és zsirsejtek mellett excitdbilis, ideg-
és foleg szivizomszerti sejtekké is képesek differencidlodni, €s ilymddon rendkiviili terdpids
potencidllal rendelkeznek [96]. A kezdeti biztatd terdpids eredmények arra serkentették a
kutatécsoportokat, hogy alaposabban megismerjék e sejtek elektrofizioldgiai tulajdonsagait,
€s ilymddon célirdnyosabban eldsegitsék az Ossejtek adott sejttipussda, példdul kardio-
miocitava torténd differencidlodasat. Amig azonban a mesenchymalis Ossejtek pluripotensnek
szamitanak — vagyis tobbféle, eltérd funkcidju sejttipus 1étrehozasanak lehetdségét hordozzak
magukban —, a chondroprogenitor mesenchymalis sejtekbdl az altalunk is alkalmazott kisérleti
koriilmények kozott chondroblastok és chondrocytdk differencidlédnak. A chondrogenikus
sejtek Ca”*-homeosztdzisarl gyakorlatilag nem taldlhaték adatok az irodalomban, ami mér
csak azért is meglepd, mert tudjuk, hogy a chondrogenezist szdmos, a cytosol Ca**-

koncentraciéjara érzékeny jelatviteli utvonal irdnyitja. A klasszikus, kalciumérzékeny protein-
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kindz C-izoenzimek koziil a PKCa példaul a MAP-kindz ttvonal befolydsoldsdn keresztiil
szabdlyozza a sejtosztédast €s a proliferaciot [97]. A foszfoprotein-foszfatdzok koziil a Ca™*-
kalmodulin-dependens kalcineurin szintén fontos pozitiv regulétora a
porcdifferencidléddsnak: az enzim aktivitdsdnak gétldsa inhibitordval, a CsA-val a porcmatrix
termelddésének csokkenéséhez vezet [22]. Bar mindkét enzim miikodésének szabilyozasdban
kulcsszerepet jatszik a cytosol szabad Ca2+—k0ncentréciéja és annak esetleges valtozdsai, a
differencidlod6é chondroprogenitor sejtek ez irdnyu feltérképezése mind ez iddig nem tortént
meg. Ugyanakkor azt az irodalombdl ismert tényt sem szabad figyelmen kiviil hagynunk,
hogy a porcdifferencidcié elsé 1épéseként zajlo kondenzicié sordn a chondrogenikus
mesenchymalis sejtek Ca**-dependens sejtkapcsol6  struktirdk (elsésorban kadherinek)
segitségével kapcsolodnak egymashoz. A kadherinek funkcidjanak gatldsa a kondenzécid

elmaradasahoz, és a porcképzddés gatlasdhoz vezet [25].

Az érett chondrocytdk kalciumhomeosztazisar6l a fentiekhez képest bdvebb
ismeretekkel rendelkeziink. Ez egyrészt annak koOszonhetd, hogy az endokondralis
csontosodasi folyamat sordn porcszovet teremti meg a csontképzddés lehetdségét, késdbb
pedig a csontok hossznovekedéséért is ez a szovet a felelds. A csontképzddési zavarok
hatterének felderitésére irdnyulé kisérletek mintegy ,,melléktermékeként” sikeriilt
feltérképezni az érett és hipertréfids chondrocytdk Ca®*-homeosztazisit is [98]. Az el6z6eknél
talan még fontosabb és talan még alaposabban vizsgalt teriilet az iziileti porc, melyet annak
nagyszamu és az életmindséget dltaldban sdlyosan érintd rendellenességei kovetkeztében
szintén behatéan vizsgiltak. Az irodalomban szép szammal lelhetdék fel az iziileti porc
chondrocytdinak intracelluldris kalciumszintjére és annak kiillonb6z6 kornyezeti hatdsokkal
torténd befolydsolhatdsdgara vonatkozé kozlemények [99]. Ezek az adatok természetesen
semmit sem drulnak el a primer differencidciés folyamatok és a cytosol szabad Ca™*-
koncentricidéja kozotti kapcsolatrdl. Fontos azt is megjegyezni, hogy az irodalomban
fellelhetd méréseket legnagyobbrészt nem in situ rendszerekben, hanem izoldlt, vagyis sajitos
szerkezetl extracellularis matrixuktdl megfosztott és lokélis mikrokornyezetiikbdl kiszakitott
sejteken végezték. Mivel a chondrocyta-fenotipus fenntartisihoz és a sejtek megfeleld
mikddéséhez a matrixszal valé dlland6 kapcsolatuk elengedhetetleniil sziikséges [11], ezért
ezek az eredmények csak erds fenntartdsokkal fogadhatok el. Mindenesetre nagy
altalanossagban elmondhat6, hogy a nem ingerlékeny sejtek Ca®*-homeosztazisat napjaink

intenziv kutatésai ellenére sem ismerjiikk még megfelelden.
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Vizsgilatainkat arra a feltételezésre alapoztuk, miszerint a chondroprogenitor
mesenchymalis sejtek differenciéltsagi foka, és a benniik mérhetd szabad cytosol Ca**-szint
kozott valamilyen Osszefiiggés lehetséges. A vizsgalatok elvégzésére a laboratériumunkban
alkalmazott modell megfeleld alanynak mutatkozott: a megbizhatéan reprodukdlhatd és
konnyen ismételhetd kisérletek mellett rendkivill nagy el6nye, hogy hasznilatival a
differencidlodé sejtek kalciumkoncentracidja in situ, mindenféle enzimatikus vagy
mechanikai el6kezelés nélkiil is mérhetdnek bizonyult. Kisérleteink elsd 1épéseként — a mérési
rendszer bedllitdsa utdn — a tenyésztés minden napjan meghatiroztuk a porcosodd kultirak
sejtjeinek cytosol szabad Ca2+—k0ncentréciéjét, a méréseket mindig ugyanabban a napszakban
végezve. Kimutattuk, hogy a HD-kultirdk sejtjeiben a fluoreszcencids médszerrel mérhetd
kalciumkoncentracié jellegzetes, a sejtek differencidlédasaval parhuzamosan valtozo
mintazatot kovet. A tenyésztés kezdetén, amikor a kultdrdk differencidlatlan, illetve a
differencialodasi folyamat kezdetén 1évo sejteket tartalmaznak, viszonylag alacsony (~75 nM)
értékeket mértiink. A tenyésztés 3. napjadn azonban, amikor a mesenchymalis sejtek dontd
tobbsége chondroblastokka alakul 4t, a differencidlédé sejtekben 140 nM-os Ca**-koncentra-
cio-csdcsot detektaltunk. A kdvetkezd naptdl kezdve a tenyésztés végét jelentd 6. napig a mar
differencidlt sejtek kalciumszintje ismét alacsonyabb értékeket (~100 nM) mutatott, de nem
esett vissza a kiinduldsi értékre. Mindezek arra utalnak, hogy az érett chondroblast-, illetve
chondrocyta-fenotipusra 100 nM koriili cytosol Ca®*-koncentraciéértékek jellemzdk, mig a
pre-chondroblastok alacsonyabb cytosol kalciumszinttel rendelkeznek. Eredményeink
Osszhangban vannak az epifizis-porcszovet chondrocytdiban mért értékekkel [98], és mds,
nem excitabilis sejtek (pl. HaCaT-keratinocitdk) nyugalmi cytosol kalciumkoncentricidja is

hasonlé (80—-100 nM) értékeket mutat [100].

5.1.1. A chondrogenikus mesenchymalis kultirdk sejtjeinek Ca’*-homeosztdzisa

elsésorban a kiilsé kézeg kalciumkoncentrdciojatdl fiigg

Meéréseink folytatdsaként a fent leirt jelenséget probaltuk alaposabban megvizsgalni.
Els6ként arra voltunk kivancsiak, hogy a differencidlédas napjan mérhetd megemelkedett
cytosol kalciumkoncentracié forrdsa extra- vagy intracellularis eredetii-e. San Antonio és
Tuan [101] kisérleteinek eredményeképpen tudjuk, hogy az in vitro porcdifferenciacié az
extracelluldris tér kalciumkoncentracidjanak megemelésével modulédlhatd: a magasabb Ca™-

szint koncentraciofiiggd moddon erdteljesebb porcképzddést eredményezett. Eredményeik
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alapjan joggal adddik a feltételezés, miszerint az extracelluldris tér Ca-ionjai elsésorban a
porcképzddés kezdeti, kondenzécids és proliferacids 1épéseiben jitszanak fontos szerepet. Ezt
az elképzelést tdmasztja ald tobbek kozott a kalciumdependens sejtkapcsold struktirdk
kordbbiakban emlitett jelentsége a porcdifferenciicid kezdeti 1épései sordn. Rdadasul a kiilsd
térben 1évé magasabb kalciumkoncentricié csak a differencidcids folyamat kezdetén fejti ki a
fenti pozitiv hatdst; ha a tenyésztés 3. napjat kovetden is ilyen tdpkozegben tartottdk fenn a
kultdrdkat, az a porcképzOdésre mar gitld hatdsinak bizonyult. Sajat kisérleteinkben mads
megkozelitést alkalmaztunk: kivancsiak voltunk, mi torténik akkor, ha a HD-kultdrak kiilsé
kozegébe a kalciumkoncentriciéval ekvimoldris (1,8 mM) EGTA-t adva megkdtjiik a szabad
Ca-ionokat. EGTA hatasdra — ha a kezeléseket a differenciidciéo szempontjabol fontos 2.,
illetve 3. napon végeztik — jelentdsen csokkent a matrixtermelés mértéke. A hatds tobb
vizsgalt paraméterben bekovetkezd valtozdsok eredményeképpen nyilvanulhatott meg. A San
Antonio és Tuan kozleményében [101] szerepld eredményeket tdmasztja ald az a
megfigyelésiink, miszerint alacsony extracelluldris Ca’*-koncentracié hatdsdra a HD-kultdrak
sejtjeinek proliferaciés ratdja igen erdteljesen visszaesik, anélkiill hogy a mitokondridlis
aktivitisukban és apoptotikus/nekrotikus sejthaldluk gyakorisdgdban szdmottevd véltozds
kovetkeznék be (bar tény, hogy a kezelések kismértékben fokoztdk a nekrotikus sejtek
ardnyat). Ugyanakkor megfigyeltiik, hogy EGTA hatdsdra a HD-kultirdk sejtjeiben mérhetd
bazdlis szabad cytosol Ca’*-koncentracié is lecsokken, és elmarad a 3 napos kezeletlen
kontroll kultdrdkra jellemz6 megemelkedett Ca®*-szint is. Ezek a megfigyelések arra utalnak,
hogy a sejtek intracelluléris kalciumkoncentricidja érzékenyen fiigg az extracelluléris kozeg
kalciumtartalméatdl. Ezzel parhuzamosan a porcdifferenciacié mestergénjének tartott Sox9
transzkripcids faktor mRNS- €s fehérjeexpresszidja is lecsokkent. Mindezen véltozasok
alapjan feltételezhetjilk, hogy az extracellularis térség szabad kalciumionjainak a
differenciciés folyamatok beinditdsdban és a kezdeti 1épések iranyitasdban nélkiilozhetetlen
szerepe van, hiszen a kalciumionok megkotése gatolja a sejtek normdl differencidciods
ciklusit. A kontroll kultirdk sejtjeiben mérhetnél alacsonyabb nyugalmi cytosol Ca**-szint
tobbek kozott a kalciumdependens PKCa mitkodésének gatlasdn keresztiil is csokkentheti a
HD-kultirék sejtjeinek proliferdcids ratajat; errdl az enzimrdl ugyanis ismert, hogy a MAPK-
utvonalat befolydsolva szabdlyozza a sejtek osztédasat és differenciacigjat [S1].
Feltételezésiinket azok, a jelen értekezésben nem kozolt kisérleti adataink is alatdmasztjak,
melyek szerint a 4. napos, tehiat a differencidcids lépésen mar tuljutott HD-kultdrakban

EGTA-kezeléseknek nincs szignifikdns hatdsa a porcmatrix termelédésére.
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Az extracelluldris tér szabad Ca®*-tartalmdnak manipuldldsira bekovetkezd
véltozdsokhoz hasonléan az intracelluldris tér kalciumszintjének befolydsoldsa is érdekes
eredményekhez vezetett. A  cytosol Ca2+—k0ncentréciéjét A23187 kalcium-ionofor
alkalmazdsdval emeltiik meg, amit két koncentraciéban is haszndltunk. A kozvetleniil az
ionofor alkalmazdséat kovetden megmért cytosol Ca**-koncentraciéértékek alapjdn mind a 0,1
mg/l, mind az 5 mg/l koncentricidji A23187 — vdrakozdsainknak megfelelden — a kontroll
kultdrdkhoz képest rendre mintegy 25, illetve 50%-kal emelte meg a sejtek kalciumszintjét. A
kezelések azonban teljesen ellentétes modon befolydsoltdk a 6. napra képzddott porcmatrix
mennyiségét: a kis koncentraciéjui ionofor jelentdsen megnovelte, mig a nagy koncentricidji
ionofor erételjesen csokkentette azt. Az ionofor hatdsainak értelmezéséhez tjra megvizsgaltuk
az EGTA-kezelések kapcsan emlitett paramétereket. Megallapitottuk, hogy az A23187 sem a
sejtek  proliferaci6jat, sem azok mitokondridlis  aktivitisit, sem pedig az
apoptotikus/nekrotikus  sejthaldl mértékét nem befolyasolta jelentdsen (az egyetlen
szignifikdns valtozds a kisdozist ionofor hatdsdra bekdvetkezd proliferdcié-fokozddds volt).
Mig a kis ddzisban alkalmazott ionofor nagyjabdl a megfigyelt porcképzddési-valtozasokkal
Osszhangban befolydsolta a Sox9 transzkripcids faktor mRNS- és fehérjeexpresszidjit, a nagy
dézisu kezelésekrdl ugyanezt nem mondhatjuk el: mRNS-szinten féleg a 2. napon a vart
véltozdsokhoz képest épp ellenkezd tendencidkat figyeltiink meg. Emellett Western blottokkal
az erdteljesen gatolt porcképzddés ellenére mintegy haromszoros Sox9 fehérje expressziot és
kb. hatszoros foszforilaciés-szint fokozdodast lattunk. Az ellentmondas feloldhatdé, ha
feltételezziik, hogy létezik olyan, a porcdifferencidciot szabalyozo jelatviteli folyamat, amely
a Sox9 hatdsait feliilirja, ha a chondrogenikus sejtek Ca**-homeosztazisa zavart szenved. Az
ilyen, rendszerint szintén kalciumdependens folyamatokat a sejtek meglehetdésen gyakran
alkalmazzdk a jelatviteli rendszerek finomhangoldsara [102]. Mindenesetre tény, hogy a
differencialodé6 mesenchymalis sejtek intracelluldris kalciumkoncentracidjanak kismértéki
megemelése elOsegiti a sejtek differencidciés programjit, mig tdlsagosan magas, illetve
hosszantarté emelkedés mar gitl6 hatdsi. Ugyanakkor az intracelluldris Ca**-szint valtozasai
valészinlileg nincsenek szdmottevd hatdssal a differencidlt porcsejtek matrixtermeld
képességére, hiszen az EGTA-kezelések kapcsin megfigyeltekhez hasonléan, az ionofor
kezelések sem befolydsoltak érdemben a 6. napon detektdlhaté porcmatrix mennyiségét, ha a

kezeléseket a 4. napon vagy azt kovetden végeztiik.
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5.1.2. A belsé Ca’*-raktdrak nem jétszanak szerepet a differencidlédds napjdn

kimutathaté Ca**-cstics kialakitdsdban

Azt a feltételezésiinket, miszerint a chondrogenikus mesenchymalis sejtek Ca**-
homeosztazisa elssorban az extracelluldris kozeg kalciumtartamatdl fiigg, a belsé raktarak és
az azok membrinjan lokalizdl6dé csatornafehérjék vizsgalata is aldtdmasztotta. Ismeretes,
hogy a simafelszinli endoplasmaticus retikulum ciszterndiban kiilonbdzd kalciumkotd
fehérjékhez kotddve jelentés mennyiségii Ca-ion raktidrozodik, ami dinamikus egyensulyban
all a cytosol szabad Ca-ionjaival: az ER membranjaban lokalizal6dé csatornafehérjéken at — a
koncentriciégradiens kovetkeztében — kismértékl szivargds all fenn, amit ugyancsak az ER
membranjahoz kotott aktiv pumpamechanizmusok (példaul a SERCA) éllitanak helyre [56].
Amennyiben ez utdbbi folyamatokat gitoljuk, elegend6éen hosszd id6 alatt a két
kompartmentum kozott fennallé gradiens kiegyenlitodik, és a raktarak ,kitiriilnek”. Sajat
kisérleteinkben a SERCA gatldszerével, CPA-val kezeltik a kultdrdk sejtjeit, mikozben
folyamatosan regisztraltuk a citoplazmatikus kalciumszint-valtozasokat. Kimutattuk, hogy a
chondrogenikus mesenchymalis sejtek belsd raktdrai is tartalmaznak bizonyos mennyiségii
Ca-iont, azonban ennek mennyisége excitabilis sejtekhez képest elhanyagolhatéan kicsinek

bizonyult.

A CPA-val végzett kisérletek egy madsik, érdekes megfigyelést is szolgéltattak: a
raktarak kitiritését kovetden, az extracelluldris Ca-ionok koncentraciéjanak helyreallitisdnak
eredményeképpen a sejtekben egy dtmeneti cytosol kalciumszint-emelkedésnek voltunk tandi.
Ez a tranziens emelkedés minden bizonnyal a raktarak toltottségét érzékeld, molekuléris
szinten mind ez idaig kevéssé karakterizalt un. SOCE-csatorndk mitkodésére utal. Noha jelen
munkinkban nem volt cél e fehérjék karakterizdldsa, a SOCE-csatorndk funkcionalitasat
valdszintileg minden kétséget kizardan sikeriilt megfigyeliink, ami ismételten arra utal, hogy a
differencidl6d6 chondrogenikus sejtek Ca**-homeosztizisa igen nagymértékben fiigg a kiilsd
kozeg kalciumtartalmatél. A HD-kultirdk chondroprogenitor mesenchymalis sejtjei ebben a
vonatkozdsban igen hasonléak az embriondlis Ossejtekhez: Kawano munkacsoportja egér
mesenchymalis  Jssejtek Ca’*-homeosztazisanak karakterizdldsa sordn gyakorlatilag
megegyezd jelenségeket irt le [103], sot feltételezik, hogy az Ossejtek elsOsorban ilyen

utvonalakon keresztiil veszik fel a kiilsd tér kalciumionjait.

A tovéabbiakban megvizsgéltuk, hogy a chondrogenikus mesenchymalis sejtek milyen,

a bels6 raktiarakbol torténd kalciumfelszabaditdasért felelos fehérjéket expresszalnak a
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,kalcium-eszkoztar” 6sszetevoi koziil. Az excitabilis sejtekre jellemz6 rianodinreceptort alig
sikeriilt kimutatnunk, és koffein hatdsdra egyetlen alkalommal sem detektdltunk Ca™*-
tranzienseket. Ezen eredményiink jol egybevdg a humdn mesenchymalis Ossejteken végzett
megfigyelésekkel: a koffein ezeken a sejteken is hatdstalannak bizonyult [2]. Az I-es tipusi
inozitol-triszfoszfat-receptor (IP3-R) viszont — bar gyengén, de — expresszdlédik a HD-
kultirdk sejtjeiben. Ez a megfigyelés 0Osszhangban 4ll kordbbi feltételezéseinkkel és
ismereteinkkel: az irodalomban is leirt, a differencidcié kiilonbdzé folyamataiban
kulcsszerepet jatszo kalciumdependens kindz- és foszfataz-utvonalak (klasszikus PKC; PP2B)
a belsd raktidrakban szekvesztralt Ca-ionokat nagy valdszinliség szerint az IPs-receptorok
segitségével mozgositjdk, és az IPs-receptorokat human mesenchymalis Ossejteken is
kimutattdk [2]. A raktiarak csekély mértékii toltottsége miatt azonban az ily mddon
felszabadul6é kalciumionok csak lokalisan emelik meg a cytosol Ca**-szintjét, a
differencialodas sordn mérhetd nagymértékii emelkedés minden bizonnyal a kiilsé kozegbdl
szarmazik. Erre utalnak azok a méréseink is, melyek sordn a SERCA miikodését 12 6ran at
gatoltuk. Ennyi id6 alatt a bels6 raktirak minden valdszinliség szerint teljesen kiiiriiltek,
mégsem tapasztaltuk a 6. napon detektdlhaté porcmatrix mennyiségének csokkenését.
Ugyanakkor, ha a CPA- és EGTA-kezeléseket kombindltuk, azaz mind a kiilsé térbdl, mind a
belsd raktdrakbdl elimindltuk a szabad kalciumionokat, a porcképzddés teljes mértékben

elmaradt.

5.1.3. A Ca’*-oszcilldcidk is fontosak a differencidcié szempontjdbdl

Kawano munkacsoportjdnak eredményei kozott szerepel, hogy az egér €s human
mesenchymalis dssejtek cytosol kalciumszintje periodikus valtozdsokat, oszcillacidkat mutat
[2,103,104]. Bar nem tartozott szorosan vizsgaloddsaink tirgykorébe, de néhiany kezdeti
kisérletet magunk is elvégeztiink a 3 napos HD-kultirdk sejtjein, Fluo-4 kalciumérzékeny
festékkel torténd feltoltést kovetden. Megfigyeltiik, hogy a chondrogenikus mesenchymalis
sejtek nyugalmi Ca2+—szintjében is jelentkeznek periodikus valtozasok, igaz, ezek frekvencidja
joval meghaladja az embriondlis Gssejteken mérhetdt. A Ca**-oszcillaciok jelentoségét —
melyeknek pontos fizioldgiai karakterizalasat a jovoben kivanjuk elvégezni — valdsziniileg
nem lehet tilbecsiilni. Ismert ugyanis, hogy a cytosol kalciumszintje bizonyos transzkripcids
faktorok aktivitdsdnak szabdlyozdsa révén befolydsolja a génexpresszids valtozasokat, koztiik
a sejtek differencidlodasat iranyitdé gének expresszidjat is. Kozlemények szdmolnak be arrdl,

hogy a hosszan tartd, nagy amplitid6ji cytosol kalciumszint-emelkedés hatdsara
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osteoblastokban az NFAT defoszforilacidja és magba torténd transzlokaciéja mutathaté ki
[105]. Ugyanakkor szdmos kutatécsoport leirta, hogy Ca**-oszcilldciék hatdsdra nemcsak az
NFAT, hanem a CREB is aktival6dhat [106,107]. Mindkét transzkripcids faktorrdl ismeretes,
hogy a chondrogenezis jeldtviteli dtvonaldnak is fontos szerepldi. Azt, hogy a nem igérlékeny
sejtek differencidcidjdban a rovid tdvad és nagy frekvencidji cytosol kalciumkoncentriacid-
véltozdsok alapvetd fontossdguak, az a megfigyelés is aldtdmasztja, miszerint humaén
mesenchymalis dssejtekben a Ca**-oszcilldcidkat autokrin médon szekretdlt ATP generalhatja
[106]. Sajat kisérleteink szerint a HD-kultirdk sejtjei is képesek ATP-t elvdlasztani a
tdpkozegbe, valamint annak receptorait, a purinoreceptorokat is expresszdljak felsziniikon.
Mivel a purinoreceptorok elsdsorban kalciumot ateresztd kationcsatorndk, sajat kisérleti
eredményeink is megerdsitik azt a feltételezést, hogy a chondrogenikus sejtek meglehetsen
komplex eszkoztarral rendelkeznek a cytosol kalciummennyiségének szabalyozasara.
Réadasul kisérleteink alapjan a HD-kultdrdk sejtjei elsdsorban az ionotrop P2X-receptorokat
expresszéljdk a felsziniikon, melyek a kiilsé térségbdl szdrmazé Ca-ionok bedramldsaért
lehetnek felelések. A P2X,-receptor expressziés mintdzata egybeesik a sejtek
differencidlodasdval, ami igen valdszinlivé teszi, hogy ez a csatornafehérje jatszhat fészerepet

a differencidl6das napjan mérhetd megemelkedett cytosol Ca**-szint kialakitdsaban.

5.1.4. A kalcineurin lehet a HD-kulturdk cytosol kalciumkoncentrdcid-vdltozdsainak

egyik target- és effektormolekuldja

A cytosol kalciumkoncentrdcié megemelkedésének az in vitro porcifferencidcidban
betoltdtt pontos szerepét egyelére kevéssé ismerjiik. Eredményeink interpretdldsdnak
érdekében egy olyan kalciumdependens citoplazmatikus célmolekuldt kerestiink, amirdl
ismeretes, hogy tagja a chondrogenezist irdnyitd jeldtviteli masinéridnak. Vdlasztdsunk a
kalcineurinra esett, amely a T-limfocitdk aktivdldsin, valamint a kardiomiocitdk
hipertréfidjanak €s apoptdzisanak szabdlyozdsan dt a miogenezisig szdmos rendkiviil diverz
bioldgiai folyamat fontos résztvevoje [49], és jelentdségét a differencidlodasi folyamatokban
is leirtdk mar [108]. A kalcineurin egyike az in vitro porcdifferencidcié pozitiv regulatorainak

[22].

Megfigyeltiik, hogy az enzim aktivitdsa érzékenyen reagdl a sejtek cytosol Ca**-kon-
centracidjanak moduldlasara, bar nem hiilen koveti azt. Mig a cytosol kalciumszintjének

csokkenésével parhuzamosan az enzim aktivitdsa is visszaesik, az ionofor hatdsira kevésbé
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egyértelmii valtozdsokat kaptunk: a 2. napon a kalcineurin aktivitisa megemelkedett az
ionofor hatdsira, de a 3. napon az A23187 mindkét koncentriciéban csokkentette ezt a
paramétert. Fontos ismételten megjegyezni, hogy a 2. napon a chondroprogenitor
mesenchymalis sejtek gyors osztéddsa €s feltehetdleg a differencidcids folyamatokat irdnyito
jelatviteli dtvonalak tagjainak elOkészitése zajlik, mig a 3. nap jellemzd torténése a
differencidlt sejtek szdmdnak gyors emelkedése. Feltételezvén azt, hogy a kalcineurin
enzimaktivitdsdnak preciz szabdlyozdsdban az intracellularis Ca’*-koncentraci6 kulcsszerepet
jatszik, valészinil, hogy a differencidlodds szempontjabdl legkritikusabb 3. napon a cytosol
kalciumtartalmdnak megvaltoztatdsidra az enzim aktivitisa mintegy kiszabadulvdn a sejt
szabdlyozasa aldl latszolag rendszerteleniil valtozik. Az a megfigyelés, hogy a cytosol szabad
kalciumszint megemelkedésének hatdsira a kalcineurin aktivitdsa is fokozdédik, mads
rendszereken mar leirasra keriilt [109]. Tovabbi méréseink alapjan joggal feltételezhetjiik,
hogy a kalcineurin nemcsak ,elszenvedéje” a cytosol szabad Ca**-koncentracié-
véltozdsainak, hanem képes aktivan részt venni annak szabdlyozdsdban is. Ciklosporin-A, az
enzim farmakoldgiai gatlészerének hatasiara a porcképzodés csokken [22]. Mivel ez a hatds
igen hasonlé az EGTA-kezelések porcmatrix-képzddést csokkentd hatdsdhoz, igy gondoltuk,
hogy a CsA valamilyen médon gétolhatja a kalciumionok bedramlédsit, és a kontroll
kultdrdkhoz képest alacsonyabb értékeken tartja azt. Feltételezésiinkkel szemben a kalcineurin
gitldsa azonban éppen ellentétes hatdst valtott ki: a kezeletlen kultdrdkhoz képest joval
magasabb intracellularis Ca**-koncentraci6é értékeket detektdltunk, és azt is megfigyeltiik,
hogy a kontroll koriilmények kozott latott, a differencidlédas napjéra jellemzd karakterisztikus
cytosol Ca**-cstics elmaradt. A megfigyelt eltérések tobb szempontbdl is aldtdmasztjdk eddigi
tedridnkat: egyrészt a kezdeti magas cytosol kalciumszint — a nagydoézisu ionofor-kezeléshez
hasonléan — a porcképzddés szempontjabdl karos, masrészt azt is megerdsiti, hogy a 3. napon
kontroll koriilmények kozott detektalhaté Ca**-cstics jelenléte abszolit elengedhetetlen a
differenciaci6 megfeleld lejatszodasdhoz. Ezek alapjan joggal feltételezhetjiik, hogy a
kalcineurin fontos szerepet jatszik a 3. napon a megemelkedett kalciumszint kialakitdsaban,
példaul bizonyos, a plazmamembrinban lokalizal6dé Ca’*-csatorndk aktivaldsaval. Ezt a
feltételezésiinket azok a kozlemények tdmasztjadk ald, melyek arr6l szamolnak be, hogy a
kalcineurin a kalcium-eszkoztar szamos tagjanak (pl. IPs-receptorok, SERCA, Ca2+—csatomék,
Na+—Ca2+—exchangerek stb.) miikddését képes befolydsolni [110,111]. Irodalmi adatok alapjan
a kalcineurin lehet az egyik olyan faktor, mely a differencialédé6 mesenchymalis &ssejtek
intracelluldris kalciumszint-valtozdsaiban rejlé informdacidét a génexpreszszids folyamatok

beinduldsdhoz kapcsolja [112]. Ismeretes, hogy a Ca’"-oszcilliciok hatdsira az NFAT
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defoszforilalodik és a sejtmagba transzlokdlédik. Az NFAT defoszforildlasnak kulcsfigurdja
pedig maga a kalcineurin, ami az oszcilliciok kovetkeztében megemelkedd cytosol Ca**-szint
hatdsara aktivalédik [106]. Hasonld ttvonal mukodése valdszintisithetd a chondrogenikus

mesenchymalis sejtekben is.

5.2. Az oxidativ stressz és a poli(ADP-riboz)ilaciés folyamatok kapcsolata

a porcosodd HD-kulturak sejtjeiben

Ismeretes, hogy mind az érett, mind a differencidlédd porcsejtek olyan
mikrokornyezetben élnek, ahol kiilonosen nagy az esélye annak, hogy reaktiv oxigén- vagy
nitrogéngyokok karositsak Oket. Még nagyobb eséllyel kovetkezik be ez kiilonbozd koéros
esetekben, példaul oszteoarthritis sordn. Tobb kutatdcsoport — koztiik a miénk is — beszdmolt
arrdl, hogy a reaktiv oxigéngyokok gatoljak a matrixtermelést, és hozzdjarulnak a mar
kialakult extracelluldris matrix degradacidjdhoz is [22,113]. Megfigyeltiik, hogy a peroxinitrit,
az egyik legreaktivabb nitrogéngyok, a hidrogén-peroxidhoz hasonld, koncentriciéfiiggd
moédon gatolta a HD-kultdrdk matrixtermelését. Ez a hatds a kultirdk sejtjeinek szinte
valamennyi, altalunk vizsgdlt paraméterét érintette: az oxiddlé dgensek hatdsdra a sejtek
proliferdcids ratdja és — kisebb mértékben — mitokondridlis aktivitidsa, valamint a
porcdifferencidcié markergénje, a Sox9 mRNS- és fehérjeexpresszidja egyardnt lecsokkent.
Azt azonban, hogy pontosan mi 4ll az dltalunk megfigyelt védltozdsok hétterében, egyeldre

nem vizsgaltdk részletesen.

Ismert, hogy a reaktiv oxigén- és nitrogéngyokok elsOsorban genotoxikus hatdsaik
révén kdrositjdk a sejteket [73]. Mivel a DNS-lanctorések kovetkeztében a sejtekben a
poli(ADP-rib6z)-polimerdz enzim aktivitdsanak fokozdddsa figyelhetd meg, ami a NAD"-ot
hasznélja szubsztratként, és beldle bizonyos sejtmagi fehérjéket kovalensen modosit azéltal,
hogy hosszi, eligazé lianci PAR-polimereket kapcsol hozzdjuk. A kovalens modositis
hatdsira az enzimek milkodése mddosul, s ezaltal szdmos, tobbek kozott a DNS-repair
folyamataiban szerepet jitszé fehérje aktivdlodik. A PARP tdlzott mértékii aktivicidja
azonban a sejt NAD™- és ATP-készleteinek kimeritése kiovetkeztében mar kéros hatdsu, és a
sejtfolyamatok kisikldsa kovetkeztében végsd soron apoptézist indukdl. Kisérleteink soran
megfigyeltiik, hogy az oxidativ stressz koncentraciéfiiggd mdédon gatolja a kulturdk sejtjeinek
proliferacids ratajat. 3-AB-el6kezelések ezt a hatdst nem tudtdk kivédeni, igy feltételezhetjiik,

hogy a reaktiv oxigén- és nitrogéngyokok a PARP-tdl fiiggetlen ttvonalon keresztiil fejtik ki
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hatdsukat: a reaktiv nitrogéngyokok példaul képesek kozvetleniil befolyasolni a MAPK-
utvonalat, s ezdltal szerepet jatszhatnak a sejtosztodds szabdlyozdsdban [114]. A MAPK-
kaszkdd és a PARP kozotti kapcsolat azonban kordntsem egyoldald. A MAP-kindzok kozé
tartoz6 ERK1/2 funkciéja ugyanis éppen az extracelluldris jelek (koztiik az oxidativ stressz)
tovédbbitdsa a sejtmag felé [115]. Kordbbi kisérleteink alapjan [22] oxidativ stressz hatdsdra a
HD-kultirdk sejtjeiben fokozodott az ERKI1/2 foszforildltsiga. Ez a megfigyelésiink
megegyezik mds rendszerekben mért hasonld vizsgilatok eredményeivel [116]. Ez utébbi
kozlemény arrdl szamol be, hogy az ERK1/2 a PARP-1 kozvetlen, foszforildldson keresztiili
aktivéldsdval fejti ki hatdsit az oxidativ stresszt kovetd sejtvdlasz kialakitdsdban. Ez felveti
annak lehetdségét is, miszerint hasonld kapcsolat a porcosodé HD-kultirdkban is létezhet.
Noha az ERK1/2 farmakoldgiai gatlasa dnmagaban is fokozza a chondrogenezist, a korabbi
kisérleteinkben hasznalt PD098059 és hidrogén-peroxid egyiittes alkalmazdsira megfigyelt

rendkivill erdteljes porcmatrixtermelés-fokozddas [22] legaldbb részben a PARP-1

/////

A fentiekkel ellentétes megfigyeléseket tettiink a sejtek mitokondridlis aktivitdsanak
tekintetében: a 3-AB-eldkezelések ugyanis képesek voltak csokkenteni a hidrogén-peroxid és
a peroxinitrit kiros hatasait. Feltételezhetjitk tehat, hogy a HD-kultirdk sejtjeinek
tuléloképességére utalé mitokondridlis aktivitisvaltozds PARP-dependens folyamatok révén
valésul meg. Ezek a megfigyeléseink 0sszhangban vannak a HaCaT-keratinocitikon végzett
vizsgalatok eredményeivel, ahol hasonld tendencidk voltak detektdlhaték [117]. A HD-
kultirak sejtjeiben még a nagyddzisu reaktiv oxigén- és nitrogéngyokok esetén sem tudtunk
kimutatni jelentds NAD'-depléciot (kivételt képez ez al6l a 600 pM koncentrdcidjd
peroxinitrit-kezelés), amit a 3-AB-el6kezelések is csak részlegesen tudtak kivédeni, ezért a
kordbbiakban emlitett, PARP-independens folyamatok fontossdgit semmiképpen sem szabad

alabecsiilniink.

A PARP aktivitasara és mikodésére az enzim terméke, a PAR-polimerek kimutatisa
adta a legfébb bizonyitékot. Kontroll koriilmények kozott nem tudtunk detektalhatd
mennyiségli polimert kimutatni a HD-kultirdk sejtjeiben, oxidativ stressz hatdsdra azonban
hatarozott jeleket kaptunk. Erdekes volt az a megfigyelésiink, miszerint a telepek belsejében a
sejtek altalaban gyengébb festddést mutattak, mig a periférian taldlhat, nydlvanyos karakterii
sejtek joval erdsebb szigndlokat produkdltak. Hasonld, inhomogén fest6dés mutathaté ki
HaCaT-keratinocitdk esetében is: gy tlinik, hogy a sejt—sejt-kontaktusok gatoljak az oxidativ

stressz-dependens PARP-aktivaciot [100]. Azt is érdemes kiemelni, hogy a kezeletlen kontroll
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kultirakban a chondrogenikus mesenchymalis sejtek magvacskdiban egyértelmiien polimerek
jelenlétét mutattuk ki. Az a tény, hogy a magvacskdkban 1év6 polimerek a 30 perces 3-AB-
kezelések hatdsira sem tiintek el, arra enged kovetkeztetni, hogy ezen polimerek féléletideje
jelentésen hosszabb a sejtmag tobbi részében taldlhaté polimerek mintegy 1 perces
élettartaméndl. Ezt a feltételezésiinket tdmasztja ald az a megfigyelés is, hogy a PARP-
aktivitds vizsgdlata sordn nem tapasztaltunk erésebb NAD'-beépiilést a sejtmagvacskdk
teriiletén, ezért feltételezhetjiik, hogy az itt 1év6 polimerek hosszabb élettartamdért az azok
lebontasaért felelés PARG-enzimek csokkent aktivitdsa, esetleg hidnya tehetd feleldssé. Ez
utébbi feltételezésiinket tdmasztjdk ald azok az adatok, melyek szerint a sejtekben
detektalhaté Osszes PARG-aktivitds tilnyomo tobbsége (mintegy 80—90%-a) a citoplazmara
korlatozédik [118]. Bar mds sejtek sejtmagvacskdiban is kimutattak mar poli(ADP-ribdz)-
polimereket [119], a HD-kultirdk sejtjeiben detektdlt magi szigndl jelentdségét tovabbi

kisérletekkel szeretnénk vizsgalni.

5.2.1. A cytosol Ca®*-koncentrdcié és a PARP-aktivitds kapcsolata

Az oxidativ stressz és a reaktiv oxigén- és nitrogéngyokok természetesen nem csak a
PARP-1 aktivilasan keresztiil fejthetik ki hatdsaikat. Irodalmi adatok utalnak arra, hogy
oxidativ stressz esetén megemelkedik a sejtek cytosol Ca2+—k0ncentréci(’)ja [120]. Sajat
kisérleteinkben hasonlé eredményeket kaptunk: kiilonosen a differencidlédds szempontbol
fontos 3. napon a hidrogén-peroxid koncentracidfiiggd modon fokozta a sejtek cytosol
kalciumkoncentracigjat. A 4 mM H,0, alkalmazdsa esetén mért mintegy 200 nM-os Ca™-

koncentracié 6sszemérhetd a nagydézisd ionofor esetén detektalt ért€kekkel.

A cytosol kalciumkoncentricid-emelkedése altaldban kétfazisi: elsdéként a belsd
raktarakbél szabadul fel a Ca”*, a raktdrak kiiiriilését pedig a kiils6 térbdl szarmazd kalcium-
influx koveti. Abdallah és mtsai. [121] kimutattdk, hogy ez utébbi folyamat Iétrehozasdban a
poli(ADP-riboz)ilaciés folyamatok is szerepet jatszanak. Noha a mechanizmus pontos
identifikdldsa egyelére vdrat magdra, az mindenesetre valdszintinek latszik, hogy a PARP
terméke, a poli(ADP-rib6z)-polimerek bizonyos TRP-receptorok aktivdlasdn keresztiil
képesek fokozni a Ca”-influxot. Ezt a feltételezést mds kutatécsoportok eredményei is

megerdsiteni latszanak [78].
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5.2.2. Poli(ADP-riboz)ildcids folyamatok szerepe az in vitro chondrogenezisben

Az irodalomban megoszlanak az eredmények a chondrogenezis és a poli(ADP-
riboz)ilaciés folyamatok kapcsolatdnak tekintetében: egyes kutatécsoportok a PARP-inhibi-
torok hatdsdra csokkent mértékli porcképzOdést detektaltak [122], mdsok ezzel éppen
ellentétes eredményeket kaptak [123]. Sajit eredményeink ez utébbi kutatdcsoport
munkdjival vagnak egybe; nevezetesen, kisérleti rendszeriinkben a hidrogén-peroxid és a
peroxinitrit egyardint PARP-dependens médon gatoltdk a porcmatrix-termelést, és minden
valésziniiség szerint beinditjadk a "DNS-kdrosodds = PARP-aktivalodds = sejt-diszfunkcid’
utvonalat. Az, hogy a 3-AB-kezelések Onmagukban is jelentds hatdst — a matrixképzddés
erdteljes fokozdsiat — valtanak ki, arra utalhat, hogy a poli(ADP-riboz)ildcids folyamatok
esetleg a matrixtermelés kozvetlen negativ reguldtorai lehetnek. Leirtdk ugyanis, hogy a
PARP bizonyos transzkripcios faktorok (NF-xB, p53 stb.) regulatoraként is funkcionalhat
[74], s mar a PARP alapaktivitdsa is csokkentheti bizonyos matrixfehérjék génjeinek atirasat.
A masik dtvonal, melyet nem szabad figyelmen kiviil hagynunk a PARP chondrogenezisre
kifejtett hatasainak kiértékelése soran, a TRP-receptorok aktivildsa és az ennek kovetkeztében
fellépé cytosol kalciumszint-emelkedés. A PARP-aktivitast kovetd Ca®*-szint-emelkedést
sajat rendszeriinkben is kimutattuk, a TRPM-receptorok pedig Gavenis és mtsai. [124]

kozleménye alapjan chondrocytdkon is expresszdlddnak.

Kisérleteinkkel tehdt igazoltuk, hogy az oxidativ stressz fokozza a HD-kultirdk
sejtjeiben a poli(ADP-riboz)ilaciés mechanizmusokat, ami végs6 soron a porcképzdodés
csokkenéséhez vezet. A folyamat szamos 1€pése azonban még nem vildgos, ezért ahhoz, hogy
az oxidativ stressz daltal indukdlt PARP-dependens és -independens véltozdsok pontos

molekularis hatterét felderithessiik, tovabbi kisérletek sorat kell még elvégezniink.
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5.3. Zar6 gondolatok

Az itt bemutatott kisérleti eredmények korantsem tekinthet6k minden részletre
kiterjedonek. A HD-kultirdk differencidlédé sejtjeiben végbemend rendkiviil Osszetett és
bonyolult véltozdsok teljes megértésétdl még ugyan nagyon messze vagyunk, az itt leirt
informaciok mégis egy 1épéssel kozelebb vihetnek a porcsejtek differencidlédasat szabalyozd

folyamatok megismeréséhez.

A differencial6dé chondrogenikus mesenchymalis sejtek kalciumhomeosztidzisanak
részleges felderitésébdl szamos, az irodalomban eddig nem fellelhet6 informaciét nyertiink.
Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a porcosodd kultirdk sejtjeinek szabad cytosol
Ca2+—k0ncentréci(’)ja rendkiviil precizen szabdlyozott paraméter, melynek kisebb emelkedése
ugyan eldsegiti a porcképzddést, ettdl nagyobb — barmely irdnyt — eltérés azonban gatolja a
differencidcids programot. Munkankbdl az a kdvetkeztetés is levonhatd, hogy a rendszer joval
érzékenyebb a negativ irdnyu eltérésekre: a kalciumérzékeny enzimek aktivitdsdnak hidnya
ugyanis bizonyéra er0s gitat szab a differencidlédds intracelluldris masinéridja szdméra, mig
az ugyanazon enzim(ek) tilzott aktivitidsat minden bizonnyal onszabdlyozé mechanizmusok

terelik a sejtek szamdra optimdlis tartomédnyba.

Az oxidativ stressz pontos hatdsmechanizmusdnak felderitése szintén varat magéra,
azonban a poli(ADP-riboz)ildciés folyamatok dltalunk leirt jelentdségét semmiképpen sem
szabad figyelmen kiviil hagyni. Kiilon emlitést érdemel azon eredményiink, miszerint egy alig
kimutathat6, bazdlis PARP-aktivitds konstitutivan korddban tarthatja a differencidl6dé sejtek

matrixtermelését, ami potencidlisan terdpids eljardsok célpontja lehet.

Eredményeink ugyan kozvetleniil nem iiltethetok at a gyakorlatba, am a kozeljovoben
tobbek kozott talan éppen az altalunk kozolt eredmények vezethetnek el egy brillidns és
rendkivill hatékony gyégymdd kifejlesztéséhez. Kutatdsaink céljai kozott végsd soron az a
nem éppen szerénytelen cél szerepel, hogy az in vitro porcképzdédés molekuldris
folyamatainak feltérképezése sordn szerzett ismereteink hozzdjarulhatnak az emberek
milliéinak életét megkeseritd, az iziileti porcot érintd megbetegedések lekiizdésére irdnyuld
probilkozdasok  eredményességéhez és a terdpids lehetdségként ad6dé  autoldg

porcimplantatumok kifejlesztéséhez.
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6. Osszefoglalas

A doktori értekezésben bemutatott munka sordn a porcosodé mesenchymalis kultdrdk
kalciumhomeosztazisat, valamint az oxidativ stressz soran kialakul6 PARP-dependens
folyamatokat vizsgaltuk. A disszertidcioban szerepld legfontosabb 1j eredmények az

alabbiakban foglalhatok 6ssze:

e Kimutattuk, hogy az in vitro porcképzddés sordn a chondrogenikus sejtek cytosol
kalciumkoncentricidja a differencidcidoval parhuzamosan véltozik, és a 3. napon
jelent6s cstccsal tetdzik. Ez a Ca”*-koncentricié-emelkedés elengedhetetleniil fontos a
porcdifferencidcié szempontjabdl. A differencidlédds napjan a megemelkedett cytosol
kalciumszint forrdsa elsdsorban az extracelluldris tér.

e A sejtek érzékenyen reagilnak a nyugalmi Ca**-koncentricié barminemii
moduléldsara (elsésorban csokkentésére), és igyekeznek azt sziik (100-140 nM)
tartomédnyon belill tartani. A kalciumszint véltozdsira legérzékenyebb paraméter a
sejtek osztodasi ratdja.

e A chondrogenezis egyik pozitiv kalciumszenzitiv regulatora, a kalcineurin aktivitisa
is érzékenyen reagdl a nyugalmi Ca**-szint moduldldséra, és eredményeink alapjén ez
a foszfatiz lehet az egyik olyan faktor, amelyen keresztil a cytosol
kalciumkoncentracidjanak valtozasai megnyilvanulnak.

e Tovéabbi kisérleteink sordn megdllapitottuk, hogy az oxidativ stressz hatdsdra
megfigyelt csokkent mértékli porcmatrixtermelés legaldbb részben a PARP-1
aktivalodasdnak és az ennek kovetkeztében lejatszodd poli(ADP-riboz)ilacids
folyamatoknak tudhat6 be.

® A chondrogenikus sejtekben nyugalmi koriilmények kozott is megfigyelhetd egy alig
kimutathaté mértéki bazdlis PARP-aktivitds, amely a matrixtermelés negativ
regulatoraként funkciondlhat.

e Az oxidativ stressz sordn megfigyelt megemelkedett cytosol Ca**-koncentraciot
legalabb részben a fokozott PARP-aktivitis okozhatja, mely ezéltal tovabb

csokkentheti a karosodott sejtek talélési esélyét.

Térgyszavak: in vitro porcdifferenciaci6, csirke porcosodé mesenchymalis HD-kultira,

cytosol Ca2+—koncentréci(’), kalcineurin, oxidativ stressz, PARP

96



7. Summary

Calcium homeostasis and poly-(ADP-ribose)-polimerase (PARP) dependent pathways
represent two important aspects of in vitro chondrogenesis. This PhD thesis summarises the
results of our research into these processes in chicken chondrifying mesenchymal high density

cell cultures. The new results presented in this work are as follows:

e We have shown that the cytosolic free Ca®* concentration of chondrogenic
mesenchymal cells changes in a characteristic pattern parallel to in vitro cartilage
differentiation with a definitive peak on day 3. This peak-like elevation of cytosolic
Ca®*, whose major source proved to be the extracellular space, is indispensible to
proper chodrogenesis.

¢ Chondrogenic cells are highly sensitive to any kind of modulation (especially the
decrease) of the tightly regulated (kept between 100-140 nM) basal cytosolic Ca®*
concentration. Cellular proliferation proved to be the most Ca®* sensitive parameter.

e Enzyme activity of the calcium-sensitive protein-phosphatase calcineurin, one of the
positive regulators of in vitro chondrogenesis, is sensitive to the changes of cytosolic
free Ca™* concentration. Since calcineurin has been described to regulate a variety of
cellular functions, it might act as a factor through which changes of cytosolic Ca®
concentration take effect.

e Furthermore, we have shown that activation of PARP mediated pathways can be at
least partially accounted for the decrease in cartilage matrix production as a result of
oxidative stress.

e A basal PARP activity was detected in untreated control cells of HDC, which probably
has a negative effect on cartilage matrix production.

e Elevated cytosolic Ca®* concentration followed by oxidative stress in cells of HDC
can be at least partially caused by higher PARP activity, which can have detrimental

effects on cellular survival.

Key words: in vitro cartilage differentiation, chicken mesenchymal high density cell culture,

. 2. . . . . .
cytosolic Ca * concentration, calcineurin, oxidative stress, PARP
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