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BEVEZETES

Az in vitro porcdifferencidcio tanulmdnyozdsdra szolgdlo modellek

Az egyik legéltalanosabban elterjedt in vitro porcdifferenciaciés modell a
Hamburger és Hamilton szerinti 22-24-es fejlédési stddiumban 1évo
csirkeembridk végtagtelepeibdl izolalt, chondroprogenitor mesenchymalis
sejtekbdl all6 primer high density (HD) sejttenyészet. A mddszer legfontosabb
eldnye, hogy a chondrogenikus sejteket megfeleld kisérleti koriilmények kozott
€s nagy sejtsliriségben tenyésztve, azok spontin hajtjak végre differencidlodasi
programjukat, és a kisérletek befejezését jelentd 6. nap végére aprdcska
csomdOkba szervezOdott, jelentés mennyiségli hyalinporc keletkezik a
kultirdkban. A differencidcié folyamata €s a porcképzddés mértéke a porcspe-
cifikus matrixmolekuldk, valamint az azok atirdsaért felelds transzkripcids

faktorok expresszidjanak monitorozdsaval kdvetheté nyomon.

A porcdifferencidcio lépései és fehérjefoszforildcion alapulo intracelluldris
szabdlyozdsa

A chondrogenezis kezdeti 1épéseként a chondrogenikus mesenchymalis
sejtek kisebb sejtcsoportokba (Un. nodulusokba) tomoriilnek. A HD-kultdrdkban
a sejtek kondenzicidéja az elsO, a nodulusok sejtjeinek porcsejtekké valod
differencidléddsa domindnsan a madsodik és harmadik tenyésztési napon
kovetkezik be. A kondenzdlédds sorédn a sejtek felszinén expresszalodo, sejt—sejt
kapcsolatok kialakitdsaért felelds molekuldk (N-CAM és N-cadherin) és a sejtek
kozotti gap junction megjelenése jellemzd. A nodulusokba aggregélédott
prekurzorsejtek cytoskeletonja is dtalakul, az addigi nydlvéanyos, fibroblast-szerii
sejtalak kerekdeddé valik. Ezzel parhuzamosan a differencidlédé sejteket
korilvevd ECM jelentds modosulason megy keresztiill; a valddi, érett
porcszovetre jellemzd, proteoglikdnban egyre gazdagabb matrix a harmadik

tenyésztési nap masodik felétdl van jelen metakromdzids festéssel detektdlhato

mennyiségben.



A porcspecifikus matrixmolekuldk, igy a II., a IX. és a X. kollagén,
valamint az aggrekan tengelyfehérjéjét kodolé gének atirasdért a Sox9
transzkripcids faktor a felelds, melyet a chondrogenezis ,,mestergénjének”
tekinthetd sox9 gén koédol. A Sox9 expresszidjat és aktivitdsat szamos
intracelluldris molekula befolyésolja. A protein-kindz A (PKA) az egyik olyan
enzim, amely bizonyitottan foszforildlja a Sox9-et, és bar a foszforildci6 nem
feltétleniil sziikséges a Sox9 transzkripcidt aktivdlo hatdsanak 1étrejottéhez, de
jelentdsen fokozza azt. A PKA a CREB transzkripcids faktor foszforildlasdval is
elésegitheti a porcképzédést. Az intracelluldris Ca**-koncentrdcié —4ltal
szabdalyozott protein-kindz C (PKC)-enzimcsaldd is a porcképzddés pozitiv
regulatorainak  tekinthetd. Arra nézve nincsenek adatok, hogy a
porcdifferencidcié sordn a PKC kozvetleniil foszforildlja a Sox9-et.

Egyes  foszfoprotein-foszfatizok  szerepe a  fehérjefoszforilacid
reverzibilitdsit biztositva ugyancsak alapvetd jelentOségli. A protein-foszfatdz
2A (PP2A) a porcdifferencidcié negativ reguldtora: az enzim gitlisa a CREB
foszforildltsdgi szintjének emelésén keresztiil fokozza a porcdifferencidciot. A
protein-foszfatdz 2B (PP2B, kalcineurin) chondrogenezisben betoltott szerepét a
kozelmiltban irtdk le. Az intracelluldris Ca®*-koncentracié valtozdsaira érzékeny
kalcineurin az NFAT-t aktivélja, ami a chondrogenikus sejtekben eldsegiti a
differencidléddst. Ennek megfeleléen a kalcineurin gatldsa farmakoldgiai

inhibitoraval, ciklosporin-A-val (CsA) a porcképzodés csokkenéséhez vezet.

Az intracelluldris kalciumkoncentrdcio és a porcképzodés kapcsolata

Egyes PKC-izoenzimek (elsOsorban a klasszikus PKC tipusok) aktivitdsat
az intracelluldris Ca’*-koncentrdcié vdltozdsai is befolyasoljak. Hasonld
mechanizmusok szabalyozzdk a chondrogenezis madsik pozitiv regulétorat, a
kalcineurint is. Mig szdmos sejttipus, tobbek kozott pluripotens embriondlis
sejtek Ca**-homeosztdzisdt és az abban szerepet jatszé fehérjéket (sejtfelszini

receptorokat, fesziiltség- és ligandvezérelt Ca**-csatorndkat, az endoplasmaticus
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retikulum receptorait és Ca®*-pumpakat) mdr felderitették, a differencidlédd

chondroprogenitor sejtek Ca**-héztartdsardl nincsenek adatok.

Az oxidativ stressz és a hialinporc

A porcszovet ereket nem tartalmazd szovet, ahol per se hipoxids
viszonyok uralkodnak. A chondrocytdk j6l alkalmazkodtak a hipoxidhoz, és
metabolizmusukra elsdsorban az anaerob tutvonalak dominancigja jellemzo. Az
iziileti porcot érinté megbetegedések (rheumatoid arthritis vagy osteoarthritis)
sordn a synovialis folyadék oxigénfelhaszndldsa fokozddik, illetve a synovialis
membrén kapillarisaibdl torténd oxigénleadds is csokken, ami a fiziologidsndl is
nagyobb hipoxidnak és stressznek teszi ki a chondrocytdkat: az oxiddnsok és az
antioxiddnsok egyenstlya felborul, a kialakult &llapotot oxidativ stressznek
nevezziik. Reaktiv oxigéngyokok (ROS) nemcsak kéros, hanem az aerob 1égzési

lanc sordn normal koriilmények kozott is képzodhetnek a sejtekben.

A poli(ADP-riboz)-polimerdz szerepe az oxidativ stressz okozta kdrosoddsokban

Ha a sejtek antioxiddns-kapacitdsa nem elég a ROS hatastalanitdsara, az
oxiddnsok relativ tdlsidlya a celluldris hatdsok (sejtmembran és nukleinsavak
karositasa, fehérjék oldallancainak oxiddldsa €s nitrdldsa) mellett a matrix
alkotéelemeit (proteoglikdnok, kollagének) is roncsolja. A ROS és azok
szarmazékai (kiilonosen a hidrogén-peroxid és a peroxinitrit) elsOsorban
genotoxikus (a DNS-t roncsold) hatasuk révén karositjdk a sejteket. A kozvetlen
hatdsok mellett a poli(ADP-riboz)-polimerek nagy mennyiségii megjelenését is
leirtak, a polimerek szintéziséért a poli(ADP-riboz)-polimerdz (PARP) enzim a
felelds. Az enzim a karosodott DNS-hez kotddik és a sejtekben 1évé NAD™-ot
nikotinamidra és ADP-ribozra hasitja, majd ez utdbbi terméket elagazd lancu
polimerekké épiti, melyeket kiillonbozd sejtmagi fehérjékhez kapcsol. Ez a
fehérjemodositds serkenti a DNS-repairt. Azok a sejtek azonban, amelyek erds

DNS-kérosité hatdsoknak (pl. UV-sugdrzds, y-irradidcié stb.) voltak kitéve,
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nekrézissal pusztulnak el. Ilyen esetekben az enzim tdlsdgosan aktivva valik, s
az extrém modon felgyorsult katalitikus aktivitds kozvetlen kovetkezményeként
a sejtek NAD"-, majd ATP-tartalékai kimeriilnek, a sejt elpusztul. A mérsékelt
karosodast szenvedett sejtek a repair-mechanizmusok elégtelensége miatt a p53-
utvonalon keresztiil apoptézissal pusztulnak el. A fenti hatdsok az enzim
farmakol6giai  inhibitordval, a 3-aminobenzamiddal (3-AB) részben

kivédhetoek.

A PARP szerepe az arthritis patogenezisében

A PARP bizonyos helyi gyulladdsos folyamatok (pl. arthritis) sordn is
aktivalodik. Megfigyelték, hogy a betegség egérmodelljében a PARP-aktivitds
3-aminobenzamiddal torténd gétldsa késlelteti a tiinetek kialakuldsat. Ezt a
védOhatast szdmos mds PARP-inhibitorral sikeriilt kimutatni, ami a poli(ADP-
riboz)ilacios folyamatok jelentdségére utal. A PARP arthritisben betoltott pontos
szerepét azonban még nem sikeriilt részleteiben felderiteni. Noha részleges
eredmények mar sziilettek azzal kapcsolatban, hogy a PARP valamilyen
funkcioval bir a chondrogenezisben, arrdl, hogy a poli(ADP-riboz)ilacids
folyamatok pontosan milyen szerepet jatszanak az HD-kultdrdkon kivéltott

oxidativ stresszre adott valaszok szabdlyozasaban, nem rendelkeziink adatokkal.

Az oxidativ stressz és az intracelluldris Ca’* -koncentrdcié kapcsolata

A reaktiv oxigéngyokok az irodalombol ismert adatok alapjan a cytosol
kalciumkoncentraciéjanak moduldldsin keresztiil is kifejthetik karos hatdsaikat.
A nyugalmi kalciumkoncentracié adott hatar folé torténd megemelése felboritja
a sejtek Ca’"-homeosztdzisit, ami végs§ soron apoptotikus vagy nekrotikus
sejthaldlhoz vezethet. A PARP bizonyos kationcsatorndk aktivitdsanak
moduldldsan keresztiil kozvetleniil is képes megemelni a nyugalmi
kalciumkoncentréciot, s ezaltal el0segiteni a sejtek apoptotikus vagy nekrotikus

halalat.






CELKITUZESEK

A differencidléddssal parhuzamosan jelentds intracelluldris Ca**-koncentra-
ciovaltozdsok figyelhetdk meg bizonyos sejteknél, koztiik mesenchymalis
dssejteknél is. Ugyan a chondrogenikus mesenchymalis sejtek primer, porcsejt
irdinyba torténé differencidléddsa és az intracelluldris Ca**-koncentrici6
esetleges kapcsolatirdl egyeldre nem taldltunk adatokat, de a szdmos Ca-
érzékeny jelatviteli molekula porcképzOdést szabalyozd szerepe alapjan mégis
feltételezhetd, hogy a cytosol kalciumszintje jelentds véltozdsokon esik at a
differencidlédé chondroprogenitor sejtekben is. Ennek megfeleléen az aldbbi
kérdések megvalaszolasat tliztiik ki célul:

1. Milyen vaéltozdsokat kovet a HD-kultirdk differencidlédé sejtjeiben

detektalhat6 szabad cytosol kalciumkoncentraci6?

2. Mi lehet a cytosol kalciumionok forrdsa: a belso raktdrakbdl szabadulnak-
e fel, vagy az extracelluléris kozegbdl aramlanak be a sejtek belsejébe?

3. Milyen hatdsa van a differencidciés folyamatra és a kalcineurin
aktivitdsira a sejtek nyugalmi cytosol Ca”*-koncentraciéjanak
modulalédsa?

A differencidlédé sejtek Ca**-homeosztdzisanak feltérképezése mellett a
sejtek életének egy mdsik aspektusdt is vizsgalni kivantuk. Az érett porcsejtek
altaldban hipoxids koriilmények kozott toltik be funkcidjukat, és gyakran
keriilnek kapcsolatba reaktiv oxigén- és nitrogéngyokokkel. Ezért tovabbi
vizsgéalataink sordn a kovetkezd kérdésekre kerestiik a vilaszt:

4. Milyen médon hatnak a reaktiv oxigén- €s nitrogéngyokdk az in vitro

porcdifferencidlodédsra?

5. Kimutathat6-e valamiféle kapcsolat az oxiddldszerek okozta karosoddsok
és a poli(ADP-riboz)il4ciés folyamatok aktivaloddsa kozott?

6. Milyen szerepet jatszhat a PARP a nyugalmi koriilmények kozott
tenyésztett differencidléd6 mesenchymalis sejtek életfolyamatainak

szabalyozasaban?






ANYAGOK ES MODSZEREK
Sejttenyésztés

A chondroprogenitor mesenchymalis sejteket Ross-fajtdjd, a Hamburger
és Hamilton szerinti 22-24-es stddiumnak megfeleld fejlettségii csirkeembridk
disztilis végtagtelepeibdl izoldltuk és a 1,5 x 10" sejt/ml siiriiségii
sejtszuszpenziobol 15, 30 vagy 100 pl-t cseppentettiik iiveg feddlemezekre,
milanyag Petri-csészékbe, illetve tenyésztd plate lyukaiba. Az igy készitett high
density (HD) kultirdkat 10% FBS-sel kiegészitett Ham’s F12 tdpoldattal
taplaltuk.

A cytosol szabad Ca’*-koncentrdcié meghatdrozdsa

A kiilénboz6 kord sejtkultirdk sejtjeinek cytosol szabad Ca**-koncentra-
cigjat fluoreszcens modszerrel mértiik meg. A mérés eldtt a sejteket Fura-2
Ca”**-érzékeny fluoreszcens festékkel toltottiik fel. A méréseket Tyrode-oldatot
tartalmaz6é perfuziés kamrdban végeztik egy forgotiikkros sugdrosztoval
kiegészitett kettds monokromdtoros berendezést haszndlva. Az excitdcids
hulldmhosszt 340 és 380 nm kozott valtoztattuk, a Fura-2-vel feltoltott sejtek
altal kibocsatott fluoreszcens fényt pedig fotoelektron-sokszorozé segitségével
510 nm-en, 10 Hz gyakorisdggal regisztrdltuk. A két hullimhosszon vald
gerjesztés sordn mért fluoreszcenciaértékek hanyadosdbol (R=F;4/F35) a
kovetkez6 egyenlet alapjan szamitottuk ki az intracelluldris Ca**-

koncentracidkat:
[Ca**];=Kp-p-—"7,

ahol Kp a disszocidcids dllandd, R a mért fluoreszcenciaértékek hanyadosa, R,
az a fluoreszcenciahdnyados, ahol a festék egyaltalan nem kot Ca’-ot, Ry, 2z a
fluoreszcenciahanyados, ahol a festék Ca**-mal telitett, B a rendszerre jellemz6
allandé. Agonistdk és antagonistdk hatdsdnak vizsgdlatakor egy kis perfizids
kapillarist az éppen mért sejt kozvetlen kozelébe allitottunk be, amin perfuzids

rendszer segitségével adagoltuk a vizsgalt oldatot. Az intracelluldris
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kalciumraktéarak toltottségének vizsgdlata sordn a simafelszinli endoplazmatikus
retikulum Ca’*-pumpéjanak (SERCA) inhibitorat, ciklopiazonsavat (CPA)
adagoltunk 10 pM-os koncentrdciéban. A CPA-t kalciummentes Tyrode-
oldatban alkalmaztuk. A rianodinreceptorok fizioldgiai vizsgdlatira 15 mM

koffeint, a receptor agonistdjat adtuk a vizsgélt sejtekhez.

Spontdn Ca**-tranziensek vizsgdlata és analizise

A kiilonbdzo koru kultirdk sejtjeiben a spontdn Ca”*-tranzienseket
fluoreszcencids médszerrel, konfokélis mikroszkép segitségével regisztraltuk. A
mérés elott a sejteket 10 uM Fluo-4-AM kalciumérzékeny fluoreszcens festékkel
toltottik fel, a toltést 37 °C-on, CO,-inkubdtorban végeztik 1 6ran at. A
tranzienseket normal Tyrode-oldatban regisztraltuk. A spontdn Ca**-tranziensek
sordn bekovetkezd intenzitdsvéltozasokat x—y analizissel és line scan analizissel

vizsgaltuk.

A kultirdk kezelése EGTA-val, A23187 Ca2+-i0n0f0rml, CPA-val és ciklosporin-
A-val

Az  extracelluldris  kozeg szabad  Ca’*-ionjait a  tdpkozeg
kalciumtartalmdval ekvimoldris mennyiségli, 0,8 mM koncentracigji EGTA
hozzdadédsaval kotottilk meg a tenyésztés 2. €s 3. napjan. A sejtek intracelluldris
Ca’"-koncentriciéjanak megemeléséhez a kultirdkat 0,1 és 5 mg/l
koncentriciéji  A23187 Ca**-ionofort tartalmazé tdpoldattal taplaltuk a
tenyésztés 2. €s 3. napjan, 1 Ordn keresztiil. A belso raktarak kiliritését 12 oras
CPA-kezeléssel értikk el. A kalcineurin aktivitdsait 2 pM CsA folyamatos

hozzaadasaval gatoltuk.

Oxidativ stressz eldidézése, valamint a PARP-aktivitds gdtldsa 3-amido-
benzamiddal
Oxidativ stresszt hidrogén-peroxid vagy peroxinitrit hozzdaddsaval

valtottunk ki. Mindkét anyagot 30 percen keresztiil tartottuk a sejteken. A

11



hidrogén-peroxidot 0,1; 1 és 4 mM, a peroxinitritet 100, 300 és 600 pM
koncentracioban alkalmaztuk. A PARP-aktivitds gatldsahoz 3-AB-t hasznéltunk,
amit az oxidativ stressz el6idézését megel6zd 30 percben adtunk a kultirdk

sejtjeihez.

A porcmatrix fénymikroszkopos vizsgdlata és szemikvantitativ meghatdrozdsa

A porcmatrixot a metakromdzids festddés felhaszndldsdval tettiik
lathatova. A HD-kulturdkat a tenyésztés végét jelentd 6. napon fixaltuk, majd
DMMK 3% ecetsavban oldott 0,1% oldatdval festettiikk, fénymikroszkop
segitségével készitettiink felvételeket. A matrixkomponensek szemikvantitativ
meghatdrozasit toluidinkék kioldasat kovetd optikai denzitometrdldssal
végeztiik: a 6 napos kultirdkat glicin—-HCl-pufferben oldott 0,1% toluidinkékkel
festettiik, a szulfatdlt matrixkomponensekhez kotddott festéket abszolit
etanolban oldott 8% HCI segitségével oldottuk ki, €s a mintdk optikai denzitdsat

625 nm-en mértik.

A sejtproliferdcio, életképesség és tilélési rdta vizsgdlata

A sejtosztédast *H-timidin-beépiilés mérésével hatdroztuk meg. A 3.
tenyésztési napon, a kezeléseket kovetéen 1 pCi/ml aktivitdsd “H-timidint
adtunk a kultirdkhoz és 16 6ran 4t tartottuk rajtuk. A radioaktiv izotoppal jelolt
nukleotidot tartalmazé médium eltdvolitdsa utdn triklorecetsav alkalmazasdval
kicsaptuk a szolubilis fehérjéket, majd kiszaritdst kovetden szcintillacids
folyadékot pipettaztunk a plate-ek lyukaiba, €s a mintdk radioaktivitdsat
folyadékszcintillaciés lizemmodban hasznélt plate-leolvasé  késziilékkel
detektaltuk.

A sejtek €letképességét MTT-assay-vel vizsgaltuk. A tenyésztés 3. napjan
a kezeléseket kovetden PBS-ben oldott MTT-reagenst mértiink a sejtek
tdpoldatdba és 2 O6rds inkubdldst kovetden a képzOodott formazankristdlyokat
MTT-szolubilizdl6 oldatban feloldva a mintdk abszorbancidjat 570 nm-en

mértiik.
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A sejtek tdlélési ratdjat dramldsi citometridval vizsgdltuk. Az A23187
vagy EGTA-kezeléseket kovetden Annexin-V DY647 reagenst és/vagy
propidium-jodidot adtunk a kultdrdkhoz. Az inkubdcié lejartdval a kultdrdkat
tripszinizdltuk és centrifugdltuk, majd FACS-pufferben szuszpenddltuk. Az
aramldsi citometria sordn 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 szamitogépes program (freeware) segitségével

végeztik.

RT-PCR analizis

A kulturdk sejtjeibdl totdl RNS-t izoldltunk, majd Omniscript reverz
transzkripciés kit felhaszndldsdval, oligo(dT) primerek segitségével cDNS-t
készitettiink. A specifikus cDNS-szekvencidk erdsitése olyan primerekkel
tortént, amelyeket az interneten hozzaférhetd csirke nukleotidszekvencidk
alapjan Primer Premier 5.0 szamitogépes program segitségével terveztiink. A
PCR-reakcidkat a primerpdroknak megfeleld homérsékleti profilok mellett
végeztiik. A PCR-mintdkat 1,5%-os agar6zgélben elektroforézissel vilasztottuk
el, és etidium-bromid festést kovetden elemeztiik. A jelintenzitds kvantifikalasat
ImageJ szamitégépes program segitségével végeztiikk, €s a kontroll mintak

értékeire normalizaltuk.

Sejtkivonatok prepardldsa és Western blot analizis

A teljes sejt-lizdtumok elddllitasahoz a megfeleld koru kontroll, illetve
kezelt kultdrdkat gumi sejtkaparé lapéttal arattuk le és lizispufferben
szuszpenddltuk. A mintdkat folyékony nitrogénben fagyasztottuk és
felhasznalasig —70 °C-on taroltuk. A sejteket kozvetleniil a kisérletek folytatdsa
eldtt ultrahangos szonikdldssal tartuk fel. Az endoplasmaticus membrdnfrakcio
eléallitdésdhoz a 3 napos kulturdkat homogenizatorban HEPES-sel és
szachar6zzal  kiegészitett  lizispufferben  szuszpenddltuk. A  mintdk

centrifugdldsat koveten a feliiliszot ultracentrifugdval 150 000 xg-vel
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centrifugdltuk 2 6rdn 4at, az iledéket lizispufferben vettiik fel, folyékony
nitrogénben lefagyasztottuk, és felhaszndlasig —70 °C-on taroltuk. A mintékat a
szokdsos moédon készitettiik eld az elektroforézishez, 7,5% akrilamid gélt
hasznaltunk, és sdvonként 40 pg fehérjét vittiink fel. A szepardldst kovetden a
mintdkat elektromos erdtér segitségével nitrocellul6z membranra vittik at. A
membrénokat tejfehérjével blokkoltuk, majd a megfeleld antitestek jelenlétében
egy €jszakdn 4t +4 °C-on inkubdltuk. A membrdnokat a mdsodik antitesttel
szobahOmérsékleten inkubdltuk 1 6rdn at, és az immunreaktiv sdvokat erdsitett
kemilumineszcencids mdédszerrel mutattuk ki. A jelintenzitds szemikvantitativ
kiértékelését Image]J programmal végeztiikk, és a kontroll mintdk értékeire

normalizaltuk.

Kalcineurin-enzimaktivitds mérése

A kalcineurin  enzimatikus  aktivitdsait “°P-vel jeldlt inhibitor-1
szubsztratb6l az enzim 4ltal lehasitott **P; radioaktivitdsdanak meghatdrozaséaval
mértiik. A mérésekhez sejtlizitumokat haszndltunk, 20 percig tart6, 30 °C-on
torténd inkubdlds utdn a reakcidkat 20% triklorecetsav és BSA-oldat egyidejli
hozzdadésaval allitottuk le. Centrifugdlds utdn a feliiliszobdl hatdroztuk meg a

P, mennyiségét folyadékszcintillacios detektor felhasznalasaval.

Poli(ADP-riboz)-polimerek kimutatdsa immunocitokémidval

A kultdrdkat a kezeléseket kovetden 10% triklérecetsavval, majd Saint-
Marie rogzitovel fixédltuk. Az aspecifikus kotohelyeket 0,1% Triton X-100 és
5% 16szérum PBS oldatdval blokkoltuk, majd a kultirdkat monoklondlis anti-
poli(ADP-rib6z) antitest jelenlétében inkubdltuk +4 °C-on egy éjszakan at. Ezt
kovetOen biotinilélt 16 anti-egér IgG-vel inkubaltuk 45 percig, majd streptavidin-

nel konjugélt Alexa-546-ot adtunk 30 percig. A sejtmagokat DAPI-val festettiik.
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PARP-aktivitds in situ kimutatdsa

A kezeléseket kovetden a kultirdk eredeti tdpoldatat NAD™-ot tartalmazé
PARP reakci6é-pufferre cseréltiik. 37 °C-on 1 6ra hosszdig tarté inkubdldst
kovetoen a kulturdkat 10% triklorecetsavban €s —20 °C-os abszolut etanolban
fixaltuk. Az aspecifikus kotOhelyek blokkolasat PBS-ben oldott 1% BSA-ban
végeztiik. A beépiilt biotint streptavidin—Alexa-546 konjugitum hozzdadédsaval

mutattuk ki, a sejtmagokat DAPI-val festettiik.

A sejtek NAD" -tartalmdnak meghatdrozdsa

A HD-kultirdkat a megfeleld kezelések utin HClOy4-val tartuk fel,
centrifugdlds utin méréseinkhez a feliilisz6t hasznéltuk, amit megfeleld
mennyiségli reakcideleggyel kevertiink 0Ossze. Az 560 nm-en mérhetd
fényelnyelést kozvetleniil a reakcidelegyek Osszemérése utin és 10 perc
leteltével is megmértiik. A kultirdk NAD" mennyiségét ismert koncentrcidji

NAD"-standardok segitségével szamoltuk ki.

Adatfeldolgozds és statisztikai analizis

A mérési eredményeket atlagoltuk €s kiszdmitottuk a standard hibakat
(SEM). Az adatokat statisztikai szempontbdl Student-féle kétmintds t-proba
segitségével elemeztiik, és azokat a véltozdsokat tekintettiilk szignifikdnsnak,

ahol p < 0,05.
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EREDMENYEK

A porcosodé HD-Kkultirak Ca’**-homeosztazisa
A kultiirdk sejtjeinek cytosol Ca’*-koncentrdcidja jellegzetes mintdzatot kivet

A kiilonb6z6 kort (0-6. napos), Fura-2 kalciumérzékeny fluoreszcens
festékkel feltsltstt kultdirak sejtjeinek cytosol Ca’*-koncentrciGjdban a diffe-
rencidcidval pdrhuzamosan valtoz6 mintdzatot figyeltiink meg: a 0. napos
tenyészetek sejtjeiben a kalciumkoncentricié viszonylag alacsony értékeket
mutat, ezt kovetéen a differencidcié eldrehaladtdval kismértékli emelkedés
figyelhet6 meg, ami a tenyésztés 3. napjan magas (mintegy 140 nM) csuccsal
tetézik. A 4. naptél kezdédéen a Ca**-koncentracié djra alacsonyabb értékeket
vesz fel. A Fluo-4-gyel feltoltdtt haromnapos kultirdk sejtjeinek tilnyomo
tobbsége spontdn periodikus Ca®*-oszcillicidkat mutatott.  Konfokalis
mikroszkop segitségével végzett mérések alapjan a frekvencia dtlagos értéke
4+1,2 min~', a maximum amplitddék 15-20%-kal voltak magasabbak az 4tlagos

nyugalmi fluoreszcencia-intenzitisnal.

A differencidlédds sordn megemelkedett Ca’*-koncentrdcié forrdsa az
extracelluldris tér

A kiilsé kozeg Ca’’-ionjainak megkotésére EGTA-t adtuk a sejtek
tdpkozegébe. Ennek hatdsira szignifikdnsan csokkent a sejtekben mérhetd
cytosol szabad Ca**-koncentrici6, és a metakromézidsan festédé porcteriiletek
nagysdga is a kezeletlen kontrollokhoz képest. A kezelések hatdsdra a Sox9
mRNS- és fehérje-expresszidja, valamint foszforildcidja is jelentds csokkenést
mutatott, ezért feltételezhetd, hogy a szabad Ca**-ionok extracelluldris térbol
valo elvondsa a differenciacids folyamatok gétldsa révén eredményezi a matrix-

termelés csokkenését.
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A cytosol Ca’*-koncentrdcié megemelése kettds hatdst vdlt ki

Az A23187 Ca**-ionofort két koncentraciéban (0,1 és 5 mg/l) hasznaltuk.
A cytosol szabad Ca**-koncentrici6éjat mindkét ionofor-koncentracié jelentsen
fokozta. A matrixtermelés tekintetében eltérd hatdsokat figyeltiink meg. A
kisebb koncentricioju A23187-kezelések utdn szignifikdnsan tobb matrixot
detektdltunk, mig a magasabb koncentricidji ionoforral kezelt kultirdkban
jelentOsen visszaesett a matrixtermelés mértéke. A 0,1 mg/l koncentricidju
ionofor hatdsdra a Sox9 és az aggrekdn mRNS fokozott expressziét mutatott.
Ezzel ellentétben, 5 mg/l ionofor-koncentraciéondl sem a Sox9, sem az aggrekan
mRNS expresszids szintje nem csokkent. Mivel a Western blot analizisek
eredményei nincsenek Osszhangban a matrixtermelésben bekovetkezett
véaltozdsokkal, valdésziniisithetjiik, hogy a magasabb koncentrdcidji ionoforral
kezelt kulturdkban a porcmatrix képzodésének csokkenése nem a Sox9-utvonal

valtozasaival magyardzhato.

A chondrogenikus sejtek belsé raktdrai tartalmaznak bizonyos mennyiségii
kalciumot

A bels6 raktarak toltottségét a SERCA egyik inhibitordval, a ciklopiazon-
savval (CPA) vizsgiltuk. A CPA adagoldsinak megkezdése utin a cytosol
kalciumkoncentracié lassan emelkedett kezdett, ami arra utal, hogy az ER
ciszterndi nem tartalmaznak tul sok kalciumot, a szivargas liteme nem tul nagy.
Kimutattuk, hogy a CPA adagolasit kovetden, az extracelluldris tér
kalciumkoncentraciéjanak (1,8 mM) visszasllitasakor hatdrozott Ca**-tranziens
jelent meg, ami a raktdrak altal irdnyitott kalciumbelépés (SOCE) jelenségének
tulajdonithat6. A CPA-t nemcsak kalciumméréskor és rovid ideig (~10 perc)
adagoltuk a sejtekhez, hanem bizonyos kulturdkat a 2., illetve a 3. napon 12 6rdn
at CPA folyamatos jelenlétében tenyésztettiink. Ez a hosszi ideig tartdé gatlas
minden bizonnyal teljesen kiliritette a belso raktarakat, mégsem lattunk valtozast

a 6. napon a képzddott porcmatrix mennyiségét tekintve.
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A kalcium ER-bdl torténd felszabaditisdban szerepet jatszd
csatornafehérjék vizsgalatabdl kideriilt, hogy a rianodinreceptor jelen van ugyan
a chondrogenikus mesenchymalis sejtek endoplasmaticus retikulumanak belsd
membranrendszerében, nyugalmi koriilmények kozott azonban valdszinlleg
nem funkciondl, és igy bizonydra nem jatszik fontos szerepet a szabad cytosol
Ca’*-koncentricié szabdlyozasdban. Az l-es tipusi IPs-receptorok gyenge

mRNS- és fehérjeexpresszidja hasonlo kovetkeztetésekre vezetett.

Az EGTA, a Ca**-ionofor és a CPA hatdsa a 2 és 3 napos kultiirdk sejtjeinek
osztoddsi rdtdjdra, mitochondridlis aktivitdsdra és tiiléloképességére
EGTA-kezelés hatdsdra a sejtek osztddasi ratdja mindkét napon dradmaian
lecsokkent (a kontroll 10%-ara), ugyanakkor a nekrotizdlé/apoptotizalé sejtek
gyakorisiga megnétt. A sejtek életképességét az EGTA-kezelések nem
befolyésoltdk. Az ionofor kétféle koncentracidja eltérd hatdssal volt a sejtek
osztodoképességére: 5 mg/l koncentrdcidban kismértékii csokkenést okozott,
mig 0,1 mg/l koncentracidoban alkalmazva a 3. napon szignifikdnsan fokozta a
sejtek proliferacigjat. A masik két paramétert azonban az ionofor érdemben nem
befolyésolta. A CPA egyik napon sem volt jelentds hatdssal a sejtek osztodési

ratdjara, sem azok mitochondrialis aktivitisara.

A kalciumkoncentrdcio modositja a kalcineurin expressziojdt és aktivitdsdt
EGTA-kezelés kovetkeztében mindkét vizsgdlt napon jelentOsen
visszaesett a kalcineurin aktivitdsa. A kalciumkoncentracié emelésének kevésbé
egyértelmii hatdsait figyeltik meg: a 2. napon az A23184 mindkét
koncentracidjanak hatdsdra az enzim aktivitdsa fokozddott, a 3. napon pedig
mindkét esetben csokkent a kalcineurin aktivitdsa. A kalcineurin mRINS-szintje
csak a 2. napi kezeléseket kovetOen mutat barmineml valtozast, a 3. napon
valtozatlan marad. A 2. napon az alacsonyabb mRNS-szint eredményeképpen

csokkent fehérjeexpressziot detektdltunk valamennyi kezelés hatdsdra, mig a 3.
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napon az 5 mg/l koncentrdcidban alkalmazott ionofor hatdsara erdsebb jelet
kaptunk.

A Kkalcineurin inhibitora, a CsA 2 uM koncentraciéban alkalmazva az
enzim aktivitdsit mintegy 40%-kal csokkenti, és ezzel parhuzamosan a

képz6dott porcmatrix mennyisége is jelentds csokkenést mutat.

Az oxidativ stressz és a chondrogenezis kapcsolata

Az oxidativ stressz poli(ADP-riboz)-polimerdz-dependens médon gdtolja a
porcdifferencidciot

A hidrogén-peroxid koncentraciofiiggd médon gatolta a porcképzddést.
Az oxidativ stressz kivdltdsa elott a PARP egyik inhibitordval, 3-AB-vel
elOkezelve a sejteket, jelentds védohatds figyelhetd meg. A folyamatos 3-AB-
kezelés onmagaban is hatdssal volt a matrixtermelésre: a kezeletlen kontroll
kultirdkban mérhetd értékeknek mintegy masfélszeresét kaptuk.

A peroxinitrit (hidrogén-peroxidhoz hasonléan) koncentraciéfiiggd médon
gdtolta a sejtek osztédasat: mar a kis (100 uM) koncentraciéji peroxinitrit is a
kezeletlen kontroll értékének mintegy felére csokkentette a sejtproliferaciot. A
3-AB-eldkezelések az osztddasi rata tekintetében gyakorlatilag nem mutattak
védoOhatast. A sejtek mitochondridlis aktivitdsa koncentraci6-dependens médon
csokkent peroxinitrit-kezelések hatdsdra. A PARP-aktivitds gétlasa 3-AB-vel a
legtobb esetben képes volt kivédeni a reaktiv oxigén- és nitrogéngyokok karos

hatasait.

Oxidativ stressz hatdsdra vdltozik a HD-kultiirdk sejtjeiben mérheto
intracelluldris kalciumkoncentrdcio

Minthogy a sejtek cytosol Ca**-koncentréciéja érzékenyen reagél az extra-
celluléris stimulusokra, megvizsgéltuk, vajon oxidativ stressz hatdsira valtozik-e

a chondrogenikus mesenchymalis sejtekben mérheté intracelluldris Ca®*-
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koncentracié. Mig a kis (0,1 mM) koncentriciéji hidrogén-peroxid hatdsira
érdemben nem viltozik a nyugalmi Ca**-koncentrdcié, a magas (4 mM)
koncentracié hatdsdra kiilondsen a harmadik napon figyelhetd meg dradmai
véltozds: a differencidlédds napjan kontroll koriilmények kozott is magasabb

kalciumkoncentracié még erdteljesebb emelkedést mutat.

Az oxidativ stressz hatdsdra modosul a porcspecifikus markerek expresszios
mintdzata

Az oxidativ stressz jelentdsen csokkenti mind a Sox9, mind az aggrekdn
mRNS-expresszidjat. A porcmatrix-termelés vizsgidlata sordn megfigyelt
véaltozdsokhoz hasonléan a 3-AB a markergének expresszidjat a metakromazids
festések eredményeivel 0sszhangban befolydsolta: bizonyos mértékben képes
volt kivédeni a hidrogén-peroxid €s a peroxinitrit kdros hatdsait. A 3-AB
onmagaban alkalmazva jelentosen, mintegy 50%-kal fokozta mindkét gén
mRNS-ének expresszidjat, ami szintén Osszhangban van a metakromazids
festések soran kapott eredményeinkkel. A Sox9 fehérjeexpresszio-valtozasai
hlien kovetik az mRNS-szintli valtozasokat: a reaktiv oxigén- és nitrogéngyokok
hatdsira kevesebb fehérje mutathat6é ki a mintdkban, amit a 3-AB-el6kezelések

képesek voltak kompenzalni.

A HD-kultiirdkban a hidrogén-peroxiddal és peroxinitrittel kivdltott oxidativ
stressz hatdsdra poli(ADP-riboz)ildcios folyamatok aktivdlodnak

Az oxidativ stressznek kitett €s a kontroll kultirdkban meghatdroztuk a
PARP aktivitdsiat biotinildlt NAD® beépiilését vizsgalatdval. Kontroll
koriilmények kozott nem detektdltunk kimutathaté mértékli PARP-aktivitést, és
3-AB-kezelések hatdsara is hasonlo eredményeket kaptunk. Hidrogén-peroxid,

és foOként peroxinitrit-kezeléseket kovetden azonban a sejtek magjdban
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jelentdsen fokozddott a biotin beépiilése, ami a PARP-inhibitor hatdsira
csokkent. A PARP aktivitdsdnak vizsgilata mellett a képzodott poli(ADP-
ribéz)-polimereket is sikeriilt kimutatnunk: reaktiv oxigén- és nitrogéngyokok
hatdsira egyardnt erds jeleket kaptunk, és 3-AB-elokezelések hatdsdra a polimer

mennyisége jelentdsen kisebb maradt, mint a csak oxidativ stressz hatdsdnak

kitett kultarakban.
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MEGBESZELES
A porcosodé HD-kultiirdk sejtjeinek Ca’*-homeosztdzisa

A tenyésztés kezdetén mérhetd alacsony Ca**-koncentricié a
differencidl6dé sejtekben emelkedik, majd hatdrozott csicsot mutat, ezt
kovetden az érett chondroblastokban ismét alacsonyabb értékeket vesz fel.
Eredményeink 6sszhangban vannak az epifizis-porcszdvet chondrocytdiban mért
intracelluldris Ca®*-koncentriciéértékekkel. Azt is megfigyeltiik, hogy a
chondrogenikus mesenchymalis sejtek nyugalmi Ca**-koncentricidja periodikus
valtozdsokat (oszcillicidkat) mutat, ami az irodalmi adatok alapjan mads
differencialédé sejtekre is jellemzé. A Ca**-oszcillaciok bizonyos transzkripcids
faktorok aktivdlasdn keresztiill fokozhatjdk a differencidciét, az oszcillacidk
hatasara nemcsak az NFAT, hanem a CREB is aktivalodhat.

Meéréseink folytatdsaként megvizsgéltuk, hogy a differencidlédds napjén
mérhetd6 megemelkedett cytosol kalciumkoncentracié forrdsa extra- vagy
intracellularis eredetii-e. A HD-kulturak  kiilso kozegébe a
kalciumkoncentraciéval ekvimolaris (1,8 mM) EGTA-t adtunk, s ezaltal
megkotottik a szabad Ca®*-ionokat. A kezeléseket a differencidcio
szempontjabol fontos 2., illetve 3. napon végezve jelentOsen visszaesett a
matrixtermelés mértéke, és ezzel parhuzamosan a sejtekben mérhetd cytosol
szabad Ca**-koncentracié is lecsokkent, s6t a 3 napos kezeletlen kontroll
kultirkra jellemz6é megemelkedett Ca**-koncentricié sem volt kimutathaté. Az
alacsony extracelluldris Ca”**-koncentrdcié hatdsdra a HD-kultdrdk sejtjeinek
proliferaciés ritdja drdmaian lecsokkent, anélkiill hogy a mitochondridlis
aktivitisukban szdmottevd valtozas kovetkezett volna be. Ezzel parhuzamosan a
Sox9 mRNS- és fehérjeexpresszidja is lecsokkent. Mindezen véltozdsok alapjan
feltételezhetjilk, hogy az extracellularis térség szabad kalciumionjainak a
differenciécids folyamatok beinditdsdban €s a kezdeti 1€pések irdnyitdsdban van
nélkiilozhetetlen szerepe, hiszen a kalciumionok megkotése csak a tenyésztés

els6 3 napjan alkalmazva gétolja a sejtek normdl differencidcids ciklusét.
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Eredményeink jol illeszkednek az irodalomban kozolt adatokhoz, miszerint az in
vitro porcdifferenciaci6 az extracellularis tér kalciumkoncentraciéjanak
megemelésével moduldlhaté; a magasabb Ca**-koncentracié azonban csak a
differenciécids folyamat kezdetén fejt ki pozitiv hatést.

A cytosol Ca**-koncentraciGjat A23187 kalcium-ionofor alkalmazésdval
emeltiilk meg, a kis koncentracidji ionofor fokozta, mig a nagy koncentraciéju
ionofor erdteljesen gétolta a matrixtermelést. A kis dozisban alkalmazott ionofor
a megfigyelt véltozdsokkal Osszhangban befolyédsolta a Sox9 transzkripcids
faktor mRNS- és fehérjeexpresszidjat, a nagy doézisu kezelések azonban kissé
ellentmondésos eredményekre vezettek, ami alapjin valdsziniisithetjiik, hogy az
ionofor részben Sox9-independens utvonalakon keresztiil befolydsolja a
porcképzodést.

A belsd raktirak toltottségének vizsgalatihoz CPA-val, a SERCA
gatloszerével kezeltiik a kulturdk sejtjeit, és kimutattuk, hogy a chondrogenikus
mesenchymalis sejtek belsé raktdrai tartalmaznak bizonyos mennyiségti Ca*'-t,
azonban ennek mennyisége az excitdbilis sejtekhez képest elhanyagolhatd. A
sejtekben a kiilsé kozeg Ca’’-koncentriciéjanak helyredllitdsa utdn &tmeneti
cytosol kalciumkoncentricié-emelkedés kovetkezett be, ami SOCE-csatornak
mikodésére utal. A kalcium-eszkodztar azon Osszetevdi koziil, amelyek a belso
raktdrakbdl torténd kalciumfelszabaditdsért lehetnek feleldsek, a chondrogeni-
kus sejtek a rianodinreceptort és az IPs;-receptor I-es tipusit expresszdljak. A
fehérjék gyenge, alig kimutathaté expresszidja €s a raktarak csekély mértékii
toltottsége kovetkeztében az ily mdédon felszabadul6 kalciumionok valdszintlileg
csak lokdlisan emelhetik meg a cytosol Ca”*-koncentrici6jat, a differencidlédds
soran mérhetd nagymértékill, tartds emelkedés minden bizonnyal a kiilsd
kozegbdl szarmazik.

A kalcineurin lehet a HD-kultiirdk cytosol Ca’* -koncentrdciévdltozdsainak egyik

target- és effektormolekuldja
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A kalcineurin aktivitdsa érzékenyen reagil a sejtek cytosol Ca**-koncent-
rdcifjdnak modulédldsara: a cytosol kalciumkoncentracidjdnak csokkenésével
parhuzamosan az enzim aktivitdsa is visszaesik, az ionofor hatdsara pedig a 2.
napon fokozddott, a 3. napon viszont csokkent az enzimaktivitds. A kalcineurin
val6szintileg képes aktivan részt venni a cytosol Ca®*-koncentriciGjanak
szabdlyozdsaban. Azokban a kulturdkban, melyekben a kalcineurint CsA-val
gatoltuk, magasabb bazilis Ca’"-koncentraciéértékeket detektaltunk, de a
kontroll koriilmények kozott megfigyelhetd Ca**-cstcs elmaradt. A kalcineurin
tehdt bizonydra fontos szerepet jatszik a 3. napon a megemelkedett
kalciumkoncentrac kialakitasdért példaul bizonyos, a plazmamembrianban
lokalizalédé Ca**-csatornak aktivaldsaval. Ezt a feltételezésiinket azok a
kozlemények tdmasztjdk ald, melyek arrél szamolnak be, hogy a kalcineurin a
kalcium-eszkoztar szamos tagjanak (pl. IPs-receptorok, SERCA, Ca**-csatornak,

Na‘—Ca**-exchangerek stb.) miikodését képes befolydsolni.

Az oxidativ stressz és a poli(ADP-riboz)ildcios folyamatok kapcsolata a
porcosodoé HD-kultiirdk sejtjeiben

Ismeretes, hogy a reaktiv oxigéngyokok gatoljadk a porcmatrixtermelést, és
hozz4jarulnak a mar kialakult extracellularis matrix degradaci6jahoz is.
Megfigyeltik, hogy a peroxinitrit a hidrogén-peroxidhoz hasonld,
koncentraciofiiggdé modon gatolta a HD-kultirdk matrixtermelését. Az oxidalo
agensek hatdsdra a sejtek proliferdcidos ratdja és mitochondridlis aktivitasa,
valamint a  porcdifferencidci6 markergénje, a Sox9 mRNS- ¢és
fehérjeexpresszidja egyardnt lecsokkent. Ezzel parhuzamosan az oxidativ
stressznek kitett sejtekben a cytosol Ca**-koncentracié megemelkedett.

A reaktiv oxigén- és nitrogéngyokok elsOsorban genotoxikus hatdsaik
révén kérositjdk a sejteket, melynek kovetkeztében a poli(ADP-rib6z)-polimeraz
enzim aktivitdsdnak fokozddasa figyelhetdo meg. A PAR-polimerek hatdsédra az

enzimek miikodése modosul, s ezdltal szdmos, tobbek kozott a DNS-repair

24



folyamataiban szerepet jatszé fehérje aktivdlodik. A PARP tidlzott mértékii
aktivéacidja azonban a sejt NAD"- és ATP-készleteinek kimeritése kovetkeztében
mar kéros hatdsud, ami a sejteket végsd soron ongyilkossdgba kergeti.

Mivel a 3-AB-eldkezelések a sejtproliferacio-csokkenést nem tudtdk
kivédeni, feltételezhetjiik, hogy a reaktiv oxigén- és nitrogéngyokok a PARP-tol
fiiggetlen ttvonalon keresztiil fejtik ki hatdsukat a sejtosztéddsra, példaul a
sejtosztodast szabdlyozd bizonyos enzimek szerkezetének mddositdsaval. A
mitochondridlis aktivitdsban bekdvetkezd csokkenést a 3-AB-el0kezelések
képesek voltak kivédeni, igy valészinli, hogy a HD-kultirdk sejtjeinek
tuléloképességére utalé paramétert PARP-dependens folyamatok befolydsoljak.
A HD-kultirdk sejtjeiben NAD"-depléciét csak a nagy koncentraci6ji reaktiv
oxigén- és nitrogéngyokok alkalmazdsa okozott. A PARP aktivitdsdra és
miikodésére az enzim terméke, a PAR-polimerek kimutatisa adta a legfébb
bizonyitékat. Kontroll koriilmények kozott nem tudtunk detektalhat6
mennyiségli polimert kimutatni a HD-kultirdk sejtjeiben, oxidativ stressz
hatdsdra azonban hatirozott jeleket kaptunk. Erdekes megfigyelésiink, hogy a
kezeletlen kontroll kulturdk sejtjeinek magvacskaiban polimerek vannak,
melyek a 30 perces 3-AB-el0kezelések hatdsdra sem elimindlédtak.

Az irodalomban az eredmények megoszlanak a chondrogenezis és a
poli(ADP-riboz)ilaciés  folyamatok  kapcsolatdnak  tekintetében.  Sajit
eredményeink alapjdn kisérleti rendszeriinkben a hidrogén-peroxid és a
peroxinitrit egyarant PARP-dependens médon gatoltdk a porcmatrix-termelést,
és minden valészinliség szerint beinditjdk a ’DNS-kdrosodds — PARP-
aktivalodas — sejt-diszfunkcid’ ttvonalat. Mivel az erdteljes oxidativ stressznek
kitett sejtekben a cytosol Ca**-koncentriciéja a magas ionofor-koncetriciok
alkalmazasdval Osszevethetd mértékii, a kontrollokéndl lényegesen magasabb
volt, és mindkét kezelés a porcképzddés csokkenését vonta maga utdn, ezért

joggal feltételezhetjiik, hogy a porcosodd sejteket érd oxidativ stressz részben
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Ca**-dependens médon befolydsolja a chondrogenezist. Ennek bizonyitdsa

tovabbi kisérleteket igényel.
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OSSZEFOGLALAS

Felderitettik a differencidléodé chondrogenikus mesenchymalis sejtek
Ca’"-homeosztézisanak egyes aspektusait, valamint megfigyeltiik, hogy PARP-
dependens folyamatok kontroll koriilmények kozott és oxidativ —stressz
hatdsdnak kitett kultirak sejtjeiben is hatdssal vannak a porcmatrix termelésére.

A differencidl6do mesenchymalis sejtek intracelluléris
kalciumkoncentraciéjanak  kismértékli megemelése eldsegiti a  sejtek
differencidciés programjat, mig a magas, illetve hosszantarté emelkedés mar
gitlé hatdsi. Megfigyeltiik, hogy a cytosol Ca**-koncentrdcié csokkentése
ugyancsak gdtolja a sejtek differencidciés programjit. A  sejtekben
karakterisztikus Ca**-koncentréci6-valtozasok detektalhatok a
differencidléddssal parhuzamosan, melyekre hosszi- és rovidtavi Ca**-koncent-
racié-ingadozasok (oszcilliciok) egyardnt jellemzdek és a differencidcidval
kozvetlen osszefiiggésben jelentds cytosol szabad Ca™ csiics jelenik meg.
Eredményeink alapjan a differencidlédé chondrogenikus sejtek Ca**-
homeosztazisa igen nagymértékben fiigg a kiils6 kozeg kalciumtartalmatol, amit
a belsO raktarak vizsgélatdaval is aldtdmasztottunk. Sikeriilt megfigyelniink, hogy
a chondrogenezis pozitiv regulatordnak tekinthetd kalcineurin a cytosol Ca®*-
valtozasok egyik effektora lehet.

Igazoltuk, hogy az oxidativ stressz fokozza a HD-kultirdk sejtjeiben a
poli(ADP-riboz)ildciés mechanizmusokat, ami végsé soron a porcképzddés
csokkenéséhez vezet. Az, hogy a PARP-inhibitor 3-AB Onmagaban is jelentOs
hatdst — a matrixképzodés eroteljes fokozdsat — véltott ki, arra utal, hogy a
poli(ADP-riboz)-ilaciés folyamatok a matrixtermelés negativ regulatorai
lehetnek. Mivel az erdteljes oxidativ stressz jelentdsen megemelte az
intracelluldris Ca**-koncentraciot s, igy a PARP-dependens szabalyozds mellett
Ca**-érzékeny jelatviteli folyamatok mddosuldsa is szerepet jatszhat annak

porcképzddést gatld hatasdban.
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