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A differencialédas jellemz8 alaki és funkcionalis sejttulajdonsagok
malis embrionélis fejldés folyaman megy végbe, vagy azzal analég, annak
ismétlgdése [48]. Fejlédési potenciaval rendelkezd, reagalni tudé és képes tn.
kompetens sejtet és annak specializalédasat kivalté stimulust (induktor)
feltételez, specifikus proteinek (enzimek és struktirfehérjék) szelektive akti-
valédott strukturalis gének altal meghatarozott szintézisén alapszik. A folya-
mat nyomon kévetése jellemz§ ismérvek (,,differencialédasi kritériumok™,
fenotipus-jellemzdk) alapjan térténik, amik sejt-, ill. szovetféleségenként
kiilonboznek. Emiatt — konkrétumok vazolhatésiaga céljabol — egy sejt-
féleség: a kondrocita differencialédasanak aktualis problémait ismertetem.

A sejt- és szovettenyésztés a differenciialédas tanulmanyozasahoz a
tagabb kornyezettdl valé izolalas, a kontrollalhaté milid s a homogén vizs-
galandé megteremtésével vitathatatlanul nagy segitséget nyujt.

I

Porcdifferencialoddsi kritériumként esetenként (pl. induktorhatas, tap-
talajkomponensek tesztelése sth.) megelégsziink morfolégiai jegyek (jellemzd
sejtalak, metakromatikus festddés, -index, porctok képzfdés stb.) vizsgala-
taval, mas esetekben funkcionalis kritériumokat kell tanulmanyoznunk. Az
utébbiakat a porcsejt-produktumok — gliikozaminoglikan (GAG)-protein
komplexek (proteogliikanok: PG), gliikkoproteid két6komponensek (GPL), a
kollagén, ill. az ezeket eredményezd anyagcesere-folyamatok kozott kell keres-
niink. Megjegyzendd, hogy a porcsejtek a kollagént és a PG-okat szimultan,
de nem sziikségszerlien egymastoél fiiggben termelik [9, 115], a fenotipusukat
vesztett sejtekben ezek képzddésének megsziinése a legszembetiinébb [106].

A porcszdvet kollagén molekulaja kizarélag o« 1 (II) lancokbdl all, igy
kiilonbozik a mas szovetféleségekben talalhaté ol (II) és o2 lancokbdl épiilt
molekulaktél [91, 92]. Izolalt porcsejtek porcra jellemz§ kollagént termelnek
[137], huzamosabb tenyésztés alkalmaval a termelt kollagén o2 lancokat is
tartalmaz [79].
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Fenotipus-jellemz8ként gyakran vizsgaljak a kondrotinszulfat (ChS)
mennyiségét, vagy a szintézisben részt vevs egyes enzimek aktivitasat. E
kritériumok meghbizhatatlanok. A porc ugyanis ChS mellett mas GAG-félesé-
geket is tartalmaz [59, 128], s GAG-spektruma speciestél, életkortél, eléfor-
dulasi helytdl fiiggben valtozhat [89]; mas tamasztészévetekben is ugyan-
ezen GAG-ok talilhaték. A GAG épit6kovek szama meglehetdsen csekély,
az egyes GAG-ok bioszintézise alig kiilonbozik. Az ezekben részt vevs enzi-
meket nem porcosodé embrionalis szovetekben is kimutattak [87, 112].
Kondrogenezis alkalmaval ezek aktivitasa fokozédik [90].

A GAG-lancmolekulak peptidekhez kétve képzddnek és hosszabbodnak.
A proteo-ChS képzbdésekor a peptidhez — transzferazok segitségével — el6bb
xil6z, majd galaktéz kapcsolédik, s un. kotddési régiét képeznek. Ehhez
alternalédva aktiv glukoronsav és aktiv N-acetilgalakt6zamin adédik [109].
A lanchosszabbodasnak a terminélis hexozaminegység szulfatalédasa vet
véget [131]. A porcsejtek két kiilonb6z8 proteo-ChS-t termelnének, amelyek
koziill az egyik (909,) porcra jellemzd, a masik (109,) ubikviterebb [103].
A differencialatlan sejtek az altalanos tipusi PG-t termelik, kondrogenezis
folyaman egyre nagyobb mennyiséghen jelenik meg a porespecifikus [43].

A porcképzédést megelGzden a differencialatlan sejtek kondenzalédnak,
majd a sejtek lekerekedésével, novekedésével parhuzamosan az intercellularis
allomany is felhalmozédik [11]. E jelenséggel kapcsolatban tudnunk kell,
hogy a sejtkozotti alloméany nem kollagén komponensei kisebb-nagyobb
aggregatumok formajaban fordulnak el8, amelyek PG-okbdl s az ezeket §ssze-
kots GPL-b4l allnak [110]. A PG-ok aggregalédasa, helyhez kotése tehat a
GPL megjelenésének kovetkezménye, ami species- és szovetspecifikus antigén-
determinansokat tartalmaz [28, 68].

II1.

Az in vitro differencidléodas-vizsgalatok jelent8s része a sejiek differen-
cialt dallapotdnak in vitro megtartasat lehetové tevd feltételeket keresi.

Az elsé vizsgalatok ramutattak [31, 38, 39, 120), hogy a tenyészthet8ség
alapfeltétele a porcsejtek alapallomanybél valé kiszabaditasa. Szaporodasuk
fenotipus-jellemz8ik elvesztését eredményezi, szaporodasuk gatlasa — egyes
esetekben — e jellemzdk megjelenését idézte el6. Moscona [94] tripszines
technikaja a porcsejtek tenyésztését — az alapallomanybél valé kiszabaditas
megoldasaval — 1j alapokra helyezte. Végtagtelepek izolalt mezoblasztjait
vizsgalva azok aggregilodasat, az aggregatumokban poresejtek képzddését
észlelte [95]. Ramutatott, hogy a disszocialt sejtek megdrizhetik specifikus
hisztogenetikus tulajdonsagaikat, s hogy a sejtek kozotti kdzvetlen kapesolat
e tulajdonsagok kibontakozasat el§segiti.
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Izolalt poresejtek in vitro fenotipus-viszonyait modernebb médszerekkel
eldszor a HoLrzER-munkacsoport vizsgalta [1, 22, 64, 99, 119]. 10 napos csirke
embrié csigolyakbél vett porcsejtek monolayereit tanulmanyozva megallapi-
tottak, hogy a gyorsan nové tenyészetekben a porcsejtek elsd oszlasabél
szarmazé sejtek még specialis bioszintézisekre képesek. A tovabbi generacick
azonban fokozatosan elvessztik fenotipusukat s fibroblasztszerd sejtekké
alakulnak. Organoid tenyészetekben (aggregatumok) a fenotipus megdrzésé-
nek lehetGsége nagyobb. A ,,dedifferencialédas’ részleges, a sejtek nem nyerik
vissza a szomitasejt potenciait.

Bar HovrrzER és munkatarsai szamos részlet-eredménnyel is gazdagi-
tottak ismereteinket, a differencialt sejtek fenotipusanak tartésabb meg-
Orzése valtozatlanul nyitott kérdés maradt. Emiatt feltinést keltettek
Coon [23] eredményei, amelyek szerint csirke embriokbol szarmazé pore-
sejtek fenotipusa klontenyészetekben hosszabb ideig oroklédik, s hogy a
monolayerekben ,,dedifferencialédott” sejtek fenotipusa klonalis feltételek
kozott, vagy kevésbé stird monolayerben ismét jelentkezik. (Megjegyzendd,
hogy Coon tenyészetei is tartalmaznak fibroblasztszerli sejteket, megalla-
pitasai a primér kultirak tn. cartilage making colonies [CMC] sejtjeire vonat-
koznak.) Coon [23] lényegében szamos, id6kézben ismertté valt technikai
moédositast adaptalt, s ezek egyiittes felhasznalasaval megfelel§ médszereket
bocsatott rendelkezésiinkre. Ezek birtokaban posztnatalis és felngtthdl széar-
mazé sejtekre is kiterjedd széles kori vizsgalat indult meg, s megallapitottak,
hogy a fiatalabb és id8sebb egyedekbdl szarmazé porcsejtek sajatsagai az
embrionalis porcsejtekével megegyeznek [44, 56, 116]. Az eredménnyel kecseg-
tet6 modszer részletei a kovetkezbk:

Az izolalas terén a tripszin-kollagendz kombinacié bevezetése KawiAk
és munkatarsai [67] érdeme. Tovabbi gyakran hasznalt disszocialé folyadék
a csak kollagenazt tartalmazé FBC-oldat [56]. Az el8bbieken kiviil a pore-
sejtek izolalasira pankreatint, pronazt, papaint hasznalnak [18]. Az enzim-
oldatokhoz a sejteket védendd, esetenként valamennyi ecsirke-, vagy fetalis
borjuszérumot (FCS) adnak [33, 44]. A disszocialast mechanikai médszerrel
elésegithetjiik, erre a célra magneses keverGvel miikodtetett kétterd izolald
kamra [44, 67] hasznalatos. A disszocialas befejezésekor a sejteket hiitjiik és
mossuk, hogy az enzimhatast felfiiggesszilk s az aggregalédast megakada-
lyozzuk. Ez hideg (5-—15 °C) médium hozzidadasaval s kiméletes centrifuga-
lassal (100200 g, 3—4 perc) torténik. E médiumban a sejteket pipettazassal
szuszpendaljuk, a sejtecsomokat nylon-szita segitségével tavolitjuk el.

Taptalajok, taptalaj adalékok a fenotipus-jellemzdket lényegesen hefo-
lyasoljak. Izolalt porcsejtek tenyésztéséhez komplex taptalajok hasznala-
tosak, amelyek tobbségi dsszetevGje a Ham-féle F—10 [54], F—12 [55], ezek
Coon altal médositott formai [18], a Dulbecco médositotta Eagle [44], vala-
mint a CMRL 1066 taptalaj [104]. Az F 10, médositott F—12 és CMRL
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1066 taptalajok monolayer és klontenyészetekre valé hatasat LAVIETES [78]
részletesen vizsgalta, s a CMRL 1066-ot talalta legmegfeleldbbnek, amiben
a porcsejtek szaporodnak, matrixot termelnek, porctokot képeznek s az in
vivo viszonyokhoz hasonléan degeneralédnak. A taptalajok tébb-kevesebb
pufferezett séoldatot (Hanks- vagy Earle-oldat) és szérum adalékot is tartal-
maznak. A homolég szérumokat a FCS kiszoritotta a hasznalatbél, mivel a
szaporodast és a fenotipus megdrzését elbsegiti. Rendszerint 109,-ban hasz-
nalatos, ez alatt hatékonysaga csokken, 59, mar szuboptimalis allapotot idéz
el6 [57]. A lészérumot (HS) gatlé hatastinak mondjak [23, 30]. Az embri6-
kivonat (EE) hatasa, jelent8sége vitatott. A konvencionalis EE egyesek
szerint a tenyészeteket nem befolyéasolja [56, 64], masok szerint dedifferen-
cialédast idéz el§ [25]. Coon [23], Coon, CAEN [24] az EE-t Sephadex G-25-6s
oszlopon sziirték, s abbol H- (kizart térfogat), valamint L-frakciét (vissza-
tartott térfogat) allitottak el8. Adataik szerint az L a fenotipus megérzését
elGsegiti, a H pedig gatolja. Masok szerint [57] az L frakcionak nincs észre-
vehetd hatasa, a H frakcié6 viszont a fenti értelemben stimulalé. Késébb
CanN [17] véleménye is médosult, H gatlast csak nagyobb koncentracié
esetén észlelt, higabb H-tartalmd oldattél maga is stimulalé hatast tapasstalt.
Feltehet8en a hatas bizonytalansdga miatt az EE hasznalata hattérbe szorult.
A porcsejtek kollagént aszkorbinsav (50 pg/ml) jelenlétében termelnek [79].
A tapasztalatok szerint az aszkorbinsav a PG képzddést is stimulalja 81, 82,
100], a fenotipus megdrzésének idGtartamat meghosszabbitja [82]. A fenti
taptalajok koziil aszkorbinsavat csak a CMRL 1066 tartalmaz. Konkrét
taptalaj-formulakat illetden lasd: 18, 44.

Tenyésztéshez az esetek tobbségében plasztik edényeket és CO, inku-
batort hasznalnak.

Monolayer kialakitasdhoz 2—4x10* sejtet szamitunk taptalaj ml-en-
ként [18, 44]. LavieTes [78] szerint 2,5x10* csirke embrié sternumsejt/ml
CMRL 1066 szuszpenzi6 60 mm F-jii plasztik csészében 9—10 nap alatt
folyamatos poresejt-monolayert alakit ki. Megfeleld taptalajban a sejtek
GAG-okat és kollagént termelnek [25, 79, 117]. Az el8bbiek koziil mindenek-
elstt Ch4—S-t, lényegesen kevesebb keratoszulfatot (KS), valamint csekély
mennyiségi hialuronsavat (HA) és kondroitint (Ch) mutattak ki [114]. A ter-
melt ChS mélsiilya kevesebb, lanchossza révidebb az in vivo mérheténél [70],
ezt azzal magyarazzak, hogy a kornyéki matrix elvesztését a sejtek fokozott
termeléssel kompenzaljak. A kollagén « 2 lancokat is tartalmaz [117]. Mono-
layerek indité médiuméaul Ham, SATTLER [56] a letapadést el8segité F—12-t
hasznaljak, amit hamarosan CMRL 1066-ra cserélnek. A monolayerek passza-
lasakor el6bb szérum nélkiili taptalajjal 6blitiink, majd disszocialunk. Utébbi
célra 1—5 mg/ml kollagenaz oldat hasznalhat6. Monolayerekben a fenotipus-
jellemz8k az 1. passzazs utan redukaltak, a 4. szubkultdraban mar fibroblaszt
alaki sejtek dominélnak, az 5. pedig kizarélag az utébbiakbél all [78].
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A fenotipust jellemz8 anyagesere és -produktumok tanulményozisihoz
nagyobb mennyiségll sejt sziikséges. Ilyen vizsgalatok szuszpenzids tenyésze-
tekben (spinner edények) torténnek. Nevo, Horwirz, DorFMAN [100] taptalaja
F—12, 109, FCS tartalommal, amihez 0,5 —1 x 105/ml sejtet adnak. E tenyé-
szetek generacids ideje kb. 48 6ra [66]. A vizsgalatokat a lag fazisban végzik.
A 2-3. napon a tenyészetek szemmel lathaté aggregaitumokat tartalmaznak,
a sejtek felszinén és a sejtek kozott nagyobb mennyiségli metakromatikus
anyag lathaté.

Porcsejtek: klonolisa mas sejtféleségekkel egyezd médon szévetbdl, vagy
rovid ideig tenyésztett primér tomegkultirabol torténhet. E célbol rend-
szerint 1 x 102 sejt/60 mm J-ji csésze sirtiségben szélesztiink. Kétféle klon
fejlédik. Dominans tipus: a CMC, ami s{irlin egymas mellé rendezédott kerek-
ded sejtekbdl all, ezek metakromatikusan fest6dnek. A masik kléntipus
ortokromatikusan fest6dé fibroblasztszerii sejtekbdl all, generaciés idejiik rovi-
debb, hamarosan szétmasznak. A klonalis mili6 ezek szerint szelektalja a
fenotipustiakat meg6rz8 és fibroblasztszerd sejteket, amelyek megitélésében
a vélemények megoszlanak. Az egyik nézet szerint a két sejtféleség egymasba
atalakulhat [19, 23, 77], méasok szerint a fibroblaszt alakd sejtek klonalis
feltételek kozott sem valtoztatjak fenotipusukat [22]. Mintegy 6 nap eltel-
tével a klonok centruma tébbszorésen rétegzddik, a médiumban 1szé sejtek
talalhatok. Ekkor keriilhet sor szubklénolasra, amit klénolé hengerrel, vagy
»scarping-moédszerrel” végezhetiink [18]. Adekvat feltételek kozott embriobol
[23] és felnGttbdl vett porcsejtek [56] fenotipusa legalabb 3 passzazson at
(tobb mint 30 generacié) megdrizhetd. Ezt kévetSen nagy, ellapult sejtek
képzédnek, amiket eloregedett képleteknek tekintenek [16, 66].

Primér porcsejt tomegkultirak szennyez§ fibroblasztokat is tartalmaz-
nak. Utébbiak eltavolitisa torténhet dgy, hogy kb. 1000 sejtet tartalmazé
CMC klénokbél poolt képeziink s ezt inokulaljuk. Tovabbi lehet8ség: szelektiv
taptalaj hasznalata. Erre a célra a MAcPHERSON, MONTAGNIER [85] 4ltal mas
célra bevezetett taptalaj szolgal (lagy agar), amelyen a porcsejtek szaporodnak
s matrixot képeznek [66]. E taptalaj F—-12-t 10%, FCS-t, 0,39, triptézfosz-
fatot, 0,59, agart (vagy agarézt) tartalmaz, s lehetdvé teszi a porcsejtek mas
tamasztoszoveti sejtektsl valé izolalasat [66].

Az aggregatum-tenyészetek MoscoNanak [96] készonhet8k, aki tobbek
kozott végtagtelep axialis részébdl vett mezoblasztokbél forgé kevers segé-
lyével aggregatumokat allitott el§, amelyek részben porcea differencialédtak.
(Technikai leiras: 44, 96). E tenyészetekkel kapesolatban MoscoNA [97] dssze-
foglalasara utalok, csak annyit jegyzek meg, hogy e médszer sejt —sejt koleson-
hatasok, hisztodifferencialédas tanulmanyozasara alkalmas.

Tdamasztészoveti organkultiurak végtag-blasztémaék és vazrész primordiu-
mok tanulmanyozasara hasznalatosak, hogy tovabbi differencialédasukat
figyelemmel kisérjiik s e folyamat részleteit, befolyasolhatésagat megismer-
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jik. Ezen tdlmenden tapanyag, anyagesere, funkcionalis és patolégiai vizs-
galatok céljait szolgaljak. Az els§ ilyen vizsgalatokat mindenckel§tt FELL és
munkatarsai végezték [33, 34, 35, 36, 121]. Az organoid tenyésztés technikaja
a FeLL-, RoBison- [34] féle oraiivegt6l a mai Falkon plasztik organ edényig
lényegesen valtozott. Technikai megoldasok: 11, 98. E médszerek részben
természetes, részben mesterséges taptalajt hasznalnak. Az elébbiek EE-t is
tartalmaznak, amely — mint mondjak — ilyen kériilmények kozott az
explantatumok névekedését s differencialodasat elsegiti [41, 69]. GAILLARD
[41] szerint az EE hatasa fiigg az embrié koratél, az altala bevezetett ,,dina-
mikus médium” fokozatosan iddsebb embriébél készitett kivonatot tartal-
maz. Az ismert dsszetételd taptalajok tobbsége a 858-as médium [58] médo-
sitasa. Kozulik a BL—1I [12] és BGJ [13] a legismertebbek. Mesterséges
taptalajokban az explantatumok gyorsabban névekednek, szirazanyag tartal-
muk azonban csokken, attetszékké valnak. Plazma adalék e¢ hatast kom-
penzalja [14]. Az utébbi idGkben a BGJ médiumot FCS-al és aszkorbin-
savval komplettaljak [4], s mas — az izolalt sejtek tenyésztésekor bevalt —
taptalajokkal: F—12, CMRL 1066 helyettesitik. Az izolalas az explantatumok
,,shockjat” idézi el§, ami hidrataciéban nyilvanul meg [10, 11 |. A tenyésztés
kb. 5. napjardl a hidratacié fokozédik, az intercellularis allomany destrua-
l6dik. Organ tenyészetekben kiilonbozd eredetii elporcos blasztémak, szévet-
fragmentumok névekedésiik soran lényegében in situ viszonyokra emlékeztetd
alakot hoznak létre. Ezt taplalasi feltételek, [37], mechanikai hatasok [80,
143] stb. befolyasoljak, az alapvetd sajatossagok azonban mar a blasztémaban
bizonyos mértékig rogzitettek [144].

111.

Tovabbi in vitro vizsgalatok a differencialéodas részletei, s a befolyasolo
faktorok szerepének megismerését célozzak. Az embrionilis porcképzédést
mindenekeltt a csigolyak kialakulasat figyelemmel kisérve tanulmanyoztak.

Az 1950-es évek in vivo kisérletei [60, 61, 63, 122, 123, 142] ramutattak,
hogy a csigolyaporc a vel8es§ (gerincveld), s feltehet8leg a chorda indukalé
hatasara a szomitdkbél képzdédik. Az indukécié a fejlgdés korai idGszakaban
(fenti esetekben 2,5 napos korig) érvényesiil, kés6bbi stadiumban a deter-
minalt sejtek spontan porcca differencialédnak.

Az in vitro vizsgalatok tébbségét csirke embrickon végezték. Korai
(1719 szomita stddiumig) periodusb6l szarmazé szomitakat tenyésztve
,spontan porcképz6dést’”” nem észleltek. Ezen szomitak mellé gerincveld,
vagy chorda darabkéakat iiltetve: a szomitakban pore differencialédott [3, 49,
50, 73]. Megallapitottak, hogy az indukciéhoz é16 gerincvel§ (annak ventralis
fele), vagy ép chorda sziikséges, inert anyagok, elhalt, vagy masféle szévetek
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hatastalanok. Az indukciés hatds atmeneti. Porcindukcishoz bizonyos meny-
nyiségii (rendszerint 6—8) szomita sziikséges [3, 50, 73]. Az emlitettnél idGsebb
egyedek szomitiiban ,,spontan porcdifferenciacié” megy végbe. E vizsgala-
tokat organoid médszerekkel (plazma-alvadék: 3,49, Chen-féle eljaras: 73,
nutriens agar: 71) végezték. Tovabbi kisérletek a hatdsos anyag izolalasara,
osszetételének megismerésére iranyultak. Megallapitottak, hogy a ventralis
gerincvel6félbél szarmazo induktor diffuzibilis [60, 63]. E vizsgalatok technikai
megoldasat lasd: 45, 46, 73. STRUDEL izolalt induktora [124, 125] a gerincveld
és chorda szupernatansa, hé- és alkoholérzékeny, kémiai ésszetétele ismeretlen.
LaAsn és munkatarsai részletes analizist végeztek [65, 75], véleményiik szerint
a gerincvel6b6l szarmazé kondrogén hatdsi anyag citidinmonofoszfatot, 7
aminosavféleségeket és hexozamint tartalmaz. (Az extraktumok in vitro tesz-
telése: 29, 75, 125]. Adekvatabb feltételek kozott a ,,spontan porcképzédés”
plazma alvadékot hasznalé eljarasok esetén a 18., agar tartalmd médiumokban
16. stadiumbdl szdrmazé szomitakban is bekovetkezhet [62]. Ernison, AMB-
ROSE, Easty [29], ELLison, Lasn [30] ismert sszetételd taptalajokat (F—12,
NCTC 109) hasznaltak, amikhez HS-t, FCS-t és/vagy EE adalékot adtak. FCS
jelenlétében a spontan porcképzédés mar 11. stddiumbél szadrmazé szomi-
takban is bekovetkezett, a FCS-hoz képest a HS hatastalannak, st gatlénak,
az EE mérsékelten stimulalénak bizonyult. Ha a tenyészeteket olajréteggel
fedték (hermetikusan zartak), a ,,spontan” porcképzddés mar a 9. stadiumi
szomitikban is megindult.

Az ektoderma induktiv funkciéjat a koponya és végtag-vazrészek kép-
z6dése soran is kimutattak [7, 8, 50, 136].

Az 1960-as években kezdddtek UrisT és munkatérsai vizsgalatai, amelyek
szerint a hidegen, 0,6 N HCI-al dekalcinalt és liofilizalt csont olyan anyagot
tartalmaz, amely posztfotalis, izom eredetd pluripotens sejtekben — koz-
vetlen kontaktus esetén — porc- és csontképzédést indukal [138]. E jelenséget
in vitro vizsgalatok alkalmaval is észlelték [102, 132, 139]. Az induktor kémiai
osszetétele ismeretlen, extracellularis eredetii, neutralis protedzokkal degra-
dalhaté fehérjének tartjak [140, 141]. Bromodeoxiuridin (BudR) e hatas
érvényesiilését gatolja [132].

IV.

A porc-differencidlodds mechanizmusit megértendd LasH és munka-
csoportja a ChS bioszintézis részleteit tanulméanyozta. Elsé adataik szerint
induktor hatdsara a szomita sejtekben a szulfat-felhalmozédas [74], s az aktiv
szulfat (PAPS) szintézisében részt vevd enzimek aktivitasa [42, 76] kimutat-
hatéva valik. Kontrollokban ezt nem tapasztalva a fenti valtozasokat porc-
specifikus vélasznak tekintették. Mivel idékozben ChS-t képzddést befolya-
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solatlan szévetben is kimutattak [40], allaspontjukat médositottak, arra gon- -
doltak, hogy az induktor a ChS-bioszintézis volumenét noveli [42, 76]. Kés6bb
a hexozamin komponens anyagcseréjét vizsgiltak. E téren porcdifferencialé-
dasra jellemz§ valtozast nem talédltak [72, 87, 88], igy arra konkludaltak, hogy
a kondrogenezist nem 1j anyagcsereviszonyok kialakulasa, hanem a mar
meglév6k intenzitasanak fokozédasa és stabilizalodasa indukalja.

A GAG-ok és porcdifferencialéodas kapesolata Harr [51, 52, 53] vizs-
galatai soran is felmeriilt. Szerinte a porcképzddést a felhalmozédé Ch és ChS
indukalna. Ezek differencialédast, makromolekuldk szintézisét el8idézd hatasa
sejtfelszin receptorok kozvetitésével NEvo, DorFMAN [101] vizsgalatai alapjan
is elképzelhetd. '

Fehérjeszintézis-gatlok felhasznalasaval tovabbi eredmények sziilettek.
Puromicin és aktidion jelenlétében a ChS-termelés reverzibilis gatlasat észlel-
ték [27], ami arra utal, hogy a ChS bioszintézise a vazfehérjéétdl fiigg. E puro-
micin hatas d-xiléz (a kot8dési regié elsé tagja) hozzaadasaval megsziintet-
het§ [15], a xiléz tehat a fehérjelancot a ChS bioszintézisben inicidtori ming-
ségben helyettesitheti. BudR-el a ChS-termelés szintén gatolhaté [83, 84], a
BudR gatolja a porcfenotipus kialakulasat is [2, 83]. Mivel a BudR a GAG-
bioszintézisben részt vevs enzimek aktivitasat nem befolyasolja, az UTP-inter-
medierek szintjét nem alteralja, d-xil6z hatasira a GAG-lanc kialakul: valé-
szinilileg a PG-fehérjekomponens képz8désére hat [84]. E feltevést val6szini-
siti, hogy BudR hatasara a porcspecifikus PG-képzés hattérbe szorul [103].
A porc-fenotipus expressziéja és a specifikus vazfehérje kialakulasa kozott
ezek szerint kapcsolat all fenn [84].

A specifikus kollagénnek a porcszovet képz8désében és felépitésében
szintén lényeges szerepe lehet. 1-prolint egy analégjaval (l-acetidin-2-kar-
boxilsav) helyettesitve abnormis prekurzor polipeptid képzddik [129], amit a
porcsejtek és eléfutaraik visszatartanak [130]. Ez esetben a kondrogenezis
gatolt, lagy, duzzadt matrix képzédik [4].

Vi

A porcképzddés kauzalitisaira vonatkozd adatok szegényesek. E vonat-
kozasban érdekes adat, hogy nanogramm mennyiségi HA a porcsejtek diffe-
rencialédasat, a mesenchyma- vagy blasztémasejtek kondenzalédasanak meg-
akadalyozasaval, gatolja [135]. A differencialédast megelzGen az elbbi sejtek
altal termelt HA endogén hialuronidaz hatasara lebomlik, ezt kévetSen a
kondrogenezis is bekovetkezik [133, 135]. A HA izolalt porcsejtek ChS-szin-
tézisét, PG-jaik felhalmozédasat [118] és aggregalodasat [134] is gatolja. Ezek
szerint a HA a porcdifferenciaciéban és a matrix-termelésben regulalé szerepet
tolthet be.
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Porc-, ill. izomképzésre el nem kotelezett csirkeembrié végtagmesenchy-
mat 3-acetilpiridin jelenlétében tenyésztve izomsejt-differenciacié gatlasat, a
porcképzddés igen jelentds fokozédasat észlelték [20]. E hatas nikotinamiddal
megsziintethet§ [21]. Ezen adatok alapjan a NAD hatéasat is vizsgaltak, s
annak kondrogén differenciaciot el8segité hatasat tapasztaltak [111].

A befolyasolé tényezdk kozott meg kell emliteniink az O, ellatis mér-
tékét is, amely tamasztoszovetek képzésére determinalt sejtek fejlédési iranyat
befolyasolja [5, 6], amennyiben e sejtek csokkent O, ellitds esetén porc-
sejtekké differencialédnak. Az utébbi idSkben monolayer [105] és szuszpenziés
tenyészetek [100] GAG-termelésének fokozédasat tapasztaltak csokkent O,
tenzi6 jelenlétében. Az oxigénhidnyos miliG fenti hatasai feltehet8en e sejtek
O,-igénytelenségével magyarazhaték [86, 117].

Az indukal6 stimulus hatasmédjat szamos elmélet targyalja. Ezek koziil
példaként csak Urist utébbi idékbdl szirmazé, porcdifferenciaciéra vonat-
kozé hipotéziseit [138] emlitem. Az egyik a ,,molekularis szallitészalag” elkép-
zelés, amely alapallomannyal kériillvett mesenchymasejtek kozotti induktor-
atvitelt lenne hivatva magyarazni. Ezt a feladatot a PG-molekula latna el.
67 elkép-
zelés. E szerint a dekalcinalt csontmatrix elektron-emitterként hatva elektro-

Hogy hogyan? Erre nincs magyarazat. Egy masik: az n. ,,félvezet

mos dramot produkal, mely a membranokat alteralva bioszintetikus folyama-
tokat ,,bekapcsolé” aramkoroket alakit ki. Erdekes, hogy a csontmaétrix
indukalé hatasa magas toltési elektrokemikalidkkal valéban reverzibilisen
befolyasolhaté.

Osszefoglalas

A szovettenyésztés torténete kezdetétdl fogva osszefonédott a differen-
cialédas vizsgalataval. Az utébbi évek a poresejtek tenyésztése, porc-diffe-
rencialédas vizsgalata terén eldrehaladast hoztak. A megfelelé6bb in vitro
feltételek kisebb sejtcsoportok hosszabb, sejttomegek révidebb ideig diffe-
rencialt allapotban valé megdrzését, szaporitasat tették lehet§vé. A tomeg-
tenyészetek felhasznalhatdk egyes enzimek, anyagesereutak aktivitasa és sza-
balyozasa, valamint sejt—sejt kolesonhatéasok tanulméanyozasihoz. A klén-
tenyészetek — kontrollalhaté feltételek kozott — a specifikus tulajdonsagok
megszerzése, atvitele, valamint mikrokérnyezeti hatasok terén szolgaltathat-
nak hasznos adatokat. Az organoid tenyészetek e téren induktor hatasd anya-
gok, befolyésol6 faktorok tesztelésére, blasztémak differencidlédasanak tanul-
manyozasara hasznaltak. A kézlemény technikai jellegli irodalmat is tartal-
maz.
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