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ROVIDITESEK JEGYZEKE

5-azaC: 5-azacitidin

5-caC: 5-karboxicitozin

5-fC: 5-formilcitozin

5-hmC: 5-hidroximetilcitozin

5-mC: 5-metilcitozin

ACTB: béta-aktin (actin beta)

ALP: alkalikus foszfataz (alkaline phosphatase)
ARNTL/BMALZ1: aryl hydrocarbon receptor
nuclear translocator-like ARNTL/BMAL1

BMP: csont morfogenikus fehérje (bone
morphogenic protein)

cDNS: komplementer DNS (complementary DNA)
CK: kazein kinaz (casein kinase)

CLOCK: circadian locomotor output cycle kaput
CMF-PBS: kalcium- és magnéziummentes
foszfatpuffer (calcium and magnesium free
phosphate buffered saline)

COL2A1: ll-es tipusu kollagén (collagen type 11
alpha 1 chain)

COLY9A2: IX-es tipust kollagén (collagen type 9
alpha 2 chain)

COL10A1: X-es tipustu kollagén (collagen type X
alpha 1 chain)

COL11A2: Xl-es tipusu kollagén (collagen type 11
alpha 2 chain)

CpG: citozin-foszfat-guanin komplex

CRY: CRYPTOCHROME

DEPC: dietil-pirokarbonat (diethyl pyrocarbonate)
DIG: digoxigenin

DMMK: dimetil-metilénkék

DMSO: dimetil-szulfoxid

DNMT: DNS metiltranszferaz

ECM: extracellularis matrix

FBS: fotalis borjuszérum (fetal bovine serum)
FGF: fibroblaszt eredetii névekedési faktor
(fibroblast growth factor)

GAG: gliikozaminoglikan

HD: nagy sejtstirtiségii (high density)

HE: hematoxilin-eozin

HG-DMEM: magas gliikoztartalmi tapoldat (high
glucose Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
MMP13: matrix metalloproteinaz 13 (matrix
metalloproteinase 13)

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

NFW: nukleaz-mentes viz (huclease-free water)
O-GIlcNAc: O-tipusu-N-acetilgliikozamin (O-
linked-N-acetylglucosamin)

OA: oszteoartritisz

OGT: O-tipusu-N-acetilgliikozamin transzferaz (O-
Linked N-Acetylglucosamine [GIcNAC]
Transferase)

OP: oszteopontin (SPP1: secreted phopshoprotein
1)

PBS: foszfatpufferelt sooldat (phosphate buffered
saline)

PBST: 0,1% Tween-20-szal kiegészitett PBS
PER: PERIOD

PFA: paraformaldehid

PPIA: peptidilprolil-izomeraz A (peptidylprolyl
isomerase A)

gMSP: kvantitativ metilacié-specifikus PCR
(quantitative methylation-specific PCR)
REV-ERB: nuclear receptor subfamily 1 group D
member 2 [NR1D2/REV-ERB]

ROR: retinsavreceptor-rokon arva receptor
(retinoic-acid-receptor-related orphan nuclear
receptor)

RPLPO: riboszomalis fehérje oldalsé szar PO
alegység (ribosomal protein lateral stalk subunit P0)
RT-PCR: reverz transzkripciot kdvetd polimeraz-
lancreakcio (reverse transcription polymerase chain
reaction)

RT-gPCR: valés idejii — kvantitativ polimeraz-
lancreakcio (real-time quantitative polymerase
chain reaction)

RUNX2: Runt-kapcsolt transzkripcios faktor 2
(Runt-related transcription factor 2)

SDHA: szukcinat dehidrogenaz flavoprotein A
alegység (succinate dehydrogenase complex
flavoprotein subunit A)

SOX9: SRY-gént tartalmazd box 9 (SRY-box
transcription factor 9)

SSC: s6s natrium-citrat (saline sodium citrate)
TBP: TATA boksz-kot6 fehérje (TATA box
bindind protein)

TET: ten-eleven translocation

TGF: transzformal6 novekedési faktor (tranforming
growth factor)

TTFL: transzkripcids-transzlacios visszacsatolasi
hurok (transcription-translation feedback loop)
WNT: Wingless-type MMTYV integration site
family member

YWHAZ: tirozin 3-monooxigenaz/triptofan 5-
monooxigenaz aktivalo fehérje zéta polipeptid
(tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-
monooxygenase activation protein zeta)



1. BEVEZETES

A mozgasi szervrendszert és a tamasztoszoveteket érintd megbetegedések korunk
tarsadalmanak legégetobb egészségligyi problémai kdzé tartoznak. A stlyos elvaltozasok olyan
kronikus allapotok kialakuldsdhoz vezethetnek, mint példdul az oszteoartritisz (OA), amely az
izliletek teriiletén talalhatd porcszovet nagyfokt és visszafordithatatlan degeneracidja mellett
gyulladas kialakulasaval és erbteljes fajdalommal jar. Egy 2019-ben megjelent publikacid
alapjan a vilag népességét tekintve nagyjabol 1,7 milliard ember szenved valamilyen
mozgasszervi problématol, ebbdl az OA-ban szenvedok szama a 343 milliot is elérheti [1].
Magyarorszag tekintetében a 2014-ben elvégzett ,,Eurdpai lakossagi egészségfelmérés™ alapjan
a 15 éves és anndal iddsebb népesség 17%-a szadmolt be iziileti porc kopasaval jard
megbetegedésrodl [2]. A tamasztoszovetek koros elvaltozasa jellemzdéen az iddsebb korosztalyt
érinti, azonban a degeneraciods folyamatok mar a kdzépkorua felndttekben is elkezdddhetnek. Az
OA emiatt mar a 40-45 éves korosztalyt érintd top 20-as megbetegedések listdjan is
megtalalhato [3]. A korbodl, bioldgiai nembdl, hormonhaztartasbol, genetikai hajlamboél, vagy
autoimmun betegségekbdl adodo szisztémds kockazati tényezOk mellett nagyon fontos
megemliteni az olyan kiilsé befolyasold faktorokat, mint példaul a mozgasszegény életmod
vagy a sok iiléssel, tartds egyhelyben allassal jar6 munkavégzés. Ugyancsak jelentds koroki
tényez0 lehet az egészségtelen dsszetételll, tulzott kaldria-bevitellel parosulo taplalkozas, amely
a csokkent fizikai aktivitdssal tarsulva jelentds tulstilyhoz vezethet. Ezek az életmodbeli
sajatossagok a fejlett orszagokban egyre nagyobb szamu lakost érintenek, raadasul egyre
fiatalabb korban. Mindezek mellett a lakossag korosszetételének atalakulasat sem szabad
figyelmen kiviil hagyni: szintén a fejlett orszagokra jellemz0 a tarsadalom eloregedése és a
sziiletéskor varhato élettartam meghosszabbodasa [4]. A felsorolt rizikofaktorok azt jelzik
elére, hogy a jovében az iziileti bantalmak egyre nagyobb szamban fogjak érinteni a vilag
népességét. Az ENSZ Egészségligyr Vilagszervezete (World Health Organization, WHO)
2017-ben meghirdette a ,,Rehabilitacio 2030 elnevezésii programjat, amely arra iranyul, hogy
a betegek szamara vilagszerte elérhetdvé valjanak a rehabilitacids szolgaltatasok, emellett
sokkal nagyobb figyelmet kapjanak az emberek életmindségének javitasat megcélzd eszkdzok
[5]. Ezaltal a megbetegedések szama elérelathatdan csokkenne, a betegek pedig nagyobb
es¢llyel térhetnének vissza mindennapi ¢letviteliikhoz. Az OA oki kezelésére, illetve a
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terapias lehetéség ismert. Az OA kezelése jelenleg elsdsorban a gyogyszerekkel valo tiineti



csokkentésre ¢és fajdalomenyhitésre iranyul, végsé esetben pedig az iziileti implantatumok

mitéti alkalmazasa jelenthet megoldast [6].

A sériilt porcszovet jjaépitésére iranyuld potencidlis kezelési eljarasok koziil igen
népszerinek szamit a mezenchimalis &ssejtek beiiltetése és porc iranyt differencialtatasa [7].
Az Ossejtek differenciacidos mechanizmusanak részletei, illetve a folyamatban részt vevo
jelatviteli utvonalakkal kapcsolatos ismereteink egyelére limitaltak, és szamos
megvalaszolando kérdést vetnek fel. A megfeleld gydgymodok kialakitasahoz, illetve az iziileti
porc fejlodésével kapcsolatos alapvetd biologiai jellemzOk megértéséhez rendkiviil nagy

megismerésére.

A Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudoméanyi Karan, az Anatomia, Szovet- és
Fejlodéstani Intézetben miikodo Jelatviteli Laboratorium f6 kutatasi teriilete a kotdszovet-
bioldgia. Kisérleteink célja, hogy tanulmanyozzuk a hialinporc fejlddését, feltarjuk a
folyamatban részt vevd szabalyozé molekuldkat és meghatarozzuk azok pontos szerepét.
Bizunk benne, hogy az tjonnan szerzett ismereteink hosszabb tdvon hozzajarulhatnak a

degeneralodott porc Ujjaépitését eldsegitd kezelések kifejlesztéséhez.

Laboratériumunk az elmult évek sordn igazolta, hogy szamos jelatviteli folyamat
kulcsfontossagl szereppel bir a porcfejlédés soran [8] [9] [10]. Az értekezésem alapjaul
szolgald eredményeket hozo kisérleteket két 1), az aktualis nemzetkozi trendekhez j6l igazodo
kutatasi irdny hatarozta meg. Vizsgalataink soran a porcdifferenciacié (kiilondsképpen annak a
korai érési szakaszara jellemzd) epigenetikai modosulasait, illetve a folyamat cirkadian ora-

miukodéssel dsszefliggd szabalyozasi mechanizmusait tanulmanyoztuk.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A porc biologiajanak ismertetése

2.1.1. A porc szévettani tulajdonsagai

A porcszovet egy specializalt kotdszoveti tipus, amely az emberi testben jelentds
szerkezeti és mechanikai szerepekkel bir. Ez a jellegzetes tdmasztdszovet szamos funkciot lat
el mind a prenatalis, mind a posztnatalis iddszakban. A porc tobbek kozott részt vesz a korali
embrid tamasztovazanak kialakitdsdban és az enkondralis csontosoddsi mechanizmus altal
1étrejove csontok eldtelepeinek megalkotdsaban, a ndvekedési porckorong révén eldsegiti a
csontok gyors ilitemli posztnatalis ndvekedését, illetve hozzdjarul az iziileti felszinek
beboritasahoz és kiparnazasahoz, a fej csontos elemeinek rugalmas kapcsolodaséhoz €s a torott

csontok gyogyulasahoz is [11] [12].

Az érett szovet felépitésében alapvetden két komponens vesz részt: a porcsejtek vagy
kondrocitak, illetve a porcspecifikus sejtkozotti allomany vagy extracellularis matrix (ECM).
A két {6 alkotoelem mellett fontos még megemliteni a rendkiviil kis mennyiségben
megtalalhatd kondroprogenitor sejteket, melyek az Ossejtekre jellemzd tulajdonsagaikbol
adddoan szerepet kapnak a porc normal homeosztazisdnak fenntartasaban, illetve a sériilt porc
szovettani eltéréseket mutathatnak attol fliggéen, hogy az adott anatomiai elhelyezkedésiik
alapjan milyen mechanikai igénybevételnek vannak kitéve. A szovet hajlithatosaga,
rugalmassaga ¢€s szakitoszildrdsaga valtoz6 mértéket mutat a nyomo- €s nyirderdkkel szemben,
ezeket a tulajdonsagokat az ECM makromolekularis Osszetétele szabja meg. A sejtkozotti
allomany felépitése alapjan a porcszdveten beliil harom alcsoportot hatarozunk meg: ezek a
hialinporc, a rugalmas porc illetve a rostos porc. A hialinporc matrixa makroszkopikusan
homogén megjelenésii, maga a porc rendkiviil nagy ellenalloképességgel bir a nyomoerdkkel
szemben, ¢éppen ezért elengedhetetlen a mozgasokbol szarmazo {itési erdk felfogasaban,
kiilonos tekintettel az iziileteket boritd felszineken, ahol a jellegzetes belsé rétegzodéssel
rendelkez6 hialinporcot specifikusan iziileti porcként nevezziik. A rugalmas porc nagymértékii
hajlékonysdggal €s alacsony szakitoszilardsaggal jellemezhetd, matrixanak f6 alkotdja az
elasztikus vagy rugalmas rost, tobbek kozott a flilkagyloban taldlhato fiilporc is rugalmas

tipusu. A rostos porc a nyiroerdkkel szemben mutat nagymértékii ellenallast, az ECM féleg



kollagénrostokbol épiil fel, jellegzetes el6fordulasi helye a csigolyak kozotti porckorongok,

vagy a térdiziiletben talalhaté meniszkusz [15].

A porcszovet altalanos tulajdonsagai koz¢ tartozik, hogy nem tartalmaz sem ereket, sem
pedig idegeket. A csekély mértékii taplalas a porc kozvetlen kornyezete feldl, illetve a porcot
boritd porchartya iranyabol érkezd tapanyagok altal torténik. A rostos porcot, illetve a
hialinporc specifikus formajat, az iziileti porcot azonban nem veszi koriil porchartya, ezeken a
helyeken a porcszovetet koriilvevd szdvetek vagy a szinovialis folyadék kozvetitik a gaz- és
anyagcserét. A porc sejtes alkotdi felnéttekben nem, vagy csak igen ritkan osztodnak, azonban
rendkivill hosszu életidével rendelkeznek. A kondrocitak metabolikus aktivitdsa alacsony, a
minimalis tdpanyagellatottsdg és az ennek okén kialakuld alacsony szoveti oxigénszint
kovetkeztében a sejtek anaerob moddon termelnek energiat. A porcsejtek felelések a porcra
jellemzd sejtkozotti allomany alkotoinak termeléséért, azonban a megfeleld ECM szintén
létfontossdgi a porcot alkotd sejtes elemek optimalis milkddéséhez. A  felsorolt
jellegzetességekbol az kovetkezik, hogy a szovet regeneracids képessége rendkiviil alacsony,

kiilonosen az iziileti porc esetében [15] [16].

Mivel vizsgélataink kozéppontjdban a hialinporc all, ezért a tovabbiakban ezt a
porctipust mutatom be részletesebben. Az érett kondrocitak és az altaluk 1étrehozott ECM egy
porcszovetre specifikus komplexet hoz létre (2.1. abra). A szdvettani szerkezet alapegysége a
kondron, amely a hialinporc esetében jellemzéen 2-4, de akar 8 kerekded porcsejt szoros
kapcsolatabol, az egyes sejtek koriil talalhato pericellularis matrixbdl, ezen feliil pedig maga a
sejtcsoportosulas kortil 1étrejovo territorialis matrixbol jon létre. Az alapegységiil szolgald
kondronok kozott talalhatd teret interterritorialis matrixnak nevezziik. A porcsejtek altal
elfoglalt Giregek az igynevezett lakinak. A 1égutakban talalhato allanddsult hialinporc esetében,
valamint az enkondralis csontosodas templatjaul szolgald tranziens porc kiilsé felszinén
porchartyat taldlunk, amelynek kiilsé rétege rostdus kotdszovetbdl all, mig a belsé rétege
differencidlatlan sejtekben gazdag. Az éretlen sejtek osztodasra képesek, igy biztosithatjak a
porc ndvekedését illetve regeneracigjat. A  progenitor sejtekbdl kondroblasztok
differencialodnak, melyek miutan belépnek a porc teriiletére, megkezdik a porcmatrix
termelését és ezaltal hozzajarulnak a porc vastagoddsahoz. A porchartydban tovabba vérereket
és idegvégzddéseket is taldlunk. Erdekesség, hogy sériilését kovetden a porchartya csak limitélt

crer

differenciacio helyett a csontszovetre jellemzé komponensek termelédése lesz jellemzoébb [15].



porchartya -

lakina =

kondron

kondrocita

pericellularis
matrix

territorialis interterritorialis
matrix matrix

2.1. dbra: A hialinporc szovettani felépitésének sematikus abrazolasa. A porcot boritd kiilsé rétegben, a
porchartyaban féleg I-es tipusu kollagénrostok és differencialatlan sejtek talalhatoak. A porc belsejében az érett
kondrocitak gynevezett lakiinakban foglalnak helyet. Tobb porcsejt 6sszeallasaval jon 1étre a porc alapegysége,
a kondron. A porcsejtek koriil talalhaté matrix harom tipusat kiilonitjiik el: kozvetlentil a porcsejt koriil talalhato
a pericellularis matrix; a kondron koriill a territoridlis matrixot talaljuk; a kondronok ko6zott pedig az
interterritorialis matrix figyelheté meg. (Forras: [15], modositva)

A hialinporc matrixa tipikus egynemil megjelenést mutat, ha a mintat rutin szovettani
festési eljaras (példaul hematoxilin-eozin, HE) alkalmazasa mellett fénymikroszkop
segitségevel vizsgaljuk. Az ECM alapvetden rostos alkotokbol (tobbek kozott kollagénekbdl)
¢és gliik6zaminoglikdnokb6l (GAG), polianionos proteoglikanokbol és multiadheziv
glikoproteinekbdl felépiild amorf alapallomanybol all, melyeknek ardnya porctipusonként
valtoz6. A hialinporc matrixanak legnagyobb részardnyu Osszetevdi a kollagén
makromolekulak, melyek a porc szaraz tomegének nagyjabol 2/3-at teszik ki [17]. Szamos
kollagéntipust lehet megkiilonboztetni, azonban a legnagyobb (90% koriili) ardnyban a Il-es
tipust kollagén talalhatd meg a hialinporc ECM-ben [18]. Rendkiviil jellegzetesek tovabba a
hialuronsav lancokhoz kotéfehérjéken keresztiil kapcsolddo és nagy aggregatumokat 1étrehozo
aggrekan molekuldk, melyekhez szintén nagy szamban tobbek kozott kondroitin-szulfat és
keratan-szulfat tartalmi GAG oldallancok kapcsolodnak (2.2. dbra). A porcsejtek, illetve az

ECM proteoglikan és GAG komponensei a glikoproteineken (pl. tenaszcin, fibronektin)
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keresztiil kotédnek az ECM vazat alkotd kollagén fibrillumokhoz. Mivel az aggrekan
aggregatumok jelentds mennyiségben tartalmaznak polianionos, azaz negativ toltési
Osszetevoket, ezért egy HE-festés kovetkeztében a bazikus (pozitiv toltésii) hematoxilin
szovettani festék dominans kék szinét, vagyis bazofil festddését fogjuk latni a porcos minta
mikroszkopikus szintli vizsgalata soran. Az ugynevezett metakromazias festési eljarasoknal a
porcspecifikus ECM szintén jellegzetes megjelenéssel irhato le, ugyanis a nagy stiriségben és
mennyiségben talalhatd negativ toltésii, szulfatalt GAG oldallancokhoz jelentds mennyiségben
kapcsolddik festékmolekula, melynek kovetkeztében a festék eredeti szine megvaltozik —a porc
ECM esetében jellegzetes magentavords szin lathatd a fénymikroszkdpos tanulmanyozas soran.
Mindezek mellett fontos megjegyezni, hogy az aggregitumok nagy mennyiségli viz
megkotésére képesek, amellyel hozzajarulnak a hialinporc Osszenyomd erékkel szemben

mutatott jelentds ellenallasahoz [15] [16].

tengelyfehérje
>z kondroitin-
: szulfat
aggrekan - keratan-
Kmszulfa’t
| \D s~  dkots
. > fehérje
hialuronsav o

Il-es tipusu
kollagén
elemi fibrillum

2.2. dbra: A hialinporc extracellularis matrixat alkoté komponensek szerkezeti viszonmyat bemutato
sematikus abra. A matrix jellegzetes egységei a nagyméretii proteoglikan aggregatumok, melyek aggrekan
tengelyfehérjékbol, az ahhoz kapcsolddoé kondroitin-szulfat és keratan-szulfat gliikbzaminoglikén oldallancokbdl,
illetve egy kozponti hialuronsav lancbol allnak. Egy aggregadtum nagyjabol 20-30 aggrekanmolekulabol all,
melyek kotéfehérjéken keresztiill kapcsolddnak a hialuronsavhoz. A  gliikkdézaminoglikan oldallancok
kapcsolodhatnak a I1-es tipusti kollagén molekulak altal 1étrehozott elemi fibrillumokhoz. (Forras: [15])



2.1.2. A porcdifferenciacio folyamatanak dattekintése

Az érett porcszovet kialakuldsa kiillonb6zo szakaszokra oszthatd, az adott szakaszok
alatt jellegzetes morfologiai és molekularis események mennek végbe [19]. A porcfejlodés els6
Iépéseként a leendd porc teriiletén taldlhatdé mezenchimédban a csillag vagy orso alaku,
nyulvanyos mezenchimalis sejtek intenziv osztédasba kezdenek. A sejtek mar ebben a korai
szakaszban is mutatnak egy bizonyos foku elkotelezodést a kondrogenikus iranyu differenciaco
iranyaba, ezért Oket porceldfutar, vagy kondroprogenitor sejteknek is nevezziik. A gyors
osztodasi folyamatokkal egy idében torténik a sejtek nagy stiriségii kondenzaldédasa, azaz a
sejtek specifikus csoportosuldsokat, sejtaggregatumokat, vagy mas néven nodulusokat hoznak
létre. Az aggregatumokban taldlhatd sejtek a kondenzalddas elején még nem mutatnak
morfologiai valtozast, tovabbra is nyltlvanyos, fibroblaszt-jellegli megjelenéstick. Azonban a
nodulusok formalodasa soran a sejteken egyre tobb sejt-sejt adhézids molekula (példaul az N-
kadherin vagy az idegi sejtadhézios molekula [N-CAM)]) fejezodik ki [20] [21]. A tenaszcin,
szindekan, vagy fibronektin sejt-matrix adhéziés molekulak szintézise is stimulalodik [22],
ezért a sejtek morfologidja a nagyszamu sejtadhézios kapcsolddas kialakulasat kovetden
megvaltozik, a nytlvanyok eltiinnek, alakjuk egyre inkabb kerekded lesz [23]. A kondenzacios
folyamat alatt megkezdddik a kiilonb6zd kollagének (javarészt a Il-es tipust kollagén, azaz

COL2A1) génszintii expresszidja is a sejtekben [24].

A lekereked6 alakkal jellemezhetd sejtek mar differencialtabb porcsejteket jelolnek: a
kondroprogenitor sejtek fokozatosan alakulnak 4t kondroblasztokka, majd teljesen lekerekedett
¢s ¢érett porcsejtekké vagy kondrocitdkka. A kondrogenikus differenciacio kovetkezo
1épéseként a porc-nodulusokban elhelyezkedd kondroblasztok vagy kondrocitdk porcspecifikus
ECM-et kezdenek el termelni maguk koré, amely gazdag proteoglikdnokban (fleg
aggrekanban), glikoproteinekben, és GAG-okban. A kollagén fibrillumok szintézise is
fokozottabba valik, a II-es tipusu kollagén mellett jellegzetes lesz a 1X-es €és a XI-es tipusu
kollagén, azaz COL9A2 és COL11A2 is [25]. Az aggregaciot kdovetden, illetve az ECM
termelddésének megkezdésekor a kondroblasztok még képesek minimalis mértékii osztodasra,
azonban az ECM fokozddd mennyiségi novekedésének €s az érett kondrocitdk térnyerésének

kovetkeztében a sejtosztodas szinte teljesen megsziinik.

A sejtek érését kovetden a kondrocitdk mérete idédvel megnd, tigynevezett hipertrofias
porcsejtek jelennek meg, emellett a porc matrixaba kalcium-lerakodas indul meg, ezek mind az
oszteogenikus atalakulas jelei. A mineralizacids folyamatok hatterében tobbek kozott a X-es
tipust kollagén (COL10A1) fokozott, és a COL2A1 extrémen lecsokkent szintézise all [26].
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Az oszteogenikus differencidcio markereként tartjak szamon tovabba a matrix metalloproteinaz
13-at (MMP13, a porc-ECM komponenseinek lebontasaért felel), az alkalikus foszfatazt (ALP,
a csont mineralizaciojanak és matrixanak egyik f6 szabalyozdja), az oszteokalcint (az
oszteoblasztok altal termelt kalcium-kot6é matrix fehérje, melynek plazmaba bekeriilé szabad
formaja hormonként hat), vagy az oszteopontin (OP/SPP1, a szintén az oszteoblasztok altal

termelt csontmineralizaciot szabalyoz6 komponens) [27].

A porcsejtek érésének folyamatat szamos transzkripcios faktor befolyasolja. A SOX9
(SRY-gént tartalmazé box 9) gén fehérje termékét a kondrogenezis f6, igynevezett mester
transzkripcids faktoraként tartjak szdmon, melynek expresszios szintje a differencidcio elején,
a proliferacios és kondenzacios 1épések alatt a legmagasabb. A SOX9 egy HMG-box (high
mobility group box) osztdlyba tartoz6 DNS-kotd szakasszal rendelkezik, ezaltal képes
befolyésolni szinte az 6sszes porc markergén expresszidjat, kivaltképp a porcra jellemzé ECM
hipertrofids atalakulasat. A SOX9 szintén indukalja a SOX-csaladba tartozo L-SOXS és SOX6
transzkripcids faktorok expresszidjat, amelyek eldsegitik a mezenchimadlis sejtek még
hatarozottabb elkotelez6dését a porcsejt iranyt differenciacié felé [28]. A sejtek
mikrokdrnyezetében megjelend jellegzetes szolubilis novekedési €s differenciacios/szabalyozo
faktorok szintén fontos irdnyitod tényezOnek szdmitanak a teljes differencidcios folyamat alatt.
Ezeknek a komponenseknek koszonhetéen alakulnak ki tobbek kozott a sejt-sejt vagy sejt-
matrix kapcsolatok a kondenzéacios folyamat soran. A faktorok tobbsége a transzformalo
novekedési faktor béta (TGF-B) szupercsaladba tartoz6 TGF-1, TGF-2 és TGF-B3 [22]. A
TGF-B novekedési faktorok mellett szamos mas szabdlyozd fehérje is részt vesz a porc
kialakitasanak iranyitasaban, tobbek kozott a csont morfogenikus fehérje (BMP) és fibroblaszt
eredetli novekedési faktor (FGF) jelatviteli fehérjék, valamint a WNT/B-catenin (WNT:
Wingless-type MMTYV integration site family member) szignalizacios titvonal résztvevoi. A
BMP-2 a kondroprogenitor sejtek aggregatum-képzését befolyasolja, illetve képes stimulalni a
kondrogenezis mellett az oszteogenikus iranyu differencidciot is, méghozzé koncentréacio-
dependens mddon (alacsony koncentracio mellett a porcfejléddést, magas koncentracié mellett
pedig a csontfejlédést serkenti) [29] [30] [31] [32] [33]. Az FGF-2 segit fenntartani a
kondrocitak kondrogenikus potencialjat [34], és indukalja a GAG komponensek
catenin tér- és idébeli elérhetdségét, amely fontos szabalyozé tényezo a porc fejlédése alatt. A

WNT3A pozitiv hatassal van a BMP-2 expressziora a mezenchimalis kondenzacid alatt, a
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WNT7A ¢és a BMP-2 faktorok szigori egyensilya szintén hozzajarul a normalis
porcfejlodéshez, mig a WNT4 a hipertrofias atalakulas szabalyozasaban jatszik szerepet [36]
[37] [38]. A hipertrofias atalakulashoz és az osszifikacios folyamatok kialakitasahoz
elengedhetetlen a mar korabban emlitett BMP-2 transzkripcids faktor mellett az oszteoblasztok
hipertrofids sejtek esetében az egyik legfontosabb angiogenikus tényezd, a vaszkularis

endotelialis novekedési faktor (VEGF) erdteljes expresszioja is jellemzd [39] [40].

A 2.3. abra bemutatja a porcdifferenciacio teljes folyamatanak fobb stadiumait, illetve

tartalmazza a szakaszok jellegzetes sejttipusainak €s fehérjéinek dsszefoglalasat.

D‘ggﬁ::;i‘f(“’s Sejttipusok Specifikus fehérjék
Mezenchimélis sejtek |
N-kadherin, N-
Osztédas és CAM, tenaszcin,
kondenzacid szindekan,
fibronektin,
COL2A1, SOX9,
L-SOX5, SOX6,
BMP-2, FGF-2,
Kondroprogenitorok TGF-B1/2/3,
Osztodas, V4 @ L WNT3A
kondenzacio, &> 7]
differenciacio < L7
S8 Aggrekan és
Kondroblasztok egyéb
FRA ;jii( extracellularis
ot matrix alkotdk,
Differenciacié e 2t COL2Al,
és maturaciod COLYA2,
COL11A2,
FGF-2
Kondrocitak
on ==
I &%
COL10Al,
_ MMPI13, ALP,
Hlpertr(’)_ﬁ:éls oszteokalcin,
Terminalis ondroc1ak BME:Z, RLINAZ,
differenciécio, Q o Yy RENIEIVEEES
hipertrofias :
atalakulas

2.3. dabra: A Kkondrogenezis sematikus folyamatabraja, rajta a {6 differenciacios szakaszok, illetve az adott
stadiumok jellegzetes sejttipusainak és kifejez6dd fehérjéinek felsorolasaval. (Forras: [41], médositva)
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A tamasztoszovetek fejlodése human vonatkozéasban az embrionalis fejlodés 4. hetében
kezdddik meg. A gerinces él6lényekben a csontvazrendszer fejlodésének elsd 1épéseként az
ektoderma és a mezoderma csiralemezeibdl szarmaz6 multipotens mezenchimalis sejtek a test
meghatarozott teriileteire vandorolnak, majd kondenzéalddnak és elkotelezodnek a tdmasztod-
(2.4. abra). A fejlodo végtagtelepek kezdetleges porctelepei az oldallemez mezoderma
szarmazékai. A 6. embrionalis hétre a végtagkezdeményeken elkiiloniil a kézfej és 1abfej telepe.
Az als6 és felsd végtagok porcos €s csontos elemei azonos mechanizmussal alakulnak ki,
azonban az als6 végtag fejlddése nagyjabol 1-2 napos lemaradasban koveti a felsd végtagét. A
6. fejlodési héttdl jelennek meg az elsé hialinporc-templatok a végtagok teriiletén. A kdvetkezo
hetekben a porcos templatokban osszifikacios centrumok jelennek meg, majd az els6 trimeszter
vége felé megindul az alsé és felsd végtagok leendd csontos elemeiben az enkondralis
osszifikacid. A csontosodéds ezen tipusa soran a porcszovet hipertrofids sejtjei apoptdzissal
fokozatosan elpusztulnak, helyiikre erek tornek be, melyekkel egyiitt az elmeszesedett
porcmatrix gerendak felszinére telepiilé oszteoprogenitor sejtek érkeznek. Ezek a sejtek még
osztodnak, mikozben oszteoblasztokka differencialodnak, melyek a meszes porcgerendak
felszinére szerves csontalapallomanyt (oszteoid) szintetizlnak. Ez a matrix fog aztan az
oszteoblasztok aktiv kozremiikodésével mineralizalodni. A meszes porcszigetek a csont
atépiilése soran fognak végleg eltlinni a csontgerendakbdl. A sziiletés idejére a hossza csoves
csontok teste teljes mértékben elcsontosodik. Az epifizisek csak atmenetileg 6rzik meg a
porcszovetet, a sziiletés utdn nem sokkal ezeken a teriileteken is megjelennek az osszifikacios
centrumok (szekunder osszifikacio). A diafizis és epifizis hataran novekedési porckorong
marad fent mindaddig, amig a csont el nem ér1 a teljes hosszat, ezt kdvetden a lemez eltlinik, és
az epifizis Osszekapcsolodik a diafizissel. Jellegzetes teriiletnek szamitanak a csontok kozott
talalhat6 szinovidlis iziiletek, ahol a leendd iziileti porc kialakitdsdban részt vevd progenitor
sejtek a csontosodasi templatként szolgald hialinporcétol eltérd embrionalis sejtpopulacidobol
fejlodnek és a beldliik kialakuld kondrocitdk fiziologias koriilmények kozott életiink veégéig

megorzik porcos fenotipusukat, nem jutnak el a hipertrofias életfazisig [42] [43].
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2.4. dabra: Kondrogenezis és enkondralis osszifikacio az embrionalis, magzati és posztnatalis fejlodés alatt.
A differenciélatlan mezenchimélis sejtek meghatérozott anatomiai poziciékban nagy szémban aggregélédnak

rrrrrr

Kés6bb a porcsejtek hipertrofias atalakulasa mellett erek térnek be a porctemplatba, és 1étrehozzak a primer
osszifikacids pontokat, ahol leend6 csontsejtek kezdik atvenni a porcsejtek helyét. A magzat sziiletését kovetden
a fejlodo csontok epifizis régidiban is megindul a csont irdnya atalakulads a szekunder osszifikacids pontok
megjelenésével. A csontok hossznovekedéséért sziiletés utan a ndvekedési porckorong felel. A szomszédos
csontok kozott a hialinporc egy specifikus formajat, az iziileti porcot talaljuk. (Forras: [44], médositva)

Amint azt az el6z0 bekezdésben olvashattuk, a kondrogenezis folyamata az embrid
fejlodésének viszonylag korai szakaszara tehetO, ezért az €16 szervezeten beliil, in vivo
rendkiviil nehéz nyomon kdvetni a porc fejlddési mechanizmusat. Azonban a mult szézad
masodik felében a kutatok olyan in vitro modelleket hoztak 1étre, amelyekkel laboratoriumi
kortilmények kozott is tanulmanyozhatdva valt a porcdifferencidcid. A modellek nagy elénye,
hogy egyszerlien szabalyozhatdak, konnyen reprodukélhatdak, l1étrehozasuk és fenntartasuk

nem komplikalt, éppen ezért széles korben elfogadottak és hasznaltak a tudomanyos vilagban
[45] [46] [47].

A primer bioldgiai modelleket jellemzden csirke- vagy egérembriok (2.5. dabra)
végtagtelepeinek felhasznalasaval hozzak létre. A csirkeembridk fejlettsége a Hamburger-
Hamilton-féle rendszer alapjan 22-24-es stadiumt, ami nagyjabol 4,5 napos embriokat jelol,

mig az egérembrioknak 11,5 napos fejlédési stadiumban kell lenniiik [48] [49] [50]. Az embriok
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fejlettsége nagyon fontos, ugyanis csak ezeken a fejlodési napokon jar abban a szakaszban a
végtagtelepek fejlédése, amikor a mezenchimalis sejtek kondenzalddnak, és porcprogenitor
sejtekké alakulnak. A végtagtelepekbdl izolalt porceldfutar sejtek nagy sirtiségben vald
kicseppentésével tgynevezett high density (nagy striiségli, HD), mas szoval micromass
sejtkultarakat kapunk, ahol a nagy sejtsiiriiség 10-15 millio sejtet jelent milliliterenként [51]
[52] [53] [54]. A sejtek kitapadasat kovetdéen ugyanazok a porcsejt-differenciacios 1épések
fognak végbemenni, amelyeket mar fentebb vazoltam. A modell egyik eldnye, hogy a
sejtkulturdkban mar a 3. tenyésztési napra lezajlik a sejtek végleges elkdtelezddése a
porcfejlédés iranyaba és innentdl kezdve a 6. napig egyre tobb porcmatrixot termelnek maguk
koré. Igy viszonylag rovid idé alatt nagy mennyiségii informéaciohoz juthatunk a porcképzdés
folyamataval kapcsolatban. A porcsejt-differenciacio jol meghatarozott idobeli lefutasa

lehet6vé teszi a kondrogenezis kiilonbozo differenciacios stadiumokban valé manipulalasat.

2.5. abra: A bal oldalon egy 4,5 napos csirkeembrio, a jobb oldalon pedig egy 11,5 napos egérembrio
fénymikroszkopos felvétele lathaté, a tojasbol/anyadllatbol vald kivételt, illetve a kiilonb6z6 maternalis és
embrionalis burkok és hartyak eltavolitasat kovetden. A végtagtelepek még intaktak, nem keriiltek eltavolitasra.
A mellso végtagtelepet zold kor, a hatso végtagtelepet kék kor jeloli.

A sejtek i1zoldlasanak, majd tenyésztéfeliiletre vald kitapaddsanak napjat tekintjiik a
tenyésztés 0. napjanak (2.6. dbra). A 0. és 2. tenyésztési napok kozott torténik a
kondroprogenitor sejtek intenziv osztodasa, migracidja, és megindul az aggregalodasuk is,
amelynek soran kialakulnak a jellegzetes preporc-nodulusok. A 3. tenyésztési napra a sejtek
alakja egyre kerekebb format vesz fel, ekkor mar féleg kondroblasztok és kezdetleges

kondrocitak toltik ki a sejtkultirat, osztddasuk mar nem mutat nagy intenzitast, tovabba
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megkezdddik a porcspecifikus ECM komponenseinek termelddése is. A 4. €s 6. tenyésztési
napok kozott zajlik az érett porcsejtekre jellemzd differencidcid, a HD kultara a 6. tenyésztési
napra foképp érett kondrocitakat fog tartalmazni, emellett a porcsejtek az id6 eldrehaladtaval
egyre nagyobb mennyiségi ECM-et termelnek maguk koré. Erdekesség, hogy a 6. tenyésztési
napot kovetéen ezekben a primer porcosodd micromass kulturakban is megindulnak az
enkondralis csontosodasra jellemzd bioldgiai folyamatok: jellemzden a 10-15. tenyésztési
napok kornyékére mineralizacio detektalhaté az ECM-ben, a porcsejtek molekuléris indikatorai

pedig hipertrofids iranyua atalakulast mutatnak.

Tenyésztés 0. napja Tenyésztés 1. napja Tenyésztés 3. napja Tenyésztés 6. napja

Osztédds,
Osztédas, kondenzacid, Differenciacid,
migracio, nodulusképzés, érés,
kondenzécié differenciacio ECM termelés
_ﬁ

D5

Differencialatlan Kondroprogenitor sejtek Kondroblasztok Erett kondrociték
mezenchimalis sejtek

2.6. dbra: Az in vitro porcdifferenciacio lépéseinek sematikus abrazolasa. A sejtek izolalasa és
tenyésztéfeliiletre valo kitapadasa a tenyésztés 0. napjan torténik. A kondroprogenitor sejtek a 0. és 2. tenyésztési
napok k6z6tt intenziven osztodnak, migralnak, és megindul a kondenzacio is, amely hozzajarul a porc-nodulusok
kialakulasahoz. A 3. tenyésztési napra a sejtek alakja kerekdeddé valik, ekkor mar f6leg kondroblasztokat talalunk
a kultarakban, illetve megkezdddik a porcspecifikus ECM komponenseinek termelédése is. A 4. és 6. tenyésztési
napok kozott a sejtek tovabb differencialodnak, a HD kultura a 6. tenyésztési napra foképp érett kondrocitakat fog
tartalmazni, a porcsejtek nagy mennyiségiit ECM-et termelnek maguk koré. (Forras: [55], modositva)

A primer HD kultarak eddig felsorolt elényei mellé érdemes hozzatenni azt is, hogy a
porcdifferenciacid létrejottéhez nincs sziikség a tapoldat kiilon stimulalé adalékszerekkel valod
kiegészitésére, ugyanis a sejtek a nagy stiriségben vald elhelyezkedés miatt spontdn mddon
fognak atalakulni érett porcsejtekké. Mindazonaltal a primer micromass kultarak kisérletes
alkalmazasakor szamolni kell néhany kevésbé eldnyOs tulajdonsaggal is: a kicseppentett
mintdban a mezenchimdlis sejtek mellett fibroblasztok, izom vagy ham eredetli sejtek is
lehetnek, amelyek bar a tenyésztési napok elérehaladtaval nagy valdszinliséggel elpusztulnak,
el0szor mégis inhomogenitast okoznak a sejtkultaraban. Arrol sem szabad megfeledkezniink,
hogy az in vivo koriilmények kozott 1étrejovo Osszetett biologiai eseményeket altalaban nem
lehet laboratoriumi keretek kozott tokéletesen rekonstrualni, az in vitro micromass modell
porcszerkezete nem mutat olyan fejlett struktaraltsagot, mint a szervezeten beliil fejlodd
porctemplatok. Tovabbi hatranynak szamit, hogy a legegyszeriibben hasznalhat6 csirkeembriok

evolucios fejlettségiiket tekintve viszonylag tavol allnak a human szervezet tulajdonsagaitol,
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ennek ellenére a kutatasok azt bizonyitjak, hogy nagy az atfedés a biologiai folyamataikban,

ezaltal van relevancidja a csirkéken végzett kutatdsoknak.

A HD kultardkat kiilonb6zé6 mezenchimalis jellegli sejtvonal eredetii sejtek
felhasznalasaval is létre lehet hozni, de azok rendszerint csak a tapoldathoz kiilon adagolando
¢és a sejtmiliét befolyasold anyagokkal tarthatdéak fent, emellett szamolni kell az emelkedd
passzazsszamok miatt kialakulo fenotipus heterogenitdsanak valtozasaival [56]. Ezek a
faktorok torzithatjak az ilyen tipusu mintak vizsgalatabol szarmazoé kisérleti adatokat. A sejtek
differenciacios spektruma szélesebb, ezért nem megfeleld stimulaci6 hatasara akar mas
differenciacios utvanalat valaszthatnak, emellett a sejtkultarakban zajlo porcfejlédés gyengébb

¢s lemaradottabb lehet a primer kultirakhoz képest [52].

Az in vitro porcfejlddés soran az embrionalis végtagtelepekbdl izolalt porcprogenitorok,
majd az azokbdl differencialodd érett porcsejtek, illetve a sejtek koré termelt porcmatrix
tulajdonsagai  lényegében a hialinporc jellemzdivel mutatnak egyezést, tehat
végeredményképpen hialinporcos sejtkultirdk kialakulasat tanulmanyozzuk. Mivel a hialinporc
specifikus valtozata, az iziileti porc is ugyanilyen mechanizmussal alakul ki, ezért a modell
kisérletes alkalmazasa kiilonosen indokolt. Altalanosan elfogadott allaspont ugyanakkor, hogy
a porcdifferenciacidé jelatviteli tutvonalainak feltdrasaval tobbet tudhatunk meg a
porcdefektusok kialakulasarol, vagy a megbetegedések gyogyitdsara irdnyuld terapids
kisérletek hatékonysagarol [57]. Mindenképpen megjegyzendd, hogy ezekben a primer
kultarédkban a porcsejtekben kddolt végsd sors a terminalis differenciacid lesz, amikor a sejtek
hipertrofids atalakuldson mennek keresztiil és a porcmatrix Osszetételének modositasaval,

valamint specialis citokinek termelésével lehetdvé valik az enkondrélis csontosodas elindulasa.

2.2. A DNS metilacio

2.2.1. A DNS metilacié mechanizmusanak bemutatdsa

Az epigenetikai szabalyozasi utvonalak felderitése az utobbi nagyjabol 20 évben kapott
egyre nagyobb figyelmet a tudomanyos vilagban. Elsésorban a tumorbiologia és daganatterapia
terén zajlik intenziv kisérletes kutatds, mindekdzben egyre nagyobb szamu publikacio valik
elérhetové a fejlédésbiologiai folyamatok vagy a szovetek, szervek patologias elvaltozasainak

hatterében allo epigenetikai szabalyozasokrol is. Mindezek ellenére a porc fejlodésének, illetve
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vonatkozasair6l még viszonylag kevés irodalmi adat all rendelkezésre.

Az epigenetika fogalma alatt olyan 06roklédé és reverzibilis génexpresszios
modosulasokat értiink, amelyek soran nem torténik valtozas a DNS nukleotid szekvenciajaban
faktorok, de a kornyezetbdl érkez6 hatasok is képesek befolyasolni, ezek az impulzusok pedig
valtozasokat idézhetnek el6 a DNS kémiai szerkezetében. Az epigenetikai szabalyozo
mechanizmusok elengedhetetlenek a sejt-specifikus génexpresszio kialakulasahoz, és ezen
egyedi expresszios mintazatok leanysejtre valo atorokitéséhez [59]. Szamos biologiai folyamat
soran toltenek be fontos szerepet, legyen sz6 az embrid fejlodésérol, a felnott sejtek
megujuldsardl, a genomidlis imprintingrél, az Oregedésrdl, vagy az X-kromoszoma
inaktivaciorol [60]. Ezen folyamatok elsédleges célpontja a DNS-hiszton komplex, masnéven
kromatin. Egy meghatérozott DNS-szakasz elérhetdsége a transzkripcios faktorok szamara
gyakran kromatin-szintli szabalyozasi folyamatoktol fligg. Ezen folyamatok tulajdonsagait
tekintve harom f6 csoportot kiilonithetiink el: a DNS metilaciot, a hiszton modositasokat, illetve
a nem-kodold RNS-ek csoportjaba tartozo mikroRNS-ek altal eléidézett poszttranszkripcios
modositasokat [61]. A legtobb folyamat a génexpresszios aktivitast kovalens modositasok altal
valtoztatja meg, ennek eredményeképpen atalakul a kromatin struktaraja: létrejohet egy
tomorebb, kondenzaltabb kromatin szerkezet, ebben az esetben a promoter régiok inaktiv
allapotba keriilnek, a transzkripcids faktorok nem tudnak kapcsolatba keriilni kotédési
helyeikkel, a génexpresszid lecsokken vagy teljesen gatolt allapotba keriil; maésrészrol
kialakulhat egy lazabb, relaxaltabb struktira is, ahol az adott DNS-szakaszon talalhato
promoterek hozzaférhetévé valnak a transzkripcios faktorok szamara, ezéltal bizonyos gének
kifejezodési szintje megemelkedik. Az epigenetikai folyamatok diszregulacidja akar
daganatok, autoimmun betegségek, vagy neurologiai rendellenességek kialakuldsahoz is
vezethet [62] [63].

Kutatdsunk soran a harom f0 szabalyozasi csoport koziil a DNS metilacid szerepét
vizsgéltuk mélyrehatébban. A DNS metilaciojaval jard epigenetikai modosité mechanizmus az
esetek egy részében gatolja a transzkripcids aktivitast, azaz génrepressziot vagy géncsendesitést
eredményez. Az ¢éldvilagban 3 metilalt bazismodosulds fordul el6 a leggyakrabban, ezek a 6-
metiladenin, 4-metilcitozin, €s az 5-metilcitozin. Vizsgalataink szempontjabdl az 5-metilcitozin
modosulds szamitott a legrelevansabbnak, ugyanis az eukaridta szervezetekben és foleg a

gerinces ¢lolényekben egyediil ez az egy metilacids valtozat alakult ki és maradt fent az
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evolucid soran [64]. A DNS metilacidja alkalmaval az S-adenozil-metionin ubikviter donor
szubsztratrol egy metil csoport helyez6dik at a DNS citozin-gytirijében talalhatdo 5-0s
szénatomra, az Gjonnan keletkezd egységet nevezziik 5-metilcitozinnak (5-mC). Ez a folyamat
az adott genomi régid hipermetilaciojahoz, és a régidban talalhatd gének transzkripcids
inaktivitasahoz vezet [65], mint ahogy azt a 2.7. dbrdn lathatjuk Osszefoglalva. Az 5-mC
kialakulasat ugynevezett DNS metiltranszferazok (DNMT) katalizaljak, melyeket két nagyobb
csoportra oszthatunk az enzimatikus aktivitdsuk alapjan. A DNMT3A ¢és a DNMT3B
ugynevezett de novo metiltranszferazok, és az ontogenezis vagy egyedfejlodés folyamata alatt
az 1j metilaciés mintazatok kialakitdsaért feleldsek. Ezzel szemben a DNMTI1 enzim szerepe
az, hogy a mar meglévé metilaciés motivumok atorokitédjenek a DNS replikacid és
sejtosztodas soran a lednysejtekre, ezaltal a DNMT1 fenntartd fehérjeként van szamontartva
ezeken a genomi teriileteken nagy szamban fordulnak eld tigynevezett CpG-szigetek. Ezek a
DNS szakaszok jellemzéen CpG-dinukleotidokban gazdagok, ahol a CpG egy 5°—3’ iranyban
elhelyezked6 citozin-foszfat-guanin komplexet jelol. Tehat ha egy adott gén promoter
régiojanak CpG-szigeteiben 5-mC tipusu epigenetikai atalakuldas megy végbe, az
megakadalyozza, hogy a transzkripcids faktorok kapcsolddhassanak kotddési helyeikhez, igy
arrol a szakaszrdl nem torténik génatiras [67]. Fontos azonban megemliteni, hogy a metilacio
nem minden esetben okoz repressziv modositast: a transzkripcids start ponttol valo tavolsag,
illetve a promoter régiokban talalhatdo CpG-szigetek mennyisége ¢és stirlisége befolyasolhatja a
metilacid gatldo vagy serkentd hatasat [68]. A DNS metilacio masik jellegzetes tulajdonsaga,
hogy rendkiviil dinamikus folyamatot takar: mivel a modositéas reverzibilis, ezért a kdrnyezeti
adottsagoktol fiiggben akar rovid idon beliil eliminalédhat a transzkripcids aktivitast

befolyasold metil csoport [69].
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szakaszon nem torténik metilacio, ebben az esetben a transzkripcios faktor (TF) képes kotddni a prométerhez, a
transzkripcid €s a gén expresszidja aktiv. Ha azonban a DNS metilacioja soran egy DNS metiltranszferaz enzim
kozvetitésével metil csoport (CHs) helyezédik a citozin gytri (C) 5-0s szénatomjahoz, a folyamat
eredményeképpen 5-metilcitozin jon létre. Ez a hipermetilacioval jaré6 modosulas megakadalyozza, hogy a
transzkripcids faktor kapcsolodhasson a promoter régioban 1évo kotddési helyéhez, igy a transzkripeid és a gén
expresszidja inaktiv, gatolt lesz. (Forras: [70], modositva)

A differencialt, azaz morfologiailag és funkciondlisan specializalt sejtek megorzik az
egyedi DNS metilacios tulajdonsagaikat, igy fenntartva a kialakult fenotipust. Azonban az
egyedfejlodés soran az éretlen, differencialodod sejtek fejlédési potencialja modosulhat a
demetilalo faktorok révén [71]. A DNS demetilacios folyamatokért a TET (ten-eleven
translocation) metilcitozin dioxigenaz enzimcsaladba tartozé fehérjék felelnek, nevezetesen a
TET1, TET2 ¢és TET3 [72]. A TET enzimek az 5-0s szénatomon talalhatd6 metilcsoportot
oxidaljak, ezaltal 5-hidroximetilcitozin (5-hmC) jon 1étre, ezt pedig képesek tovabb oxidalni 5-
formilcitozinna (5-fC), vagy 5-karboxicitozinna (5-caC) (2.8. dbra). A demetilald fehérjék
tehat képesek megforditani a DNMT-k hatasat, eliminaljak a metilaciot, ezaltal hipometilaciot

idéznek el [73] [74].
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2.8. dbra: A DNS metilacio és demetilacio sematikus folyamatabraja. A DNS metilaciojat DNS
metiltranszferazok (DNMT1, DNMT3A, DNMT?3B) katalizaljak, melynek soran a citozin-gytir{iben talalhat6 5-
0s szénatomra egy metil csoport (CHs) helyez6dik, a folyamat végén 5-metilcitozin képzédik (5-mC). Az 5-mC
modosulas gatolja a gének aktivitasat, a transzkripcio gatolt, ezt piros hattérkiemelés jelzi. A DNS demetilaciojat
a TET fehérjék idézik el6, melyek az 5-6s szénatomon talalhaté metilcsoportot oxidaljak, igy 5-hidroximetilcitozin
(5-hmC) jon 1étre, majd tovabbi oxidaciok altal 5-formilcitozin (5-fC), és 5-karboxicitozin (5-caC) alakulhat ki. A
folyamat hozzajarul a metilacids mintazat torléséhez, és a transzkripcid aktivalodasdhoz (z6ld hattérkiemelés).
(Forras: [75], modositva)

Az utobbi évek kutatasai arra is felhivtak a figyelmet, hogy a TET fehérjék kozvetlen
interakcioba léphetnek az O-tipust-N-acetilgliikozamin (O-GlcNAc) transzferazzal, azaz
OGT-vel, amely az O-GlcNAcilacios poszttranszlacios modosulas kialakulasaért felel. Az O-
GlcNAcilacios modositast elsdsorban a glilkoz metabolizmusaban, illetve az ezzel kapcsolatos
koros elvaltozasok (pl. diabétesz mellitusz) kialakulasaban irtak le részletesen [76] [77]. Ez a
poszttranszlacidos modosulas eldsegiti a demetildld faktorok fehérjeszintjének stabilizalasat
[78], emellett a TET-OGT komplexek hozzajarulnak a metilalatlan CpG-gazdag DNS régiok
fenntartasahoz is [79]. Az OGT tovabba képes szabalyozni a TET enzimek bioldgiai aktivitasat.
A TET1-OGT komplex jelentds szereppel bir az egyedfejlédés soran: mutans zebrahalembridk
fejlddésének vizsgalata soran kimutattdk, hogy a TET1 és OGT megfeleld interakcidja
elengedhetetlen a vérképzo dssejtek 1étrejottéhez [80]. Szintén ebben a tanulmanyban igazoltak
azt is, hogy az egér embriondlis Ossejtekben a TET1-OGT nem megfelelé kolcsonhatasa
emelkedett TET2 expresszios aktivitdshoz €s csokkent 5-mC szinthez vezetett, amely szamos

mas gén expresszids mintazatara is hatassal volt.
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A DNS metiltranszferazok, a demetilaldé faktorok, vagy éppen az Ogt embriondlis
korban val6 génszintii kiiitése sok esetben letlis kovetkezményekkel jar: az embri6 akar mar a
prenatalis idoszak alatt, vagy legkésobb a sziiletést kovetd elsé néhany hétben elpusztulhat [81]
[82] [83] [84]. Ezek az adatok is alatamasztjak a DNS metilacio és az abban részt vevo faktorok
esszencialis szerepét az egyed fejlodése, illetve a szervezet megfeleldé homeosztazisanak

fenntartdsa szempontjabol.

2.2.2. A porc, a porcfejlodeés és a DNS metilacio kapcsolata

A porc fejlddése, illetve a fiziologias szerkezetli és miikodésii porc fenntartdsa soran
alapvetd fontossaggal birnak az epigenetikai szintii szabalyozé mechanizmusok. Habar a DNS

metilaci6 és a porc kapcsolatarol mar szdmos publikaciot talalhatunk az irodalmi

crer

aktivitasrol még kevés informacié all rendelkezésre.

Ujsziiltt egerek bordaporcabol izolalt porcsejtek in vitro koriilmények kozotti
sejttenyésztése és érése soran mar sikeriilt leirni a Dnmtl, Dnmt3a és Dnmt3b RNS szintii
expresszidjat [85]. A 21 napig fenntartott porcsejt-kultirak egy részét genetikai modositason
atesett egér ujsziilottekbol hoztak 1étre, ugyanis kondicionalis kilitésre keriilt a Dnmt3b
atirasaért felelés génszakasz, méghozza specifikusan a kondrogenikus differenciacidban
érintett sejtekben. A vizsgalatok soran megallapitottak, hogy a Dnmt3b csendesitése, azaz a
génexpressziods aktivitasanak erdteljes csokkenése mellett a primer kondrocita sejtkultarak
hipertrofias atalakulasa mérséklodott, tehat a normal Dnmt3b expresszio 1étfontossagu a
porcsejtek hipertrofias érési folyamataihoz, ezaltal az enkondralis osszifikacio 1étrejottéhez. A
lecsokkent DNMT expresszio eredményeként a 14,5 és 18,5 napos egérembridk teljes
csontvazrendszere kisebb lett, illetve a végtagok csontvaz-elemei is szignifikansan rovidebbek
szakaszdban nem tapasztaltak jelentds eltéréseket sem makroszkopikus, sem molekuldris
szinten. Hasonld eredményekrdl szamoltak be egy masik tanulmanyban is, ahol szintén
genetikailag modositott egereket alkalmaztak modellként, ebben az esetben is Dnmt3b kititést

crer

laboratoriumi koriilmények kozott roncsoltdk, hogy a késdbbiekben megvizsgalhassak a
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csonttorés gyodgyulasi folyamatat a kontroll, illetve a génmodositott egerekben. Eredményeik
alapjan kijelentették, hogy a Dnmt3b funkcidvesztés kovetkeztében a csont torésének
gyogyulédsa hosszabb iddt vett igénybe, és a csontok biomechanikai jellemzdi is elmaradtak a
kontrollhoz viszonyitva. Osszességében a szerzOk ebben a tanulmanyban is arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a Dnmt3b funkcionalis megléte létfontossagii a megfeleld

enkondralis csontosodasi folyamatok megvalosulasahoz.

A DNS demetilacidjat katalizdl6 TET enzimek porcszovetben vald specifikus
expresszioja szintén bizonyitasra kertiilt korabbi kutatasok eredményei alapjan. Tobbek kozott
primer human kondrocitakban [87], ATDCS sejtvonal eredetii kondroprogenitor sejtekben [88],
vagy teljes egérembriokbol késziilt metszeteken [89] is sikeresen kimutattak a TET1, TET2 és
TET3 enzimek RNS vagy fehérje szintli kifejezddését. A porc fejlodésével kapcsolatos
vizsgalatok szempontjabol a TET1 enzim részletesebb analizise tlinik a legrelevansabbnak. Bar
az emlés embrionalis fejlodés soran mindharom TET enzim expressziojat sikeriilt azonositani,
azonban az expressziés maximumok ideje mindhdrom varians esetében kiilonbozott a
differencialodé hialinporc teriiletén [89]. A TET2 enzim mar a porc fejlodésének kezdeti
1épései eldtt is jelentds expressziot mutatott, ez a magas expresszid egészen az osszifikacios
atalakulasig megmaradt; a TET3 ezzel szemben csupan az oszteogenikus differencio folyamata
alatt, a csont matrixdban indikalt erdteljes expresszidos novekedést immunhisztokémiai
vizsgalattal. A TET1 enzim volt az egyediili, amely csak az embriondlis porc fejlédése alatt
mutatott szignifikans expresszios novekedést, ez tehat arra utal, hogy a harom enzim koziil
valdszintileg elsdsorban a TET1 demetilald funkcigja allhat kapcsolatban a kondrogenezis
folyamataval. Az ATDCS alapt porcosodé kultirdkban Tetl géncsendesitést idéztek eld, majd
megvizsgaltak a porcfejlédés folyamataban jelentkezd valtozasokat [88]. A Tetl
mértékében, illetve a GAG-specifikus alciankék szovettani festddés is gyengébbnek
mutatkozott a kontroll kultirdkhoz viszonyitva. Osszességében tehat kijelentették, hogy a Tetl

funkciojanak csokkenése negativ hatdssal volt a kondrogenikus differencidciora.

Az OGT, illetve az O-GlcNAcilacio porcban betdltott szerepérdl egyeldre rendkiviil
kevés irodalmi adat all rendelkezésre. Kutatdcsoportunk volt az elsd, amely primer porcosodo
micromass kultardkban vizsgéalta az Ogt génszintli expresszids mintazatat a porcképzddés
folyamata soran [90]. Masok azt talaltak, hogy az ATDCS5 sejtvonal eredetii sejtek

.....

a Runx2 oszteogenikus ¢és hipertr6fidas markerek génexpresszids szintje megemelkedett)
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bizonyitottan megnétt a poszttranszlaciés modositas mértéke [91]. A tanulmanyban tovabba azt
is leirtdk, hogy az acetilalt fehérjék mennyiségének megemelkedése a hipertrofids gének
szignifikans expresszios novekedése elott kovetkezett be. Egészséges human térdiziileti porcbol
szarmaz6 mintakban szintén kimutattdk az OGT fehérje szintli expresszidjat €s az acetilacios

poszttranszlacios modositas meglétét [92].

A metildld és demetilaldo faktorok expresszids mintdzata mellett fontos azt is
megvizsgalni, hogy a porc fejlodését és érését iranyitd vagy befolydsold markergének
kifejez6désére milyen hatassal van az epigenetikai szabalyozas, a porc kiilonb6z6 fejlodési
szakaszaiban hogyan valtozik a porcspecifikus gének promoter régidinak metilaltsaga. A
szabalyozd szerepet. A SOX9 a kondrogenezis mester transzkripcids faktoranak szamit, tobbek
kozott a porc ECM markereinek génexpresszidjat is a SOX9 szabalyozza [28]. Huméan

----- r

szinovium eredetli mezenchimalis 6ssejtek In vitro kondrogenikus differenciacioja soran a
pedig a differenciacios allapot elérehaladtaval a sejtek érése soran [93]. A hipometilacio tehat
azt jelenti, hogy a SOX9 gén promotere nem metilalt allapotu, ez pedig lehetévé teszi, hogy a
porcfejlodés alatt a SOX9 fokozott génaktivitast mutasson. A RUNX2 oszteogenikus {6
transzkripcidos  faktor, hasonléan a SOXO9-hez, szintén hipometilaciét mutatott a
porcdifferenciacio teljes folyamata alatt. Egy masik tanulmanyban 16 napos csirkeembriokbol
szarmaz6 mintakat vizsgaltak, ahol a porc ECM egyik jellegzetes markere, a COL2A1
promoétere a szegycsontbol izolalt kondrocitakban hipometilacidt, mig példaul az izolalt

fibroblasztokban hipermetilaciot jelzett [94].

Az utdbbi évek fejlddd molekularis bioldgiai modszertani repertoarja azt is lehetdvé
tette, hogy részletesebb ¢€s pontosabb kép alakuljon ki a porcmarkerek és a DNS metilacios
markergének kozvetlen kapcsolatarol. Hamburger-Hamilton 22-24-stadiumu csirkeembriok
fejlodo végtagtelepeinek vizsgalatakor megallapitottak, hogy a benniik talalhatd mezenchimalis
sejtek kiilonbozé differenciacios iranyokat kovettek, méghozza pozicidjuktol fiiggden: csupan
a végtagbimbo belsejében elhelyezkedd sejtek differencidlodtak kondrogenikus irdnyban, a
periférian 1évé mezenchimalis sejtek nem porcsejtekké fejlédtek tovabb [95]. A génexpresszids
szintek elemzését kdvetden arra jutottak, hogy a SOX9 markergén csak a végtagtelep kozponti
teriiletén elhelyezkedd mezenchimalis sejtjeiben aktivalodik, ugyanis ezekben a sejtekben az
FGF jelatviteli utvonalan keresztiil a DNMT3A altal indukalt promoter-metilacié gatlodik,

ezaltal megindulhat a porc fejlddése. Ezzel szemben a periférids mezenchimalis sejtekben a
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WNT szignalizacios utvonal irreverzibilis géncsendesitést okoz tobbek kozott a SOX9 esetében
is, méghozzd a DNMT3A metilalo hatdsanak stimulalasaval. Egy masik tanulmédnyban az
ATDCS eredeti kondroprogenitor sejtek in vitro porcdifferenciacioja soran Tetl
géncsendesitést idéztek eld, ¢és megfigyelték, hogy a demetilalo faktor csokkent kifejezddése
hogyan befolyasolja a porc fejlodését [96]. A kondrogenezis folyamata zavart szenvedett, a
sejtkulturak extracellularis matrixa csokkent GAG-termelddést mutatott, illetve szédmos
markergén, tobbek kozott az ECM-specifikus Col2al és Acan génexpresszidja is mérséklodott.
Erdekesség, hogy mig a transzkriptomikai analizis alapjan a downregulalt gének tobb mint fele

a SOX9 transzkripcios faktor befolyasa alatt allt, addig a SOX9 expresszids szintjében nem

tapasztaltak szignifikdns valtozast.

A differencialédo és az érett porcsejtekben miikodé epigenetikai mechanizmusok
pontos megismerése rendkiviil fontos lehet a késébbiekben, legféképpen a kéros elvaltozasok,
igy példaul a porcdefektusok gydgyitasa szempontjabol. OA-ban szenvedd paciensek
porcmintaiban a SOX9 promoter régidja emelkedett metilacios szintet mutatott, ami hozzajarult
a transzkripcids faktor, illetve az annak szabdlyozési korébe tartozo gének (mint példaul a
COL2A1 vagy ACAN) szignifikans mértékben lecsokkent expresszidjahoz [97]. Az egészséges
hialinporcban alacsony szinten expresszalddd matrix metalloproteindzokat irtak le, hiszen ezek
az enzimek felelnek az ECM jellegzetes fehérjéinek lebontasaért. OA kovetkeztében azonban
az MMP-k promoter régiodinak metilaltsaga lecsokkent, igy a gének upregulalodtak, és fokozott
az upregulaciés mechanizmust irtak le az aggrekan lebontasaért felelos ADAMTS4 gén (ADAM
metalloproteinase with thrombospondin type 1 motif 4) esetében is [99]. Az OA egyik
jellegzetes bioldgiai jellemzdje, hogy a kondrocitak egyfajta gyulladdsos mikrokdrnyezetben
talalhatoak, melynek kialakulasahoz az interleukin 1 béta (/L1f) gén aktivalddasa és fokozott

koszonhetéen [100] [101].

A DNS metilacié a jovében igéretes terapias célpont lehet a porcdefektusok gyogyitasa
soran [102]. Az epigenetikai modositas biologiai hatterének pontos feltérképezése mellett
annak befolyasolhatosaga is részletes megismerést igényel. Természetes vagy mesterségesen
létrehozott farmakonok alkalmazisaval elérhetdvé vélhatna az orvosok szadmara, hogy a
gyogykezelés szempontjabol a lehetd legmegfelelobb metildciés mintazatot idézzék eld a
célsejtekben ¢és szdvetekben. Szdmos kezeldanyagot teszteltek mar az évek sordn, a

legintenzivebb kutatas a daganatos megbetegedések gyogyitasaval kapcsolatban zajlik [103].
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Az 5-azacitidin (5-azaC) egyike azon kémiai vegyiileteknek, amely képes modositani a DNS
metilaciéval jar6 epigenetikai folyamatokat: a citidin nukleozid analdgjaként miikddve
reverzibilis médon gatolja a DNMT enzimeket [104]. Kémiai felépitésére az jellemzd, hogy a
pirimidin gyliri 5-6s szénatomjan egy extra nitrogén atom talalhat6, ez a modositas pedig
hozzajarul a citozin metilaciojanak gatlasdhoz, méghozza a DNMT-k kovalens megkotésével
[105]. Az 5-azaC egy potencidlis mutagén ¢és antitumor hatasi agens, kemoterapias
kezel6anyagként alkalmazva mar igéretes eredményeket értek el a daganatterapias kutatasok és
kezelések terén [106]. Az Amerikai Egyesiilt Allamokban 2004-ben, az Eurdpai Unioban pedig
2007-ben keriilt torzskdonyvezésre az azacitidin, mint a mielodiszplazias szindromak Gsszes
altipusanak kezelésére alkalmas gyogyszer [107] [108]. Felnétt egerekbdl izolalt csontveld
eredeti mezenchimalis Ossejtek differencialtatdsa soran az 5-azaC kezelés hatasara
stimulalodott a sejtek oszteogenikus iranyu elkotelezddése €s érése, tehat a szer lehetdvé teheti
terapias szerként szolgalhat a reumatoid artritisz kezelésében: proteoglikan-indukalt artritiszt
idéztek eld a kisérleti egerekben, majd az 5-azaC intraperitonedlis uton tortént beadasat
kovetden azt tapasztaltak, hogy az iziileti gyulladas mértéke, illetve a betegség sulyossaga és
elorehaladottsaga szignifikansan lecsokkent a kezelés hatasara [110]. Habar az epigenetikai
folyamatok moddositasa, mint terapias lehetdség igen igéretes az iziileti betegségek kapcsan
[111] [112] [113], a kondrogenezis korai szakasza és a kondrocitak differenciacidja alatt
jelentkez6 DNS metilaciés mintdzat megismerése még szamos kérdést vet fel, melyeknek

megvalaszolasa a jovo kutatasi feladatai kozé tartozik.

2.3. A cirkadian 6ra

2.3.1. A molekularis cirkadian ora altalanos jellemzoi

Az ¢l0 szervezetek egyik kiilonleges sajatossdga, hogy a benniik zajlo
anyagcserefolyamatok, élettani események, vagy éppen a viselkedésbeli aktivitdsok mind
ciklikus véltozasokon mennek keresztiil a nap folyaman. Ezt a periodikus biologiai szabalyozé
mechanizmust cirkadian ritmusnak nevezziik, ugyanis a valtozasok egy nagyjabol 24 o6rés
id6tartamu, azaz cirkadian oszcillaciot mutatnak. A belsd, vagy endogén cirkadian ritmus
hozzajarul ahhoz, hogy a szervezet alkalmazkodni tudjon a napszakonként véaltoz6 kdrnyezeti
viszonyokhoz. A ritmus kialakitasahoz elengedhetetlen egy specialis intrinsic iddmérd egység

jelenléte, amelyet bioldgiai vagy cirkadian oranak neveziink. A kdrnyezeti stimulusok random
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modosuldsa kéaros hatassal lehet a bioldgiai orak, és igy a komplett cirkadian ritmus
miikodésére. A cigarettazas, a tilzott alkoholfogyasztas, az alacsony fizikai aktivitas, a rossz
mindségli alvas vagy az éjszakai miiszakkal jard ébrenlét mind hozzajarulhat a cirkadian ritmus
felborulasadhoz €s az dra széteséséshez, 0sszességében pedig ugynevezett kronodiszrupcidhoz

vezetnek [114].

Az emldsok molekularis cirkadian érarendszerét szamos oszcillator befolyasolja. A 6
iranyitdo egység a kozponti idegrendszeri autonom oraban jon létre, amely a hipotalamusz
szuprakiazmatikus magjaban talalhato. Ez a kozponti ritmusgenerator neuronalis kapcsolatban
all a retinaval [115], és a kiviilr6l érkez6é ingerek (masnéven zeitgeber-ek, melyek koziil
kivaltképp fontos a fény stimulus) feldolgozasa mellett képes interakcidba 1épni a szervezet
periféridjan elhelyezkedd orarendszerekkel. Ezaltal a test szoveteiben elhelyezkedd sejtekhez
is érkeznek jelek a ritmicitassal kapcsolatban, és egyfajta szinkronizacios mechanizmus alakul
ki a kozponti és a periféras szovetek biologiai orai kozott [116] [117]. Ezek az endogén, sejt-
autonom, Onfenntartd, periférian elhelyezkedd ordk esszencialis szereppel birnak a human
szervezet kiils6 ingerekre adott molekularis szinti  vélaszaddsdnak és az
alkalmazkoddképességének szabdlyozasdban, amely tobbek kozott az alvas-ébrenlét, az
energia-metabolizmus, a testhdmérsklet, vagy éppen a hormonalis ciklusok évszaknak
megfeleld napi alakitasaban teljesedik ki [118]. Ezek az adatok tehat azt tamasztjak ala, hogy
egy komplex szervezet ciklikus aktivitasat a kozponti cirkadian ritmust szabalyozo
hipotalamikus neuronhalozat fogja meghatarozni, azonban minden szervnek, szovetnek
megvan a sajat milkddési ritmusa, melyeknek finomhangoldsat a kozponti ora veégzi. A
szerveken, szoveteken belill az egyes sejteknek is van sajat molekularis oraja, a szovetek

fiziologias miikodéséhez ezeknek Osszehangoltan kell miikodniiik.

A molekuléris 6ra miikddési mechanizmusarol €és szabalyozd résztvevoirdl ma mar
szamos tudoményos publikaci6é all rendelkezésilinkre, az utdbbi évek egyik legnépszeriibb
kutatasi témajava nétte ki magat [119] [120] [121]. A jelenség fontossagat egyértelmiien
hangstlyozza, hogy 2017-ben Michael W. Young, Michael Rosbash és Jeffrey C. Hall kutatok
nyerték el az Elettani és Orvostudomanyi Nobel-dijat, méghozza a cirkadian ritmust szabalyozo

molekularis mechanizmus felfedezéséért [122].

A molekularis bioldgiai ora kozponti oszcillatordt a transzkripcids-transzlacios
visszacsatolasi hurok (TTFL) iranyitja. A mechanizmus alapja az, hogy a 24 6rés periddus alatt
bizonyos fehérjék képesek sajat termelddésiikre negativan, azaz gatlolag visszahatni, ha elérnek
egy bizonyos koncentraciot a sejtben. Ennek alapjan megkiilonboztethetiink pozitiv és negativ
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visszacsatolasi faktorokat, amelyek szoros egyiittmiikodési kapcsolatban allnak egymassal

[123].

A pozitiv szabalyoz6 BMALIL (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like
ARNTL/BMAL1) és CLOCK (circadian locomotor output cycle kaput) heterodimere iranyitja
a negativ komponens PERIOD (PER1, PER2, PER3) és CRYPTOCHROME (CRY1, CRY2)
ritmikus transzkripciéjat. A CLOCK/BMALI1 komplex kapcsolodik a PER/CRY gének
promotereiben talalhatd E-box régidhoz, ezaltal aktivalodik a negativ komponensek
génexpresszioja és atirasa [124]. Miutan a PER és CRY fehérjék transzlacidja elér egy kritikus
szintet, kapcsolodnak a pozitiv szabalyozo faktorok komplexéhez, ennélfogva gatoljak a
CLOCK/BMALL ¢és igy onmaguk transzkripcids aktivitasat is [125]. A BMALL ¢s a CLOCK
gének jellemzden a reggeli ordkban dimerizdlnak a sejtmagban, majd a negativ elemek
transzkripcidjdnak serkentését kovetéen napkézben a PER és CRY mMRNS-ekrél a
citoplazmaban torténik meg a fehérjék Osszeszerelodése. Miutan a PER/CRY fehérjék
kelloképpen magas szintet érnek el, a fehérjék heterodimert formalnak, €és este a sejtmagba
visszajutva, illetve a CLOCK/BMALL komplexhez kapcsolodva kifejtik transzkripcios szinti
g4tld hatasukat.

A cirkadian ora stabilizalasaban és a pozitiv/negativ faktorok szabalyozasidban fontos
szereppel birnak a REV-ERB (nuclear receptor subfamily 1 group D member 2 [NR1D2/REV-
ERB]) és ROR (retinoic-acid-receptor-related orphan nuclear receptor) csaladok sejtmagi
receptorai. A CLOCK/BMALI1 komplex stimuldlja a két sejtmagi receptor transzkripcids
aktivitasat, majd a sejtmagba visszajutd aktiv REV-ERB ¢és ROR fehérjék versengenek a
BMAL1 promoéterében talalhatd RORE (retinoic-acid-related orphan receptor response element)
kotohelyéért. A REV-ERB bekotddésének esetében negativ, a ROR kapcsolodasakor pedig
pozitiv visszacsatolas torténik a BMALL kifejezodésének iranyaba [126] [127]. Ennek a
folyamatnak a finomhangol4saban vesz részt a PER2 fehérje, amely a REV-ERBa-val tarsulva

képes szinkronizalni a TTFL pozitiv €s negativ faktorait [128]. A molekularis o6ra eddig

crer
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2.9. dbra: Sematikus abra a cirkadian o6ra f6 molekularis komponenseinek mikodésérél. A szabalyozo
faktorok transzkripcios-transzlacios visszacsatolasi hurkokat hoznak 1étre. A pozitiv szabalyozo BMALL/CLOCK
heterodimer kotédik a negativ szabalyozogének promoterében 1évé E-box szakaszahoz, ezzel fokozza a Perl,
Per2, Cryl, Cry2 gének transzkripciojat majd transzlacidjat (P: PERIOD fehérjék, C: CRYPTOCHROME
fehérjék) a citoplazmaban. A fehérjék a sejtmagba visszajutva gatoljak a pozitiv faktorok mMRNS szintézisét. A
BMAL1/CLOCK komplex szintén az E-box promoéter-région keresztiil serkenti a Rev-erba és a Roro/p stabilizalo
faktorok transzkripcidjat, ezaltal a fehérjék szintézise is megemelkedik a citoplazmatikus térben. A sejtmagba

V4

sikeresen. A Rev fehérjék kapcsolodasakor gatlo, a Ror fehérjék esetében pedig serkentd visszacsatolas torténik a
Bmall expresszi6 irAnyaba. (Forras: [129], modositva)

A visszacsatoldsi hurkok résztvevOinek stabil expressziojat poszttranszlacios
modositasok is segithetik. A citoplazméban taldlhat6 PER/CRY fehérjék a CK1E ¢és CK1D
kazein kinazok hatasara foszforildlodnak, ezt koveti a fehérjék akkumulacioja és transzportja a
sejtmagba, ahol komplex alkotva gatoljak a BMAL1 expressziot. A kazein kindzok végsd soron
az Ora sebességének reguldldsiban vesznek részt, a foszforildcidos mechanizmusuk révén
képesek megroviditeni a periodusidoket. Emellett ma mar az is bizonyitasra keriilt, hogy a

CKI1E ¢s CK1D kinazok jelentds farmakoldgiai célpontok lehetnek, fontos szerepet toltenek be
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az ora kiils6 szabalyozasaban [130] [131]. Ha a kazein kinaz I enzim aktivitasa csokken,
elmarad a PERIOD fehérjék foszforilacioja és proteaszomalis degradacidja, ami a cirkadian
periodusidé megnovekedését idézi elé [132]. A foszforilacio mellett mas modositdé folyamat

(pl. acetilacid, ubikvitinacid) is befolyasolhatja a fehérjék szintjét, proteoszomalis

crcr

2.3.2. A porc, a porcfejlédés és a cirkadian ora kapcsolata

A molekularis cirkadian 6ra komponensei szamos, ugynevezett 6ra-kontrollalt gének
(CCG, clock-controlled genes) expresszios szabalyozasat befolyasoljak, méghozza a gének
szabalyoz6 szakaszaiban taldlhatd E-box kotddési elemeken keresztiil. Microarray modszeren
alapul6 vizsgalatokkal igazoltak, hogy a teljes transzkriptom nagyjabol 10%-a cirkadidn ora-
dependens expressziés mintazatot mutat [134]. Emiatt el6fordulhat, hogy a periférian
elhelyezkedd, szovet-specifikus ordk meghataroz6 bioldgiai funkcioval rendelkezhetnek.
Egyeldre még kevés informdcio all rendelkezésre arrdl, hogy az erdsen konzervalt molekularis

orak hogyan adaptalodnak a periférias szovetek sejtjeiben talalhato lokalis mikrokdrnyezethez.

A napi szintl ritmikus véltozasok a porc metabolizmusa soran is jelentds szabalyozo
szereppel birnak. Egyes hipotézisek szerint a diurnalis, azaz 24 oras ciklusok eldsegitik a
kondrocitdkban zajl6 folyamatok optimalizaldsat, méghozza az aktudlis napszakhoz valo
szinkronizécioval. Az epifizis porckorongban taldlhatd porcsejtek proliferacioja a kora reggeli
ordkban a legintenzivebb, ennek hatasara a porckorong kiterjedése és a porc-ECM szintézise
fokozodik, a novekedés dél koriil éri el a maximumat [135]. Egészséges human porcmintakban
mar sikeresen azonositottak a legfontosabb 6ragének (BMAL1, CLOCK, PER1, PER2, CRY1,
CRY2) mRNS szintli expresszidjat [136]. Ezen feliil egerekbdl szarmazé térdiziileti
porcmintakban is kimutattdk az ora-specifikus fehérjék expresszidjat, emellett szdmos porc
markergén ritmikus kifejezodését is leirtak [137] [138]. A Bmall porcspecifikus (Col2al-hez
kapcsolt) génkiiitését kovetden a génkezelt egerek térdébdl izolalt iziileti porcmintdkban nem
tudtak igazolni a cirkadian 6ra normal ritmikus miikddését, tovabba az egerek 2 honapos koratol
kezdédben a vizsgalt porc fokozatosan degeneralodott [139]. A Bmall porcszévethez kapcesolt
kondicionalis kitlitése (BMAL1CKO) az egerek sziiletésekor nem okozott morfologiai
valtozasokat, azonban a 4 hetes egereknél csokkent a teljes test, a femur ¢€s a tibia csontok
hossza. A BMALI1CKO egérembriokbol izolalt porcmintakbol primer kondrocita sejtkultarakat

is létrehoztak: a kultarakban csokkent sejtproliferaciot, illetve emelkedett Mmp13 és Runx2
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expresszios szinteket allapitottak meg [140]. 8-10 hetes BMALICKO egerek csip6 iziiletébdl
szarmaz6 porcmintaiban a S0x9, Acan és Col2al porc markergének expresszidja szignifikans
csokkenést mutatott [139]. A bemutatott irodalmi adatok arra utalnak, hogy a kondrocitakban
mukodo cirkadian ora hangstlyos szereppel bir a normal porc- és csontfejlodési folyamatok

soran.

A periférias orak miikodésében adodd probléméak az egyes sejtek abnormalis
aktivitdsdhoz €s metabolizmusédhoz vezethetnek, amely végsd soron a sokféle sejtbdl allo
szervek, szovetek szintjén patologias iranyt morfoldgiai és funkcionalis alteraciokat okozhat.
Tobbek kozott a diabétesz, a daganatképzodés, vagy neurodegenerativ megbetegedések
hatterében is sikeriilt mar beazonositani a cirkadian ora funkcionalis zavarat [141] [142] [143].
folyamatok, igy példaul az OA kialakulasahoz is. A cirkadidn o6ra f6 komponenseinek
expresszios szintje jelentds valtozast mutatott a porcsejtek OA-jellegli elvaltozasat kovetden.
Az Osszes szabalyozo faktor kozil a BMALIL expresszios szintje mutatta a legnagyobb
valtozast, az egészséges porcmintakhoz képest szignifikans csokkenést tapasztaltak [136].
Normal, egészséges kondrocitakban eldidézett in vitro BMALI géncsendesitést kovetden az
ECM lebontasaért felelos enzimek expresszids szintje szignifikdnsan megndtt; ezzel
Osszhangban a degenerdlodott porcsejtekben lecsokkent az ECM degradald fehérjék
kifejez6dése, miutan visszaallitottak a BMALI1 fiziologias expresszids szintjét [144] [145].
Ezek az adatok arra utalnak, hogy az optimalisan miikodd kondrocita fenotipus létrejottehez és

fenntartasahoz elengedhetetlen a BMAL1 megfeleld transzkripcios aktivitasa.

Egy korabbi kutatasban azt allapitottak meg, hogy a Bmall expresszidja szignifikansan
megndtt a fajdalomérzékelésben részt vevd dorzalis gyoki ganglion sejtekben, miutin a
vizsgélati modellként hasznalt egerek térdiziiletében indukalt OA-t idéztek eld, azaz sebészi
uton eltavolitottak egy porc-darabkat [146]. A pozitiv szabalyozé faktor emelkedése mellett a
Rev-Erba stabilizalod faktor szignifikans csokkenésérdl is beszamoltak. Azonban egy REV-
ERB-agonista kezel6anyag alkalmazasa mellett a Bmall redukalt, mig a Rev-Erbo fokozott
génexpresszids szintet jelzett, emellett a hiperalgéziat vizsgald kisérletek eredményei
szignifikans csokkenést mutattak az agonistaval nem kezelt, de OA-ban szenvedd egerekhez
képest. Az eredmények alapjan azt feltételezik, hogy az éragének fokozottan érintettek az OA
alatt kialakulé hiperszenzitiv fajdalomérzékelésben, ugyanis részt vehetnek a periférids érzo

neuronok szenzitizaciojaban.
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Az elmult években arra is fény deriilt, hogy a PER2 fokozott kifejezodésének hatasara
megemelkedett az ECM-bontdo ADAMTSS és MMP13 szintje, mig a SOX9 {6 kondrogenikus
transzkripcids faktor expresszidja csokkenést jelzett a H5 kondrocita sejtvonal eredetli sejtek
tenyésztése soran, tehat egyértelmiien OA-ra jellemz6 molekularis elvaltozasokat mutattak
[147]. A PER2 szignifikdnsan emelkedett expressziojat OA betegekbdl szarmazo
porcmintakban is sikeriilt azonositani [136]. A BMALI expresszidjanak erételjes mérséklédése
a porcfejlédés egyik legfontosabb szabalyozd mechanizmusdnak, a TGF-f jelatvitelnek a
mukodését is megzavarja: a géncsendesitést kovetden a jelatviteli mechanizmus downstream
elemeinek mennyisége nagymértékben megnétt [148]. Ez azért is fontos észrevétel, mert a
TGF-B jelatvitel nem megfeleld aktivalédasat mar Osszefliggésbe hoztak az OA-jellegi
elvaltozasok kialakulasaval [149]. OA soran a CRY2 transzkripcidés mintazatat sem talaltak
megfeleldnek: human artritiszes porcmintak vizsgalatakor a negativ szabalyoz¢ faktor mRNS
expresszigja ¢és cirkadian fluktuacigja lecsokkent, mig a Cry2 génkiiitott egerekben az OA
mesterséges eldidézését kdvetden sokkal stilyosabb korképet €s tiineteket allapitottak meg a

vad tipust egerekhez viszonyitva [150].

Az egészséges, illetve a sériilt porcszdvet cirkadian ritmuséanak jellemzdirdl évrdl évre
egyre tobb informdacid 4ll rendelkezésilinkre. Azonban a porcfejléddés korai szakaszardl, az
érésben 1évo porcsejtekben miikodd cirkadian ora funkcionalis tulajdonsagairol egyeldre még
keveset tudni. A kutatési teriiletnek igen nagy a tudomdanyos relevancidja: a kronoterapia
miitkodésének figyelembe vétele, illetve Gjrahangolasanak esetleges pozitiv hatasa [151] [152].
Az alkalmazandd gyogyszer adagolasi idejének pontos megvalasztasdval ndvelhetik annak
hatékonysagat, és csokkenthetik a toxicitds mértékét. A kronoterapids kezelési stratégia
bevezetését mar az OA gyogyitasanak szempontjabol is fontolgatjak [153]. Habar a betegség
gyogyitasara eddig még nem sikeriilt oki terdpiat kifejleszteni, az OA tiineteinek enyhitésére
mar tobb kezelési eljarast kifejlesztettek. Ezek koz¢ tartozik a kronoterdpia is, amelyet mar
sikeresen alkalmaztak az OA-betegek fajdalomkezelésében [154]. A tovabbiakban a cél az,
hogy minél pontosabb ismereteket szerezziink az iziiletek élettandnak cirkadian természetérdl,
€s meghatarozzuk, hogy a potencialis gyogyszerek célpontjai mutatnak-e ritmikus expresszios
mintazatot. Ugyancsak fontos lehet annak vizsgalata, hogy az iziileti szovetek belsd orajanak
befolyasolasaval eld lehet-e segiteni a szoveti regeneraciot, lehet-e modositani a porcsejtek
osztodasi hajlandosagan, matrix-termelé képességén, vagy esetleg mozgodsitani lehet-e az

iziilet-kornyéki szovetek szunnyad6 kondroprogenitor sejtjeit.
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2.4. A DNS metil4ci6 ¢€s a cirkadian 6ra kapcsolata

A cirkadian ora kozponti génjeinek transzkripcids szintii szabalyozasaban szamos
epigenetikai modositd folyamat, tobbek kozott a DNS metilacid vagy a kiilonbozdé hiszton
modifikaciok is részt vesznek. Ezen folyamatok, valaszul az endogén és a kiilsé kornyezeti
hatasokra, szintén kovetik a kézponti orami altal 1étrehozott cirkadian ritmust [155] [156]
[157].

Maga a DNS metilacio is cirkadian jellegli ritmikus véltozasokat mutat a nap 24
ordjaban. A huméan genomi DNS diurnalis metilaciojanak vizsgalatakor emelkedett szinteket
figyeltek meg az éjszakai, azaz sotétséggel jellemezheté orakban [158]. A ciklikus DNS
metilaci6 kialakulasdhoz sziikség van a fény stimulusara. A megvildgitasnak kitett id6 és a napi
periddusidé csokkentésével megvaltozott a szuprakiazmatikus magban talalhaté kodzponti
oramii génszintli miikddése, amely a vizsgalt gének promoter régidiban bekdvetkezd metilacios
valtozasok miatt alakult ki [157]. A Cryl és Per2 gének promoterei hipermetilaciot, mig a Clock
promoétere hipometilaciét mutatott. Ugyanebben a tanulmanyban igazoltdk azt is, hogy a
kdzponti ritmusgenerator megfeleld plaszticitast mutat, a DNS metilacio pedig reverzibilis,
ugyanis a 24 o6rds periodusidd visszadllitasaval ismét normadlis metildcids mintézatokat
kialakulasdhoz a normal fény-s6tét stimulus mellett sziikség van a DNMT enzimek megfeleld
aktivitasara, illetve a metildonorok elérhetéségére. A Dnmtl gén csendesitésének
kovetkeztében rovidebb, mig a Dnmt3a gén csendesitését kovetden hosszabb periodus iddket
figyeltek meg [159]. A Dnmt3a, Dnmt3b, Tet2 és Tet3 esetében is sikeriilt igazolni a cirkadian
modon oszcillaldo génexpresszids mintazatot vad tipusu egerek majabdl szarmazo mintik
vizsgalatakor [160]. A publikacio szerzdi azt is megallapitottak, hogy a cirkadian ora génjeinek
transzkripcids aktivitdsa ugyancsak hozzéjarul a fizologiés diurnélis jellegli metilacios mintazat
kialakuldsdhoz. A Perl és Per2 gének kiiitésével a globalis DNS metilacié mértéke pozitiv
iranyba tolddott el, azaz szignifikdnsan fokozoddott, ezzel parhuzamosan pedig megsziint a

metilacio ritmikus oszcillaciot mutatd mintazata.

A cirkadidan oOragének metilacios statusza kozvetlen modon befolyédsolja azok
transzkripcids aktivitasat. Ennek megfeleléen az oragének promoter régioi jellegzetes
modositasi pontokat jeldlnek, amelyek kiilonb6z6 farmakonok célpontjaiként szolgalhatnak.
Az 5-aza-2'-deoxicitidin (5-aza-dC vagy decitabin) az 5-azaC kezel6anyaghoz hasonldéan

gatolja a DNMT aktivitast, ezaltal demetilaciot okoz, ami a célgének mRNS szintjének
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emelkedéséhez vezet. A human akut limfoid leukémia-eredetii sejtvonal sejtjeiben a BMAL1L
promoter régidja bizonyitottan hipermetilalt allapotban talalhato [161]. Azonban az 5-aza-dC
kezelés hatdsdra a BMAL1 génexpresszidja szignifikdnsan megemelkedett, amely azt jelezte,
hogy a kezelGanyag sikeres hipometilaciot idézett e¢lé a promoter régio CpG-szigeteiben.
Mindezzel parhuzamosan az alapesetben hipometilalt PER2 génexpresszidja a kezelés hatasara
indukélodott, és szignifikdns mértékben megemelkedett. Az 5-azadC hatdsara erdteljes
cirkadian oszcillaciot figyeltek meg a gének expresszios mintazataban. Osszességében tehat
megallapitottak, hogy a kezeldanyag visszaallitotta a BMAL1 és PER2 ritmikus oszcillaciot
mutatd expresszidjat, ez pedig hozzajarult az endogén cirkadian ritmus helyreéllitasdhoz. A
bemutatott adatok alapjan elmondhatd, hogy a DNMT aktivitast befolyasold vegyiiletek a

jovoben potencialis kezeldanyagként szolgalhatnak a kronoterapiak szempontjabol.

Az OGT, illetve az O-GIcNAcilacio szintén fontos kapcsolodasi pont lehet a cirkadian
ora szabalyozasa és az epigenetikai folyamatok kozott. A periférias szervek, szovetek cirkadian
ritmusa a tapanyagbevitelt érzékeld biologiai utvonalaktol és az anyagcserefolyamatok
oszcillalo miikodésétdl is fiigg. A gliikoz feldolgozésa soran szdmos citoplazmikus és sejtmagi
fehérje esetében megné az O-GlcNAcilacios poszttranszlacios modositas mértéke [162],
melynek kialakitasaért egyik részrol az OGT enzime felel. Igazoltak, hogy a Drosophila-ban a
PER fehérjék O-GlcNAcilacios modositadson mentek keresztiil, amely hozzajarult a cirkadian
Ora sebességének beallitasahoz [163]. A ritmikus poszttranszlacios modositas kovetkeztében
szintén elmaradt a BMALI1 és CLOCK fehérjék lebontasa, mivel gatolta azok ubikvitinacigjat
[164]. A stabilizalt BMAL1/CLOCK fehérjeszint hatasara fokozodott a célgénjeik, igy példaul
a Per és Cry negativ faktorok transzkripcidja. Az OGT overexpresszidja azonban a ritmikusan

oszcillalo gorbék amplitudoinak ndvekedését idézte eld.

Szamos tudomanyos publikdcioban olvashatunk a kozponti ritmusgenerator
iranyitasaban kozremiikkodé normal metilaciés folyamatokrdl, vagy a kiilonb6zd szervek
patologias elvéltozasaiban szerepet jatszo cirkadian mikddés rendellenes metildcios
mintazatairol [165] [166] [167] [168]. Azonban a periférias szovetekben, igy példaul a
porcszovetben miikodo cirkadian 6ra epigenetikai szintii irdnyitasaval kapcsolatban rendkiviil
csekély a rendelkezésilinkre allo informécio. Ez azt jelenti, hogy jovébeli terveink kozott
kiemelt szereppel bir a porcfejlodés, illetve az egészséges és degeneralddott porcszovet

cirkadian miikddését befolydsold metilacios szabalyozé folyamatok feltérképezése.
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3. CELKITUZESEK

Célunk az volt, hogy az in vitro porcdifferenciacié soran az alabbiakat vizsgaljuk:

e Kimutathaté-e, és ha igen, hogyan valtozik a DNS metilaciéo szabalyozo
faktorainak mRNS szintii expressziéja az in vitro porcfejlédés soran? A
porcfejlodés mely szakaszaban tapasztalhaté a gének transzkripcidos maximuma?
Van-e expresszids szintbeli kiilonbség a felhasznalt modellekben megfigyelt

transzkripcids aktivitasok kozott?

e Milyen morfologiai és molekularis hatassal van a DNS metilacio gatlasa a porc
differenciacios folyamatara? Tapasztalhat6-e kiilonbség a porcfejlodés korai vagy
kés6i szakasza alatt eldidézett metilacios gatladsok kozott? Hogyan valtozik a

mezenchimalis sejtek metildcids mintdzata a metilacios gatlast kovetden?

e Kimutathaté-e, és ha igen, hogyan valtozik a cirkadian éra szabalyozo

faktorainak mRNS szintii expresszioja az in vitro porcfejlodés soran?

e Lehetséges szinkronizalni a differencialédé porcsejtek cirkadian orajat?
Felfedezhetd-e a cirkadidn ora és a porc markergénjeinek 24 oras, cirkadian ritmusra
jellemzd fluktudcidja? Milyen a gének egymdshoz viszonyitott oszcillacios
mintdzata? Tapasztalhato-e kiilonbség a sejtek cirkadidn ritmicitdsaban attol
figgben, hogy a porcfejlddés korai vagy késOi szakaszai alatt idéziink eld

oraszinkronizaciot?

e Milyen morfoldgiai és molekularis hatassal van a cirkadian ora gatlasa a porc

differenciacios folyamatara?

Egyetemi doktori értekezésem {6 célja tehat az, hogy a DNS metilacid, illetve a cirkadian ora

miitkodésének a pore in vitro fejlddése soran torténd részletes elemzésével olyan uj szabalyozo

.....

birhatnak, a jovOben pedig potencidlis célpontként szolgalhatnak a porcdefektusok terapias

eljarasainak megtervezésekor.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Kisérleti modellek

4.1.1. Egérembrio végtagtelep eredetii primer porcosodo micromass kulturdk

Az in vitro porcdifferenciacié tanulmanyozasara HD kultarakat alkalmaztunk. A HD
kultardk egy részét 11,5 napos egérembriok végtagtelepeibdl izolalt kondroprogenitor sejtekbdl
hoztuk 1étre [51] [52]. Ehhez els6 1épésként az NMRI torzsbe tartozo laboratdriumi egereket
idozitett paroztatdssal egy ¢&jszakan &t paroztattuk, majd mdsnap a sikeres parzast az
ugynevezett vaginalis plug vagy nyakdugo6 jelenlétének ellendrzésével allapitottuk meg; ezt a
napot a vemhesség €s az embriondlis fejlettség 0. napjaként tartottuk szamon. A plug-0s
ndstényeket farokszinezéssel jeloltik meg. A vemhes ndstényeket meghatarozott napon
felaldoztuk, betartva a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsag (DE MAB) altal
meghatérozott etikai szabalyokat (Felhasznalo Engedély szama: 2/2018/DEMAB). A
felaldozott néstények méhébol kiemeltiik a 11,5 napos fejlettségi stadiumu embridkat, melyeket
steril kalcium- és magnéziummentes foszfatpufferbe (calcium and magnesium free phosphate
buffered saline, CMF-PBS; pH 7.4; Gibco, Gaithersburg, MD, USA) helyeztiink, majd
horizontdlis aramlast steril lamindris flilkében, sztereomikroszkdp €s csipeszek segitségével
eltavolitottuk a mellsd €s hatso végtagtelepek disztalis részeit. A lecsippentett végtagtelepeket
CMF-PBS-t tartalmaz6 kristalyosito csészében gytijtottiik 6ssze, ezt kovetdéen 0,25% tripszinbe
helyeztiik, és 37 °C-on, 5% CO> tartalmu és 90% relativ paratartalmu inkubatorban emésztettiik
nagyjabol 20-30 percig. A tripszines emésztést 1:1 térfogat aranyt fotalis borjuszérum (fetal
bovine serum, FBS, Gibco) hozzaadasaval allitottuk le, majd a sejtszuszpenziot 10 percen at
centrifugaltuk (800 x g), igy a sejteket elvalasztottuk a feliiliszotol. A mezenchimalis sejtek
kinyeréséhez sziikség volt egy 40 pm-es porus-nagysagu sziird egységen (Corning, Tewksbury,
MA, USA) at torténd filterezésre is, melyet egy ujabb centrifugalési 1épés kovetett (800 x g, 10
perc). A sejt pelletet magas gliikoztartalmt (4,5 g/l) tapoldatban reszuszpendaltuk (high glucose
Dulbecco’s modified Eagle’s medium, HG-DMEM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). A
médiumot 10% FBS-sel, 0,5 mM stabil L-glutaminnal (Sigma-Aldrich), valamint
antibiotikumokkal és antimikotikummal (50 egység/ml penicillin; 50 pg/ml sztreptomicin; 1,25
pg/ml fungizon; TEVA, Debrecen, Magyarorszag) egészitettiik ki. A szuszpenzi6 sejtsiirliségét
automata sejtszamolé gép segitségével hataroztuk meg (Luna automated cell counter, Logos

Biosystems, Annandale, VA, USA), és a sejtszuszpenzio megfeleld higitasaval 1,0 x 107 sejt/ml
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sejtstirliséget értiink el. Kisérleteinkhez 10, 30 vagy 100 pl-es cseppeket cseppentettiink 96-
lyuku tenyészté edényekbe (Wallac, PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Shelton, CT,
USA), 35 mm atméréjii milanyag sejttenyésztd Petri-csészékbe (Eppendorf, Hamburg,
Németorszag) vagy kerek liveg fedélemezre (Menzel-Glaser, Menzel GmbH, Braunschweig,
Németorszag), melyeket 24-lyuka tenyészté edények (Eppendorf) kamraiba helyeztiink. A
Kicseppentett sejteket 2 oran at engedtiik kitapadni az edények feliiletére (37 °C-on, 5% CO; és
90% relativ paratartalmu inkubatorban). Ezt kdvetden a sejtkulturakat tartalmazo tenyésztd
edényekbe megfeleld mennyiségii HG-DMEM tapoldatot pipettaztunk, melyet a tenyésztés
soran 2 naponta cseréltliink. A kicseppentés napjat a sejttenyésztés 0. napjanak tekintettiik. A
HD kulturdkat a tenyésztés 0., 1., 3., 4., 6., 10. és 15. napjaig tartottuk fent. Az egérembrio

végtagtelep eredetii HD kulturadk létrehozasaban a szerzo mellett Karanyicz Edina vett részt.
4.1.2. Csirkeembrio végtagtelep eredetii primer porcosodo micromass kulturdk

Az in vitro kondrogenezis folyamatat csirkeembri6 végtagtelep eredetli primer HD
kultarak létrehozasaval is vizsgaltuk [53] [8]. A csirkeembriok kisérletes felhasznalasahoz
nincs sziikség kiillon engedély igénylésére a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsagatol.
Kisérleteinkhez Hamburger-Hamilton 22-24-es fejlodési stadiumu (4,5 napos) csirkeembriok
végtagtelepeibdl 1zoldlt mezenchimalis sejtekbdl kialakitott primer HD  kultardkat
alkalmaztunk. A csirkeembriok végtagtelepeinek eldkészitése és azokbol a kondroprogenitor
sejtek kinyerése az el6z6 pontban leirt egérembrid végtagtelep eredetli modellnél alkalmazott
protokolltol csak néhany 1épésben tért el. A tenyésztés napjan steril koriilmények kozott
eltavolitottuk a tojasokbol az embridkat, azokat CMF-PBS-be helyeztilk, majd csipesz
segitségével eltavolitottuk az also és felso végtagtelepek disztalis teriileteit, azokat CMF-PBS
tartalmu csészékbe gyiijtottiik, majd 0,25% tripszinben valdo emésztés kovetkezett egy Oran
keresztiil, 37 °C-0s, 5% CO2 és 90% relativ paratartalmt sejttenyésztd inkubatorban. Az
emésztést 1:1 ardnyban FBS-sel allitottuk le. 10 perces centrifugalast (800 x g) kdvetden a
sejtpelletet Ham F12 médiumban (Euroclone, Pero, Olaszorszag) reszuszpendaltuk, amelyet
10% FBS-sel, 0,5 mM stabil L-glutaminnal, é¢s 1% penicillin/sztreptomicin antibiotikumokkal
egészitettiink ki. Az igy kapott sejtszuszpenziot egy 20 pm lyukatmérdjii sziirén (Millipore,
Billerica, MA, USA) at szirtiik, és ismét 10 percen at centrifugaltuk (800 x g), igy a
szuszpenzionk egy egyedi kondrogenikus mezenchimadlis sejtpopuldciot tartalmazott. A
sejtsliriséget automata sejtszamolo gép segitségével szamoltuk ki, ebben az esetben azonban
1,5 x 107 sejt/ml-es siirtiségiire higitottuk a szuszpenziot (a sziird porusmérete azért kisebb,

mert a csirke embrionalis sejtek kisebbek az egér végtagtelepekbdl izolalt sejteknél).
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Kisérleteinkhez 100 pl-es cseppeket cseppentettiink 6-lyuka (liveglemezes vagy liveglemez
nélkiili) tenyészté edényekbe (Eppendorf), a sejteket pedig két o6ran keresztiil 37 °C-on, 5%
CO2 és 90% relativ paratartalmu inkubatorban engedtiik kitapadni a tenyésztd edények
felszinére, végiil megfeleld mennyiségii Ham F12 médiumot pipettaztunk a kultirakra, amelyet
2 naponta cseréltiink. 4 csirkeembrio végtagtelep eredetii HD kulturak létrehozasaban a szerzé

mellett Katona Eva, Abdulhadi M. Alagha és Matta Csaba vett részt.
4.1.3. C3H10T1/2+BMP-2 sejtvonal eredetii porcosodé micromass kultirak

Az in vitro porcfejlédést sejtvonal alapt sejtek felhasznalasaval is vizsgaltuk [52]. A
BMP-2-overexpresszald egérembrid fibroblaszt eredeti C3H10T1/2 pluripotens sejtek az
eredeti C3H10T1/2 sejtvonal egy moddositott valtozatat alkotjak, amelyet egy kollaboracios
partnert6l (G. Gross) kapott ajandékba a laboratoriumunk. A sejteket egy eukariota expresszios
vektorral transzfektaltdk, amely a huméan csont morfogenikus fehérje 2 (bone morphogenic
protein 2, BMP-2) atirasaért felelds cDNS szakaszt tartalmazta. A sejteket el6szér monolayer,
azaz egyrétegli sejtkultira formdjaban tartottuk fent T75 flaskdkban (Eppendorf), 10% FBS-
sel, 0,5 mM stabil L-glutaminnal, 6,6 pg/ml ampicillinnel (Sigma-Aldrich), 100 pg/ml
sztreptomicinnel és 5 pg/ml puromicinnel (Sigma-Aldrich) kiegészitett HG—-DMEM tapoldat
alkalmazasaval, 37 °C-on és parasitott CO2 inkubatorban. Amikor a monolayer kultirak
nagyjabol 80% konfluenciat értek el, a sejteket tripszines emésztés révén elvalasztottuk a
tenyésztéedény aljatol, hogy HD kultirdkat hozzunk 1étre. Ezt kdvetden a sejteket 10 percen 4t
800 x g fordulatszammal lecentrifugaltuk, majd HG-DMEM-ben valo reszuszpenziot kovetden
a megfeleld sejtsiiriiséget ebben az esetben is automata sejtszamolo géppel hataroztuk meg. A
micromass kultarék stirtiségét 1,0 x 107 sejt/ml-re allitottuk be. A sejtszuszpenziobol 100 pl-es
cseppeket cseppentettiink 35 mm atmérdjii Petri csészékbe, majd 2 6ran at hagytuk (37 °C-on),
hogy a sejtek kitapadjanak a csésze felszinére. Végezetiil megfeleld mennyiségi HG-DMEM
tapoldattal lattuk el a kultardkat, melyet 2 naponta cseréltiink. A micromass kulturdkat a
tenyésztés 0., 5., 10., és 15. napjaig tartottuk fent. A C3H10T1/2+BMP-2 sejtvonal eredetii
micromass kulturdk létrehozdsdaban a szerzd mellett Karanyicz Edina és Takdcs Roland vett

részt.

4.2. In situ hibridizacio

Az in situ hibridizaciés technikak lehetévé teszik, hogy meghatarozott nukleinsav

szekvenciakat detektaljunk szovetekr6l késziilt metszeteken. A nem radioaktiv tipusu
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hibridizacié torténhet direkt vagy indirekt modon, attél fliggéen, hogy a detektalhato
(Ggynevezett riporter) molekula kozvetleniil, vagy egy proban keresztiil kapcsolodik a

detektalni kivant nukleinsavhoz.

Kisérleteink soran a digoxigeninnel (DIG) vald indirekt tipusu jelolést alkalmaztuk
[169]. Az in situ hibridizacios kisérletek elsd 1épéseként elkészitettik a DIG-jelolt RNS
probakat. Ezt specifikus primerek megtervezésével kezdtiik, amelyek a DNS metilaciojaval és
demetilaciojaval jard szabalyozo folyamatokban érintett Dnmt3a, Tetl és Ogt gének 3°’UTR
régidiban talalhato nagyjabol 1000 bazispar hosszusagu szakaszokat képesek felszaporitani. A
PCR-rel felerdsitett régiokat egy pDrive vektorba (Qiagen, Hilden, Németorszag) klonoztuk és
elkiildtiik szekvenalasra. Az antiszensz probak létrehozasahoz az inszerteket T7-specifikus
promoterrel lattdk el. A klonozott régiok szekvencia adatai a 4.1. tablazatban lathatéoak. A
Dnmt3a, Tetl és Ogt probak specifikus gén termékeit PCR segitségével szaporitottuk fel a
plazmidokrol. Ehhez programozhaté PCR késziiléket (Labnet MultiGene™ 96-well Gradient
Thermal Cycler; Labnet Inter-215 national, Edison, NJ, USA) hasznaltunk, az alabbi
paraméterek beallitdsaval: 95 °C 2 percen keresztiil; ezt kovette 33 ciklus (denaturécio: 95 °C
15 masodpercig, anellacio: 57 °C 20 masodpercig, extenzio: 72 °C 75 masodpercig); végiil
72°C 2 percen keresztil. A DIG-jelolt RNS probak elkészitése (néhany modositas
alkalmazasaval) a gyartdé (Roche) javaslatai alapjan tortént meg. Az amplifikalt PCR
termékeket a gyartoi instrukciok alapjan a Roche High Pure PCR Product Purification Kit-tel
(Roche, Basel, Svajc) izolaltuk. A megtisztitott PCR termékek DNS koncentraciojat Nanodrop
1000 UV-Vis spektrofotométer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével
hataroztuk meg. A specifikus RNS jel6lés DIG — RNS jel6l6 mix alkalmazasaval in vitro DNS
transzkripcid soran tortént meg. A jeloldé mixhez a kovetkezd komponensekre volt sziikség: 1
ul tisztitott PCR termék (100-200 ng/pl-es koncentracio), 2 ul 10x DIG — RNS jel616 mix (DIG
RNA Labelling Mix; Promega, Madison, WI, USA), 4 ul 5% transzkripcids puffer (Promega),
2 ul 100 mM ditiotreitol (Promega), 2 ul T7 RNS Polimeraz (Promega), 9 ul nukleaz-mentes
viz (nuclease-free water, NFW; Promega), igy a teljes reakcio végtérfogata 20 ul lett. A mixet
az Osszeallitast kovetden 2 oran keresztiil 37 °C-on kellett inkubdalni. A polimeraz reakciot 2 pl
0,2 M etilén-diamin-tetraecetsav (pH 8,0; Millipore, Billerica, MA, USA) hozzaadasaval
allitottuk le. A megjelolt RNS-t 2,5 ul 4 M litium-klorid (Sigma-Aldrich) és 75 ul el6hutott
100% etanol keverékével precipitaltuk. Egy rovid vortexelést kovetéen a precipitatumot —80
°C-on inkubaltuk egy ¢éjszakan keresztiil. A kovetkez6 napon a mintat lecentrifugaltuk (13,000
x g, 15 perc, 4 °C), majd a feliiluszot ledntottiik, és a pelletet 100 ul jéghideg 70 %-o0s etanollal
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mostuk. A mintat ujbol lecentrifugaltuk (13,000 x g, 15 perc, 4 °C), és a feliilaszo eltavolitasat
kovetéen szobahOn szaritottuk néhany percen keresztil. Végezetil az RNS pelletet
hibridizaciés pufferben oldottuk (Osszetevdk: 20x sds natrium-citrat (saline sodium citrate,
SSC), dextran-szulfat, 50x Denhardt-oldat, natrium-dodecil-szulfat, tRNS, ¢és 50% formamid
(Sigma-Aldrich)), majd —20 °C-on taroltuk.

Az in situ hibridizacios kisérletekhez 15 napos egész embridkrol késziilt metszetekkel
dolgoztunk. Az egérembriokat az Egérembrio végtagtelep eredetii primer porcosodo
sejtkulturdak c. részben leirtak alapjan hoztuk létre. A 15. fejlédési napon feladldoztuk a
néstényeket, RNaz-mentes koriilmények biztositasa mellett kiemeltiik az embridkat az
anyaallat méhébol, és DEPC-PBS-es (PBS 0,1% dietil-pirokarbonattal (DEPC) kiegészitve;
Sigma-Aldrich) mosast alkalmaztunk. Egy éjszakan keresztiil 4% paraformaldehidben (DEPC-
PBS-ben oldott PFA) fixaltuk az embridokat. A kovetkez6 napon DEPC-PBS-es mosas
kovetkezett 2 x 10 percig, majd az embridkat el6szor 15%, majd 30% cukor (szukrdz) oldatba
helyeztiik, amig az embridk le nem meriiltek a folyadék aljara. Ezt kovetden az embridkat
Cryomount kriomédiumba (Bio-Optica, Miland, Olaszorszag) helyeztiik, és kriosztat (CM3050
S, Leica Biosystems, Buffalo Grove, IL, USA) segitségével szagittalis sikban 20 um vastag
metszeteket készitettiink, amelyeket Superfrost liveglemezekre (Thermo Fisher Scientific)
helyeztiink. A metszeteket —20 °C-on taroltuk felhasznalasig. A fagyasztobol vald kivételt
kovetden a metszeteket eldszor szobahdmérsékleten tartottuk 20 percen keresztiil, majd egy
¢éjszakan at 58 °C-os inkubatorban szaritottuk. A kdvetkez6 napon az inkubatorbol kivéve ismét
szobahOmérsékleten tartottuk a metszeteket 20 percen keresztiil, majd 20 perces fixalas
kovetkezett DEPC-PBS-ben oldott 4% PFA-ban. A mintakat 2 X 10 percen keresztiil mostuk
DEPC-PBS-sel, majd a maradék folyadék felitatasat kovetden 20 percen at 37 °C-on 100 pl
Proteindz K oldattal (20 pg/mL; Promega) kezeltiik a metszeteket. 2 x 5 perc DEPC-PBS
mosast kdvetden prehibridizacio kovetkezett 4 o6ran keresztiil 58 °C-on, majd a mintakat 16
oran keresztiil 58 °C-on inkubaltuk az RNS probat tartalmazé (1-2 pg/ml) hibridizacids
pufferrel. A kisérleti protokoll ezen 1épéséig minden felhasznalt komponens RN4az mentesitett
volt, a kisérleti folyamatokat RN4z mentes kdrnyezetben kellett elvégezni. A kdvetkezd napon
a metszeteket eldszor 1x SSC oldattal mostuk 15 percen keresztiil 58 °C-on, majd ijabb mosas
kovetkezett 1,5x SSC oldattal 15 percen keresztiil 58 °C-on, végiil az utolsd6 mosasi 1épést 2x
SSC oldattal kellett elvégezni 2 x 20 percen keresztiil 37 °C-on. Ezt kdvetden a mintakat 20
percen at 37 °C-on 2x SSC-ben oldott RNaz A oldattal (0,5 pg/ml; Promega) kezeltiik. A

mintakat ezutan 2x SSC-vel mostuk 10 percen keresztiil szobahémérsékleten, majd 0,2x SSC-
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ben valo atoblités kovetkezett 2 x 30 percen keresztiil 58 °C-on. A kdvetkezd mosasi kor soran
2 x 15 percig 58 °C-on, majd 10 percig szobahén PBST-vel (0,1% Tween-20-szal kiegészitett
PBS) kezeltiik a metszeteket. A mintakat egy éjszakan at 4 °C-on inkubaltuk az a-DIG antitestet
(anti-DIG, 1:1000; Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag; kat. szam: ab420) tartalmazé 10%
Blokkol6 puffer oldatban (Tween-20-szal kiegészitett maleinsav pufferben oldott Blokkolo
puffer por; Roche). A kovetkez6 napon a metszeteket 3 x 20 percen at mostuk PBT-vel (0,1%
Triton X-100-zal [Sigma-Aldrich] és 2 mg/ml borju szérum-albuminnal [Thermo Fisher
Scientific] kiegészitett PBS), majd 2 x 5 percig 1 M TRIS oldattal (pH 9,0, Thermo Fisher
Scientific). A DIG antitest kotédésének vizualizacidjat TRIS-NBT/BCIP oldattal vittiikk véghez
(20 mg/ml nitro-kék-tetrazolium és 5-bromo-4-kloro-3-indolfoszfat toérzsoldat [nitro blue
tetrazolium + 5-bromo-4-chloro-3-indoyl phosphate, NBT/BCIP; Sigma-Aldrich], 1 M TRIS-
ben oldva), amelyben szobahdén ¢és sotét kamrdban inkubdltuk 2-20 ora kozotti
iddintervallumban (RNS mennyiségétdl fliggéen). Az inkubacios 1d6 lejartaval a mintakat 2 x
10 percig mostuk PBST-vel, majd a metszeteket DPX feddragasztoval (Sigma-Aldrich) fedtiik
le. Az in situ hibridizacioval vizsgalt metszeteket Nikon Eclipse E800 mikroszkopra szerelt
Olympus BX53 kameraval (Nikon Corporation, Tokio, Japan) digitalizaltuk, 4x és 10x
objektivek hasznalata mellett. A digitalizalt felvételeket az ImageJ (NIH, ver. 1.46)
szamitogépes szoftver segitségével analizaltuk. Az in situ hibridizacio soran szerzett digitalizalt
felvételek elemzésénél a bemutatott értékeket minden minta esetében 6 fiiggetlen normalizalt
mérésbdl szamoltuk ki. A relativ optikai denzitds értékeket az egyes mintdknal kiszamolt
abszolut kozép sziirke értékekre kalibraltuk. Az in situ hibridizacios kisérletek kivitelezésében,
az eredmények vizualizacidjaban illetve kvantifikdlasaban a szerzé mellett Karanyicz Edina,

Takacs Roland és Ducza LaszIo vett részt.
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4.1. tablazat: Az antiszensz proba megalkotasahoz hasznalt Dnmt3a, Tetl és Ogt markergének
T7 promoterrel jelolt 3°’UTR régioinak szekvencia adatai. A régiokat pDrive vektorba klonoztuk
majd polimeraz-lancreakcioval amplifikaltuk a digoxigenin-jellt RNS proba elkészitéséhez.

>T7promoter-Dnmt3a (antiszensz) Klon#:D7

chr12:3,907,819-3,908,735
GCCAAGCTCTAATACGACTCACTATAGGGAAAGCTCGGTACCACGCATGCAGACGCGTTACGTATCGGATCCAGAATTCAGAT
TGCACGCGAGTCTGGATAAATTCCACACTCAGCTTCCCCAGGGTCCGACCACCTCAGCTGAGCCCCTTTTTGGCAGGTGAAGC
TAGGCATGGGGCAGGGGTGGGGGGTGATATGGGTCATCCTTCAGT TTGT TAAAACCCCCTCCAGCTGCTCCCCTCTCCCCATC
CTGGGCTGAAACCCTTTGCACAGAGGGCCAGGCGGAAGCTGATGTCTTTGCTCATCTCGCTGT TTTGAAAGCACCATTATGAA
GTCGGGATGTACAGTAGTTAACAGTACCTTTTATATATATATATCTCATATCTATCATATATATATAAACTGTAAACAAGAGG
TAACAGCGGCTTCTAGAAACTGGTTTTCTTCAAGGTTTCCTGTGTGGTAGGCACCTGARAATACTGTAGAAAAGTGTCTGGTGT
GGTGTTCTCTCAGCGCCCTGCTGCTAGTTGGGTTCTGTTTTGCATGACCAGGAATGGTGCTGT TGAGACTGCTCGGGGGTGGG
AGAGGAGACTCTGCCTCCGAGGGTCTCTATTCTCTTCCTGTTTGTGCTCCTATCTGATCAGGCTAGAGACAACCAAAGAGATA
TATAGAAAAGGAAAAAAAAAAAACCAATATTTTAAGTTTTTATAGAATTTTCCCTCTCTCCCTTTCCTCTCCAAGGCATTTCT
ACTTTTTGTTGTTACTGATTTTGCTGCAATAACTCTCTTGTTTCAGTCACAGCAAGAAACAAAAACCCAAACAAACAGAAAAC
CCCTCTGARARAGAGTAGAARACAAAAAGTTCGCCTCCTAGGACCGGAGGGGAAGAAGGGGAGGGGCCTATTTTGCTTTTTAG
ATAGGACTGAAGGTTAACATTGAAAACTCAGGAGATGATGTCCAACCCTTTTGCAAGGCCAAGCCCTCCGGCGTTTTCCTCCT
CTGGGGTTTGCTTTAAATTCCTTTTTCTCTTCTGGGTGCTGAACTTTTCTCCGTCCTCTCGTTCTTGGGGGTTTAATGGTTTT
GTTTTGTTTTTGGTTTGTTTGTTGGTTAAATTTTTTTATCATCACTACTTCAGTTTGCCCCCATGTCCCTTAACCACAAATCA
CGAATTCGTCGARAAGCTTCTCAAGCCTAGGCTAGCTCTAAACCCAACGTGTGGGGGCCCCAACTCCCGGCCCCTTGAATTCT
ATAAGGTCACCTAAAGGGCCGCACAATTCCATGGGCCGCCGTTTTACAACGCCGGGACTGGARARACCCTGGGGTTACCCAAT
TT

>T7promoter-Ogt (antiszensz) Kion#:02

chrX:101,682,485-101,683,489
CCAAGCTCTAATACGACTCACTATAGGGAAAGCTCGGTACCACGCATGCAGACGCGTTACGTATCGGATCCAGAATTCGTGAT
TCTACCAAGGCCGAATCCATAGAGTTTGAAGCTAAGTCCAGACATTCTAACACAGTCTAAAAATAAAATAACTGCCTGTATAG
AGATGCTTCTTCAGAGCGGTGAACACCATTTAAGGTACTGGAGAGAACTGTAATTTACTAACCAAACATTTGAATACTTATAT
ACTTACCTGGGATTTCATTTCTGCTGAAAGAAATGGGAAGAACAGGACTCACTTTAAAAAAAAAAACAAACTTTAGAAAGGAA
GGTAAAAATCTTATCACACTATTACTTTTGGAAGCAGCATAGGAGGGGCAGTCAAGGGCTGAAACACTGGTGARAACAGGTAAA
ACTTAGGCAGAAAAAAACCCTATATTATTATCAATAACAGTACCACAACTGTGACCTTCATGATTAATATTCACTCCTAAGAA
TTTTCATTTGGCACCAGATGGCATGTTCGAGAGARACACCCTGGGATGTCTGAAAGCAGACATGGGTTTGTTAGCAGTCACAG
GAGAATTTAACGGGAGCTGGGGTGTGTAAAACAGGCTGAAAAGTCTTAAGTCATCATCTAAACAAAGCACTGACAGTGCCAAG
CATTAGGTCAGACACTAARATGACTGATATAGGCTCATGTGGTTTATAAAACCTATAAAAAGACTACACCAGCAAGGTCCCTG
TCACCCTGTCAGAGTTCAGACACTAAAACAGGAAGCAACATTTTAGTTTAAAACCTCAGAAGAATCAAGATCACTTCACATGA
GTAAAAATACCTGAAAGCAAACATTTTTAAAAGCTCCAAAACCCAAAATATAAAGAAAAAAAAAAGGATCAGAAGACTTGATC
AATCCACGGCATCACAAAACGGCTGGTTAATCTCTATCTCCCCTCCACATTAAGCATCCCATGGAAGACCAAGGGAGACCAGA
CCTTCCAGACCTGTGCACCACCTGTTTGCTGCAAAACTCTAAGAGATTCCTTGTGGAATAGCATTTCTTCTTTCTTGTCTCTC
CCTATCATGCAGAATCTGAATTCGTCGACAAGCTTCTCGAGCCTAGGCTAGCTCTAGACCACACGTGTGGGGGGCCCCAACTC
CCCGGCCGCTGTATTCCATAGGGGCCACCTAAATGGGCCGCACAATTCACTGG

>T7promoter-Tet1 (antiszensz), KIon#T1

chr10:62,811,427-62,812,547
CCAAGCTCTAATACGACTCACTATAGGGAAAGCTCGGTACCACGCATGCAGACGCGTTACGTATCGGATCCAGAATTCGTGAT
TGGGTAAGGGTGACAATGCTAACGCAAGCATGTCCCCTCAATTATCTCTATAGAATATTTCCTTCTCATTTGGGAAGGACATG
TCTCTTAATTATGTATTTTCTAATCTTGAAACACTGGGAACTTTTGACTGATCCCAATTTGCCTCCTTTTCCTTTGAARACAC
CTGTAATTGGGTCATATAGTTAATTGACGAGGTGACTTCAGAAGACAATATTTTTTCTAGTTAAAGAGGGAAARATTGATATTG
GTAGCATCTTGTATTTAAATTTTTTTTTT TAGAGACCCTCTATTCTATAAGTAAAGAACAGAAGCCGTGTGTTATTTGAGTAC
AGGCTGAGGTTAACGGGATGGGACTCTACAGAGCAAGAACARATGACTTCTCTGGTATTCAAATATGCACACATAATAGACAA
TAGGATTCTGCTACTATACTATTTCAAGTTACTCTTAAAAGTAGAAAGTGCTTTTTAAAATATATACATTTATAGTTAGCGAA
CAGCTTCCAACCATCATGAGAATAGAGAACTACTTTATATAGGAGAAATGTTTTAAGAGAAAAAGCATTTCATTGGTTTACTT
CAAAGARATGTGCAGACACGATGGCAATGATTGGAAGAGGCTTGAGCAATGGCACCAGARAACAATCACTCAGCTCATCACTC
CGTGTGTTGATGTGGTTAAAGCACCAGGAACTGTGTAGAGTTAACACTACATCTTGGTCTTTACTTCTTATTGCAGGAACCTG
TTATAAACCCTCTGAATAGTAAACAAACCCGGGGGAAAGCACCAGACTCTATGGTTCTAGCATGGCCAACACCTAACCAAGAT
GTTCCTTTAAGTATTTAAAACTATAAAAAGTTTATTTTTGCTGAAAATGTTCACCTTCTACCAATTCTCAAAATGTAATCACA
GTTAAGTATTCACCCTTTTTTTTTTTTTTTTAATATT TACGTCGGAATTGAAATGGGCGAAACAAAGCTTCCGTAAACAACAA
AATGACTTTCTTTTTAACAGCACCGGAAAAAACAAAAAAACCAAAGAAAACCAACCAACCAAACAAAAATTCCCCCTTACCCC
CCTTTAGCCAAGGGCTTTACT TGGAGAAAAGCCTTTAGACCCACCGATTGGAAGGGAATCTGAATTCGTCCAAAAACTTTCCC
AAGCCTAGGCTAACTCTAAAACCAACCGTGGGGGGGGCCCCAACTTCCGGGCCCCTTGAAATCCTTAAGGGGCACCCTARAGG
GCCGCCCAAATTTCCCGGGGCCCGCCTTTTTACAAGGCCCGGGACTGGGAARAACCTGGGGGGTTACCAAATTAAAACCCCTT
GGCGAAARAATCCCCCTTTTCCCCCGTGGGGCGTATARAGACAAGAGG
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4.3. PCR array

A kvantitativ PCR array médszer segitségével 80 gén expresszids mintazatat vizsgaltuk
meg, amelyek bizonyitottan meghatarozott szereppel birnak a porc- és csontfejlodési vagy az
epigenetikai szabalyozasi folyamatokban. A kisérleteket C3H10T1/2+BMP-2 sejtvonal eredetii
sejtekbdl 1étrehozott HD kultarak mintain vittiik véghez, melyeket az in vitro porcdifferenciacio
meghatarozott stidiumaiban, igy a tenyésztés 0., 5., 10. €s 15. napjain arattunk le. A teljes RNS
izolalasat Direct-Zol® RNA Miniprep kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA) felhasznalasaval
végeztiikk. Az 1 ug total RNS-t tartalmaz6 mintak cDNS atirasahoz iScript RT Supermix kit-et
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) hasznaltunk. A kisérlet soran hasznalt specifikus primerek
megtervezése a PrimerQuest szoftver segitségével tortént, a primereket az Integrated DNA
Technologies (Coralville, IA, USA) cégtdl rendeltiik meg. A felhasznalt primerek szekvencia
adatai a 4.2. tabldzatban lathatdéak. Az RT-qPCR reakciok CFX RT-PCR programozhaté PCR
késziilékben (CFX Opus 96 Real-Time PCR System, Bio-Rad) torténtek, SsoFastEvaGreen™
Supermix (Bio-Rad) reakcioelegy felhasznalasaval. A PCR reakcio paraméterei a gyarto altal
javasolt protokoll alapjan allitottuk be. A primerek specifikussagat a PCR reakciokat kdvetden,
az olvadasi gorbék ellendrzésével allapitottuk meg. Az eredmények hotérkép alapu abrazoléasat
a CFX Maestro szoftver (Bio-Rad) segitségével hoztuk létre. A PCR array kivitelezésében Kiss

Katalin és Rauch Tibor vett részt.
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4.2. tabldzat: Az egérembrio eredetii HD kulturdkon végzett PCR array-hez hasznalt
specifikus primer-pdrok szekvencia adatai

Epigenetikai
mddositds | Gén Faj Forward Reverse

Dnmt1 | Musmusculus | CAGAGGAGAGAGACCAGGATAA GCTGTTACCTCTTCCAGTTTCT

© Dnmt3a | Musmusculus | CAAGGGACTTTATGAGGGTACTG TTCTCAAAGAGCCAGAAGAAGG

8 Dnmt3b | Mus musculus | GAACCCTGGAGCTGCTATATG CAACTTGGGTGGCTCAAATTC

‘g Tet1 Mus musculus | CCAAGTGGGTGATCAGAAGAA CACAGCAGGATAAGGACAACTA

2 Tet2 Mus musculus | AGGATGCAATCCAGACAAAGA GCTTTACCCTTCTCTCCATACC

a Tet3 Mus musculus | GAACTCATGGAGGATCGGTATG CAGTGTGTGTCTTCGGATCA
Ogt Mus musculus | GACTGGCGACTACACAGATTA GGGAACGGGTGGTTACAATA
Atf2 Mus musculus | ATGGCAGTGGATTGGTTAGG GAGAAGCCGGAGTTTCTGTAG
Crebbp | Mus musculus | CAACAAACCATCCTGGGATCT GGGTCTATGGGATTTGGGTTAC

© Ep300 | Musmusculus | GGCAATGCTGGCAGTTTATT TTCCCATCTTAAGTGGTTGGG

R Hat1 Mus musculus | GCCTGAAGATCTTGCTGTACTA TCATCTGCCTCCACACAATC

‘g’ Kat2za | Musmusculus | GCTCTTGGGAATGGTAGTAGATG GCAAGAGCTTGAAGAGGTAGAA

< Kateb | Mus musculus | GAGGAGACCTCCAGCAGATAAT TGAGAAACGTGAGCAGCAAG

5 Kat5 Mus musculus | TTTCCCTCAGAATGGGTCAG CATCAGTGCCCAAGCAATTAG

- Katéa | Musmusculus | CCCATCTGTAGCTTCTGTCTTG CACGATGGATGACCGCTATT
Katéb | Mus musculus | GTGCCGATCCCATTCCAATA ACAGGATGGGTGTCCACTA
Kat8 Mus musculus | TCTATGTTCACTATGTGGGCTTTA GCCAGCTCACTCAGGTATTT
Hdac1 | Musmusculus | GATGCAGAGATTCAATGTTGGTG GATGTCCGTCTGCTGCTTATTA
Hdac2 | Musmusculus | CCTCATAAAGCCACTGCTGAA CCGACGTTAAATCTCTGCATCT
Hdac3 | Musmusculus | TGATGACTGCCCAGTGTTTC GGCCCAGTTGATGGCAATA
Hdac4 | Musmusculus | CTTGAGGGCCGCTTTATCA GGAAAGAAACACAACCAAGTCTATC
Hdac5 | Musmusculus | A\GGAGGAGCTGGAGAAACA GATGGCACTCTCTTTGCTCTT
Hdac6 | Musmusculus | CCCAATCTAGCGGAGGTAAAG GTTCAGATCCAGCCCTTGAA

2 Hdac7 | Musmusculus | CAGAAGCTGGCTGAAGTGAT GCTCAAGAGTTCTGTAGGGAATAC

i;g Hdac8 | Musmusculus | CCTTCCACACTGATGCCTATC GGCAGTCATAACCTAGTCCATATT

8 Hdac9 | Musmusculus | GGAGCACATCAAGGAACTTCTA GCCTCTCTACTTCCTGTTCTTG

= Hdac10 | Mus musculus | AGACCCAGACCCTGGATAAA AAAGGTGTCCGGGTGAAAG

= Hdac11 | Mus musculus | GAGCTGAAGTGGTCCTTTGT TCCTCTGCACAAGGAAGTTG

= Sirt1 Mus musculus | GGATCCTTCAGTGTCATGGTT CACCGAGGAACTACCTGATTAAA
Sirt2 Mus musculus | CCAACCATCTGCCACTACTT CGTGTCTATGTTCTGCGTGTA
Sirt3 Mus musculus | GCCCAATGTCACTCACTACT GATCCCAGATGCTCTCTCAAG
Sirtd Mus musculus | CGCTGCTCAAGATCCCTAAG GGGCAGCTCTCATTTCTGTAA
Sirt5 Mus musculus | GTGTCTAGTGGTGGGAACATC GGGTGGTCTCCATGTTAAACT
Sirt6 Mus musculus | CCCAAGTGTAAGACGCAGTA CAGTCCAGAATGGTGTCTCTC
Sirt7 Mus musculus | GTGGTGTCTCAGAACTGTGATG CAGGAGGTGCAGACTTCAATATAC
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Ash1l Mus musculus | GAGAGAGGAACTTCGTGCTAAA | TGTACAGCGATGCTGAGTG
Dot Mus musculus | CATCACTACGGAGTGGAGAAAG | ACCTCGTTCCAGTGTGTATTC
Ehmt1 | Musmusculus | GTCTGACCTGAGTTCTGAATCC CTGCTCGGCTTCTTTCTACTT
Ehmt2 | Musmusculus | ACAACGCACGCCACTAAT CATCCTCTTCCTTGCTGTAGAC
Ezh1 Mus musculus | GGAGCAAAGGCTCTGTATGT GGCTGGACACGAAGTTTCT
Ezh2 Mus musculus | CATCCCGTTAAAGACCCTGAA ACAGTTTCGTCTTCCACCATAA
Fbxo11 | Musmusculus | GATGGATTTGCTGCAGGTATTG GCCTCCAAATCGGTTGTTAAAG
Kmt2a | Musmusculus | CCAGACCCTCCTGTTCTTACT CGCTGAACTCCAACACAGATAC
Kmt2b | Musmusculus | GCTGGACTGGAAAGCAGAA CTAGGTCGCAATCCTCCTTAAA
2 Kmt2c | Musmusculus | TGTTAAGGCCTCACACCTTG GGAGTGGACAAACTGCTTACT
3:% Kmt2ad | Musmusculis | GAGACATGTGACAAAGGGTATCA | CATAGCCGGCATGTCTTACA
= Kmt2e | Musmusculus | AGCCCAGGAGTTTGGATAAAG AGGAACTTCATCACCACTTTCA
£ Prdm4 | Musmusculis | GACACACCAATAGAGAGCAGAG | ATGGAAGGACACCAACAACA
= Prmt3 Mus musculus | AGACTTAAGAATCCTACGGTTGAA | GGAGTAGACACAGGCTCATAAAG
Prmt4 Mus musculus | GGCGATTTGCACAGGATAGA GGAGCCAATGAAAGCAACATC
Prmt6 Mus musculus | GGTGGAACAAGATACGGACAT CTCATGGTCTCCCACTTTGTAG
Setdb1 | Musmusculus | ATCAGCTCAAGATGTCCAGAAG CCTGACCCAAGGTTCCTTTAT
Setdb2 | Musmusculus | TCTGCCACAAATGGAGACTATG CACTCTGAGTCACAGGTGTATG
Smyd1 | Musmusculis | GGAAGTGGTGAAGGAGATGATAC | GCTTCACAACCTCGTGATACA
Smyd2 | Musmusculus | CGGCGATATTCCCTGATGTT TCCTGTACAGCTCTGACTTCT
Suv39h1 | Musmusculus | CTCTGCATCTTCCGCACTAAT CTGAGGTAATAATCTCTCCCACATAC
Suv39h2 | Musmusculus | GTGAATCATAGTTGTGACCCAAATC | CAGCTCTTCTCCAGCGTTTAT
Suv420h2 | Mus musculus | CTGCTCTCAAGACCCACATTT AAGCACGGGTAGACACAATC
Jmjdic | Musmusculus | GCCATGATGCCAACAAGATATG GTACAAAGAACCCTGGCAAATG
Kdméb | Musmusculus | GAGGAACCAGACAGCACTAC CTTCCACCTCTTGGCATCA
Jmjd4 | Musmusculus | AAGTATGGAGACGCGGTTG GTAACTGATATAGTCGCGGAAGG
o Jmjd6 | Musmusculus | CCATTGCCATCACCCAGAA GCTCCTGTTTCAAGATCCTATACC
8 Jmjd7 Mus musculus | CTTGCACAAGGACCACTATGA TGCTGGTGTGTAGAGATTGTAAG
"é Jmjds Mus musculus | GAATTGCAGGAGCTGGATCT TGTCTTCTCAGGAGGGTAGAG
8 Kdm1a | Musmusculis | TGGGATCAGGATGATGACTTTG GCACTGCTGTGTTCAGTTTAAT
15 Kdm1b | Musmusculus | GACTCAAATCTCCAGTGCAAAG GATGGCACCTCTCTGTAGTATG
g Kdm3a | Musmusculus | TCATCCACAGCAAAGACAGAA GGCCTCTTGGATGAATCAGAA
Kdm3b | Musmusculus | GTGACCAAGCAGAGGATTCA TTGCTCTTCTCCAACCTTCC
Kdmdb | Musmusculus | CAGCCGGATTACACAGGAAG TGGACTCAGCGCAGTTAAAG
Kdmdc | Musmusculus | AGTTGTTATGGTGTCCCTTCTC GAGCCCACTGATTGTTCTTAGT
Kdm5a | Musmusculus | CCTGAATGAACTTGAGGCAATG CACCACAGGGATCTTCAATGTA
= |Acan Mus musculus | TGGAGGTCATAGTGAAAGGTATTG | ATGATGGCGCTGTTCTGTAG
2 'g Col2al | Musmusculus | TGGCTTCCACTTCAGCTATG GGTAGGCGATGCTGTTCTT
E s Prg4 Mus musculus | TGGAGGACTAACAGGGAAGATA | CTGAATGTTGCCACCTCTCT
=2 |Apl Mus musculus | GCCATGACATCCCAGAAAGA GCCAGACCAAAGATGGAGTT
g-g Coltal | Musmusculis | ACAAGGTGACAGAGGCATAAA ACCAGGAGAACCAGGAGAA
N & |Col0al | Musmusculis | A\CGCCCACAGGCATAAA CTCCTCTTACTGGAATCCCTTTAC
o ‘g Spp1 Mus musculus | CTTTCACTCCAATCGTCCCTAC TGGCATCAGGATACTGTTCATC
= |Znf219 | Musmusculus | CGGCCACCCAAGAAGAAA CGCCGAGCGGAAAGATT
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4.4. Total RNS izolalas €s reverz transzkripcio

A tenyé€sztés meghatarozott napjain a kiilonb6zo eredetii micromass kultirakat kétszer
mostuk steril PBS-sel, majd a felhasznalas napjaig —80 °C-on taroltuk. A teljes RNS izolalasa
korabban leirt protokollok alapjan tortént meg [8] [9] [10].

Csirkeembrid végtagtelep eredetii primer HD kulturak esetében az RNS izolalas az
RNeasy kit (Qiagen) segitségével tortént meg, a gyartd altal javasolt protokoll alapjan. Az
génexpresszios analizisekhez 1 pg mennyiségi RNS-t High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific) felhasznéldsaval és a gyartod protokollja alapjan

reverz transzkripci6 soran cDNS-sé irtunk at, amelyet —20 °C-on taroltunk felhasznalasig.

Az egérembrid végtagtelep eredetli primer, illetve bizonyos C3H10T1/2+BMP-2
sejtvonal eredetli HD kultarak esetében trizol reagens alapu izolalast végeztiink. A kultarakat
el6szor trizolban (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) felszuszpendaltuk, majd 20%
RNaz-mentes kloroform hozzaadasat kovetéen centrifugaltuk (10,000 x g, 4 °C, 15 perc). A
mintakat 500 pl RNaz-mentes izopropanolban inkubaltuk 1 6ran at —20 °C-on, majd az igy
kinyert teljes RNS-t RNaz-mentes vizben oldottuk fel, végiil felhasznalasig —80 °C-on taroltuk.
segitségével hataroztuk meg. A reverz transzkripcio reakcidit 1 pg-nyi RNS és a High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit felhasznalasaval vittiik véghez, a gyarto instrukcioi alapjan.
Az igy kapott cDNS mintdkat —20 °C-on taroltuk. Az RNS izoldlas és reverz transzkripcio

kivitelezésében a szerzé mellett Matta Csaba vett részt.

4.5. Kvantitativ valés-idejii PCR analizis

A molekuléris 6ra markergének, az oszteo/kondrogenikus transzkripcios faktorok, a
porcspecifikus ECM strukturalis fehérjéit kodold gének, illetve a DNS metilacidjaval jard
szabalyozd folyamatok meghatarozott résztvevéinek mRNS szintii expresszios mintazatat RT-
gqPCR (valds idejii — kvantitativ polimeraz-lancreakcio) analizis segitségével vizsgaltuk. A
SYBR-GREEN fluoreszcens alapu reakcio soran a festék beépiil az amplifikalodo DNS-be, igy
a mért fluoreszcencia mértéke aranyos lesz a keletkezett amplikon mennyiségével, melyet maga

a reakcid alatt valés idében tudunk nyomon kovetni. A standard gérbe modszeren alapulod
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abszolut kvantifikacio teszi lehetévé az altalunk vizsgalni kivant gének mennyiségi

valtozasanak elemzését [170] [171].

A reakciok megkezdése elott specifikus primer parok tervezésére volt sziikség a
Primer-BLAST programjat hasznaltuk, gyartasukat az Integrated DNA Technologies cég

végezte. A felhasznalt primerek szekvencia adatai a 4.3. és 4.4. tablazatban talalhatok.

A primerek beérkezését kdvetden elsd 1épésként konvencionalis PCR reakciokat kellett
elvégezniink a megfeleld standard gorbék létrehozasahoz. Ehhez a Promega GoTaq Flexi DNA
Polymerase Kit-et (Promega) hasznaltuk, a reakciok pontos komponensei a kovetkez6k voltak
(egyenként 50 pl-es Ossztérfogatii reakcidelegynél): 1,25 egység GoTaq polimerdz; 3 mM
MgCly; 0,2 mM dNTP (dezoxinukleotid-trifoszfat); 200 nM primer; 50 ng cDNS (csirkeembrio
eredetli vizsgalatok esetében 3 vagy 6 napos kontroll, egérembrid eredetli vizsgalatok esetében
6 napos kontroll HD kultirdkbdl szdrmazo mintdk higitasabol 1étrehozva). Az amplifikacios
Iépés egy programozhatd6 PCR késziilékben (MultiGene 96-well Gradient Thermal Cycler;
Labnet International, Edison, NJ, USA) tortént meg, a kdvetkezé paraméterek beallitasaval:
elsddleges denaturacio (95 °C, 5 perc); 40 ciklus az alabbi 1épésekkel: denaturacio (95 °C, 15
masodperc), primerek bekdtddése (58 °C, 20 masodperc), meghosszabbitas (74 °C, 20
masodperc); utols6 meghosszabbitas (74 °C, 5 perc). A primerek specifikus miitkodésének
ellendrzését a PCR reakciot kovetden a mintdk 1,5%-os agardz gélben valdé megfuttatasaval
ellendriztiik, majd az amplifikalt PCR termékeket a Roche High Pure PCR Product Purification
kit-tel (Roche, Basel, Svajc), a gyartd leirasa szerint izolaltuk. Az igy kapott tisztitott DNS
gorbe létrehozasdhoz az izolalt PCR termékbdl 10x 1éptékii higitasi sort alkottunk (kezdd

koncentracio: 1 ng/ul).

A valos idejii kvantitativ. PCR soran 10 pl-es végtérfogati reakcid elegyekkel
dolgoztunk, az elegy komponensei a kovetkezOk voltak: 5 pul GoTaq QPCR Master Mix
(Promega), 1 ul forward primer €s 1 pl reverse primer (higitasi arany: 1:33), 1 ul NFW, 2 ul
(20 ng) cDNS. A reakciok a QuantStudio 3 Real-Time PCR System-ben (Thermo Fisher
Scientific) torténtek meg, a kovetkezd paraméterek beallitasaval: aktivacio és els6 denaturacios
1épés (95 °C, 2 perc); 40 ciklus a kovetkezd 1épésekkel: denaturacid (95 °C, 3 masodperc),
annealing és extenzid (60 °C, 30 masodperc), utolsd extenzid (72 °C, 20 masodperc). A
specifikus amplifikécids adatok az extenzids 1€pés alatt generaldodtak. Az amplifikaciod utan
kovetkezett az olvadasi gorbe szakasz: denaturaci6 (95 °C, 15 mésodperc), annealing (55 °C, 1
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perc), disszociacio (55 °C és 95 °C kozott, 0,15 °C-os emelkedési 1épcsovel). A reakcio soran
megszerzett amplifikacids értékeket a QuantStudio Design and Analysis szoftver (1.4.3-as
verzid) segitségével analizaltuk, majd az exportalt adatokat a Microsoft Excel programmal
(15.14-es verzio) vizsgaltuk tovabb. A bioldgiai kiilonbségek megallapitasdhoz sziikség volt
egy optimalis referencia gén meghatarozasara. Az adott vizsgalathoz leginkabb megfeleld
normalizdld6 gént a  NormFinder program  altal meghatarozott  algoritmus
(https://moma.dk/normfinder-software) segitségével valasztottuk ki [172]. Ezen 1épés miatt
tobb referencia gént is teszteltiink, az expresszios stabilitasi értékek 0sszehasonlitasaval pedig
ki tudtuk valasztani a vizsgalataink szempontjabdl legmegfeleldbb normalizalé gént. A
kisérleteink soran vizsgalt gének expresszios értékeit mindig a legstabilabbnak valasztott
referencia gén expresszios adataihoz normalizaltuk. Az RT-qPCR reakciok kivitelezésében a

szerzd mellett Rauch Tibor, Matta Csaba, Katona Eva és Abdulhadi M. Alagha vett részt.

4.3. tablazat: Az egérembrio eredetii HD kulturdkkal végzett gPCR reakciokhoz hasznalt
primer parok szekvencia adatai

Primer szekvencia Amplikon
mérete (bp)

Gén Azonosito kod

1. DNS metilacié markergének

Dnmt3a XM_006514953.3 CTGTCCCTACGACCAGTGC 110
(Mus Musculus) CTGATGTCAAGCCCTCGGAA

Tet1 NM_001253857.2 CTGGGGCCATCCAAGTCAAT 120
(Mus musculus) TGTGTGAACCTGATTTATTGTGGT

Ogt NM_139144 4 TTCAGTATTCTGTGCCGCCC 188
(Mus musculus) TCGTTGGTTCTGTACTGTCGG

2. Porcfejl6dés markergének

Sox9 NM_011448 .4 GGAAGTCGGTGAAGAACGGA 158
(Mus musculus) AGATTGCCCAGAGTGCTCG

Col2a1 NM_031163.3 TCATCTTGCCGCATCTGTGT 164
(Mus musculus) TGCCCCTTTGGCCCTAATTT

Acan XM_006540566.1 ATTCCCGCCCACCTACCT 190
(Mus musculus) GCTGACTAGGTTTCGGAGCA

3. Referencia gének

Actb NM_007393.5 AGATCAAGATCATTGCTCCTCCT 174
(Mus musculus) ACGCAGCTCAGTAACAGTCC

Sdha NM_023281.1 TCGACAGGGGAATGGTTTGG 110
(Mus musculus) GGACTCCTTCCGAGCTTCTG
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4.4, tablazat: A csirkeembrio eredetii HD kulturakkal végzett gPCR reakciokhoz hasznalt

primer parok szekvencia adatai

Gén Azonosité kod

Primer szekvencia

Amplikon
mérete (bp)

1. Molekularis éra markergének

BMAL1 NM_001001463.2 CTGTGACAGAGGGAAGATACTGT 119
(Gallus gallus) TGGCAATGTCTTTCGGATGAAGG

PER2 NM_204262.1 CCAACTTTGTTGTGTGCTCCTTGC 115
(Gallus gallus) CTGGAACAAACAGGTTGGTGTGTG

PER3 NM_001289779.1 CGTTGGTACAGCCCTGTTTG 180
(Gallus gallus) ACCCAGTTTTCAGTCGCTCAT

CRY1 NM_204245.1 GGGTCTTCTTGCAACAGTGC 143
(Gallus gallus) CGCCAACTGTCTGACCATCA

CRY2 NM_204244 .1 CAGGGGAGACCTCTGGATCA 120
(Gallus gallus) AAGAATGCGCTGCACGAAAG

2. Porc- és csontfejlddés markergének

SOX9 NM_204281.1 TTTCCGAGACGTGGACATCG 150
(Gallus gallus) GTACCGCTGTAGGTGGTGAC

COL2A1 NM_204426.1 GGGACCTCAAGGCAAAGTCG 140
(Gallus gallus) TTCCAGGCTCACCATTAGCG

ACAN NM_204955 AGCAGTAGATGCACTGGGAC 153
(Gallus gallus) GCCAGGTCGATCTCACACAG

RUNX2 NM_204128 GAGTCAGATTACAGACCCCAGG 199
(Gallus gallus) AAATGGGCCCAGCTCGGAA

3. Referencia gének

PPIA NM_001166326.1 GAGCTCTTCGCTGACAAGGT 139
(Gallus gallus) GCGTAAAGTCACCACCCTGA

YWHAZ NM_001031343 GTTCCCTTGCAAAAACGGCT 199
(Gallus gallus) GAGGCAGACGGAAGTTGGAA

RPLPO NM_204987.2 GAACGTGGGCTTTGTGTTCA 158
(Gallus gallus) AGGAGGTCTTCTCAGGTCCG

4.6. Kvantitativ metilacio-specifikus PCR analizis

Az egérembrio végtagtelep eredetli primer HD kulturdk esetében a genomidlis DNS
tisztitasa és azt kdvetéen a templat biszulfit konverzidja az EZ DNA methylation-direct™ Kkit-
tel (Zymo Research) tortént meg, a gyartd utasitasai alapjan. A DNS metilacios szintjének
valtozasait kvantitativ metilacio-specifikus PCR (qMSP) modszerrel hataroztuk meg. A qMSP-
hez hasznalt primereket a MethPrimer 2.0 szoftver segitségével terveztiik meg. Negativ
mutat metilaciot [173]. A gMSP soran szerzett expresszios értékeket a nem metilalédott Thp

promoter-specifikus primerek értékeihez normalizaltuk. A pozitiv kontrollhoz a Pricklel gén

crcr
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porcspecifikus markergének qMSP primer-szekvencia adatait a 4.5. tablazatban foglaltuk
Ossze. A qMSP reakciok egy CFX96 PCR gépben (Bio-Rad) torténtek meg, a reakciok soran
szerzett expresszios adatokat a CFX adatkezeld szoftverrel dolgoztuk fel. 4 gMSP reakciok

kivitelezését Rauch Tibor végezte.

4.5. tablazat: Az egérembrio eredetii HD kulturakkal végzett gMSP reakciokhoz hasznalt

metilalt (M) és nem-metilalt (UM) primer parok szekvencia adatai

Gén Primer szekvencia

s | TBP_Forward Mus musculus | GGGGATTCGTTGTAGAAGTC

< 2 |TBP Reverse Mus musculus | CGACATCAAATATACGTCAAACG

. < |TBP_Forward Mus musculus | GGGGATTTGTTGTAGAAGTTG

= 3 [TBP_Reverse Mus musculus | AATAACAACATCAAATATACATCAAACATT
| PRK_Forward Mus musculus | AGAAGTAGAAAGTTTCGGTTCGATA

L 3 |PRK_Reverse Mus musculus | ACATAAACATACTAACTATAAAAATTAACG

& | PRK_Forward Mus musculus | GGAGAAGTAGAAAGTTTTGGTTT

% g)i PRK_Reverse Mus musculus | CATAAACATACTAACTATAAAAATTAACA
s | Col2a_Forward | Mus musculus | GGGATTGTAGATAATTTCGGG

: f;,i Col2a_Reverse | Mus musculus | ACAATCCCTAACCAACGATT

. |Col2a_Forward | Mus musculus | GGATTGTAGATAATTTTGGGG

= ?%)- Col2a_Reverse | Mus musculus | CCAACAATCCCTAACCAACAAT
| Acan_Forward Mus musculus | GTTTTAGGAAGAAGAATTTCG

= ?%)- Acan_Reverse | Mus musculus | TACTCTATAATAAAACTAATAAATACCCGC

. | Acan_Forward Mus musculus | GTTTTAGGAAGAAGAATTTTG

= 2 [Acan Reverse | Mus musculus | CTCTATAATAAAACTAATAAATACCCACTC
s | Sox9_Forward Mus musculus | TAGATTTGTATATAGGTGGGCG

L 3 [Sox9_Reverse | Mus musculus | AAATTTAAATAAACACGCAACTTCG

. | Sox9_Forward | Mus musculus | AGATTTGTATATAGGTGGGTG

= qg)- Sox9_Reverse | Mus musculus | ATTTAAATAAACACACAACTTCAACT

4.7. A cirkadian ora szinkronizacidja

A csirkeembrid végtagtelep eredeti primer HD kultirakban talalhat6 mezenchimalis
sejtek molekularis cirkadian orajat a de facto porc fejlodésének legkorabbi szakaszaban
szinkronizaltuk, melyhez az tigynevezett szérum-Sokk eljarast alkalmaztuk [174]. Ez a médszer
lehetové teszi a cirkadian ora jellegzetes faktorainak génexpresszios szinkronizalasat, az
expresszios fazis-valtakozasok kinetikajanak vizsgéalataval pedig megfigyelhetjiik a cirkadian
ritmicitas meglétét és jellemzoit. A szérum-sokk hatdsara kialakuld ritmikus génexpresszios

mintdzat hatterében két magyarazat allhat. Egyes esetekben a mar miikodd, deszinkronizalt
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cirkadian transzkripcios ciklusok a kezelés hatdsara szinkronizalédnak, mig mas feltételezések
szerint a ritmikus génexpressziot nem mutatd sejtekben a szérum-sokk indukélja a szinkronizalt
oszcillaciot mutato transzkripcios aktivitast (4. 1. abra). A szérum-SoKK soran a tenyésztés els6
napjan az altalanosan hasznalt 10% FBS-tartalmt F12 tapoldatot eltavolitottuk a kultarakrol,
majd 2 orara 50% FBS-tartalmt F12 médiumot adtunk a kolonidkhoz. Az inkubaciot kovetden
eltavolitottuk a magas FBS-tartalmu tapoldatot, majd kétszeres PBS-es mosas kovetkezett,
végiil ismét normal, 10% FBS-tartalmi F12 médiumot adagoltunk a mintdkhoz. Szintén
vizsgaltuk az érett porcsejteket tartalmazo 6 napos HD kultirék cirkadian 6rajanak mikodését,
ahol az 1. tenyésztési nap helyett a 6. tenyésztési napon alkalmaztunk a 2 6rdn at tart6 szérum-
sokk alapi Oraszinkronizaciot. A szérum-sokk idopontjat tekintjilk a kisérlet kiindulasi
iddpontjanak, azaz a 0. 6ranak. A szinkronizaciot kovetd 24. és 72. 6ra kozott 8 oranként tortént
a mintagyjtés. A kontroll kultirak esetében nem tortént szinkronizacio: a 2 6ras szérum-sokk
ideje alatt ezen kulturak friss, 10% FBS-tartalmu médiummal lettek ellatva. A kontroll
kolonidkat is ugyanazokban a 0. orat kovetd vizsgalati idopontokban arattuk le, mint a
szinkronizalt kultarakat. Bizonyos szérum-sokkolt, illetve kontroll kulturékat a szinkronizaciot
kovetden a tenyésztés 3., illetve 6. napjan arattunk le, ami lehetdvé tette a molekularis 6ra
szinkronizacidjanak (illetve a 4.8. pontban bemutatasra keriil6 kezel6anyag) porcfejlédésre
kifejtett hosszabb tavu hatdsanak vizsgalatit. A micromass kulturakat a learatds napjan
kétszeres PBS-es mosast kovetden —80 °C-on taroltuk az RNS izolélas idépontjaig. 4 szérum-
sokk alapu szinkronizdcios kisérletek kivitelezésében a szerzo mellett Matta Csaba, Katona Eva

és Abdulhadi M. Alagha vett részt.
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Indukcid

Szérum-sokk

T T
idGtartam 0 8 20 éra

Szinkronizacio

Szérum-sokk

T T
idétartam 0 8 20 é6ra

4.1. dbra: A cirkadian éra ujrainditasanak, vagy alaphelyzetbe allitisanak lehetéségei. A szérum-sokk
alkalmazasaval egyes esetekben elérhetjiik, hogy a ritmikus génexpressziét nem mutaté sejtek az indukcid révén
szinkronizalt oszcillalo transzkripcios aktivitist mutassanak. Ezzel szemben bizonyos sejtekben a mar meglévo,
deszinkronizaciot mutatd cirkadian transzkripcios ciklusok szinkronizacidjat idézheti elé a szérum-sokkal valo
kezelés. Az mRNS expresszi6 varhato dinamikajat szaggatott vonal jeloli. (Forras: [174])

4.8. Az in vitro porcfejlodés befolyasolasa kiilonboz6 farmakonokkal

A DNS metilacio in vitro porcfejlodés alatt betoltott szerepét az 5-azacitidin (5-azaC,
Kat. szam: A2385; Sigma-Aldrich) alkalmazaséaval vizsgaltuk. A kezelGanyag gatolja a DNS
metiltranszferazok kotédését a meghatarozott kotéhelyeikhez, ezaltal DNS demetilaciot idéz
elo, és specifikus gén régiok aktivalodasahoz vezet [106]. Az 5-azaC-t dimetil-szulfoxidban
(DMSO; Sigma-Aldrich) oldottuk fel, 10 mM-os torzsoldatot 1étrehozva, majd 10 uM-0s
végkoncentracioban alkalmaztuk. Primer egér HD kultarak esetében a tenyésztés 1. vagy 3.

napjatol adminisztraltuk 72 6rdn keresztiil, a kultardk fenntartasat a 4. vagy a 6. napon fejeztiik
be.

A molekularis 6ra miikodését longdaysin (LDS, Kat. szam: SML0127, Sigma-Aldrich)
kezeldanyag alkalmazasaval befolyasoltuk. Az LDS gatolja a kazein kinaz I aktivitasat, amely
igy nem képes foszforilalni a PERIOD fehérjéket, ezaltal elmarad azok proteaszomalis

degradacioja, mindezek pedig a cirkadian periddusok meghosszabbodasahoz, az ora
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diszregulaciojahoz vezetnek [175]. A kezeléanyag DMSO-ban lett feloldva (5 mM-os
torzsoldat), és 5 uM-os végkoncentracidoban alkalmaztuk. A primer csirke HD kulturakat a
tenyésztés elsé napjan (egyes esetekben a szérum-sokkot kdvetden) 24 6ran keresztiil kezeltiik,
a kontroll kultarakhoz a kezel6anyag mennyiségével megegyezé6 DMSO-t adtunk. A kultarakat
a tenyésztés 3. vagy 6. napjaig tartottuk fent. A kezelések kivitelezésében a szerzé mellett

Karanyicz Edina és Matta Csaba vett részt.

NH,
N/*IN
oy

HO o |\\|

HO OH

5-azacitidin Longdaysin

4.2. dabra: A DNS metilaciot modosito 5-azacitidin, és a cirkadian 6ra miikodését befolyasolo longdaysin
farmakonok kémiai felépitésének bemutatasa. (Forras: [175], [105])

4.9. Eletképesség vizsgalata

A sejtek életképességében bekovetkezd valtozasokat MTT-teszt segitségével
allapitottuk meg. A teszt alapja az, hogy az adott bioldgiai rendszerben megtalalhato €16 sejtek
képesek felvenni, majd bizonyos mitokondrium-specifikus enzimek altal atalakitani a teszt
soran alkalmazott MTT-reagens f6 komponensét, a sarga szinii tetrazolium-bromid sot, amely
igy lila szinli formazan-kristalyokka alakul 4t. A kristalyok kiolddsat kovetden a kapott
folyadék kolorimetrias analizisével kovetkeztethetiink az €16 sejtek aranyara, metabolikus

aktivitasuk mértékére [176].

Mind a primer csirke, mind pedig a primer egér HD kulturak esetében 30 pl-es
sejtszuszpenzid cseppeket pipettaztunk 24-lyukt tenyészté edényekbe. A csirke micromass
kulturak életképességét az alkalmazott kezeléseket kovetden, a tenyésztés 3. napjan vizsgaltuk
meg. Az egér micromass kultirdk metabolikus aktivitasat szintén az 5-azaC kezelést kdvetden,
a tenyésztés 4. vagy 6. napjan analizaltuk. A protokoll szerint az adott vizsgéalati napon 25 pl
MTT reagenst (3-(4,5-dimetil-tiazolil-2)-2,5-difenil-tetrazolium-bromid, 5 mg MTT 1 ml PBS-

ben feloldva; Sigma, Budapest, Magyarorszag) mértiink a kultirakon talalhaté médiumhoz (a
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végtérfogat igy 1025 ul, az MTT végkoncentracidja pedig 0,122 mg/ml lett), majd a mintakat
2 oran at 37 °C-on inkubaltuk. Ezt kovetden a kultirakrol eltavolitottuk a tapoldatot, majd 500
ul MTT-szolubilizal6 oldatot (10% Triton X-100 2-propanolban) adtunk a mintdkhoz, és egy
microplate-leolvasé késziilék segitségével (Chameleon, Hidex Ltd., Turku, Finnorszag) 570
nm-en mértiik a kioldott MTT reagenst tartalmazé folyadék optikai denzitasat. A reagensvak
méréséhez a szolubilizal6 oldat mennyiségével megegyezd NFW-t hasznaltunk. A méréseket 3
fiiggetlen kisérletsorozat alapjan végeztiik, egy kisérleti csoportnal 3 mintabol mért értékeket
vettiink alapul. A kezeléseknek kitett kisérleti csoportok értékeit a DMSO-val kezelt oldoszeres
kontroll csoport értékeihez viszonyitottuk. A disszertdcidban bemutatott abra egy, a biologiai
trendnek megfeleld kisérleti sorbdl szarmazo eredményeket mutat be. A kapott értékeket Excel
tablazatban dolgoztuk fel, és a statisztikai analizist Student-féle t-probaval végeztiik el. Az

MTT-teszt kivitelezésében a szerzé mellett Matta Csaba vett részt.

4.10. Sejtproliferacios képesség ellendrzése

A sejtosztddasi képességben bekovetkezd valtozasokat egy radioaktiv izotdpot igényld
technikéval vizsgaltuk. A triciummal (*H) jeldlt timidin képes beépiilni a szintetizalodd DNS-

be, igy a mintaban mérhet6 radioaktivitasbol kdvetkeztethetiink a sejtproliferacié mértékére [8].

A modszert csak az 5-azaC-vel kezelt és kontroll egérembrio végtagtelep eredeti HD
kultarak esetében alkalmaztuk, a kolonidkat 10 pl mennyiségli sejtszuszpenziok
kicseppentésével hoztuk 1étre 96-lyukl tenyésztd edényekben. A tenyésztés 3. vagy 5. napjan,
16 oraval a kezelés lejarta elétt, 1 pCi/ml *H-timidint (torzsoldat: metil-*H-timidin, 185
GBg/mM; Amersham Biosciences, Little Chalfont, Egyesiilt Kirdlysag) mértiink a kultarakon
talalhaté médiumhoz. Az inkubécio lejartaval PBS-sel mostuk a mintakat, majd a fehérjéket 20
percen at jéghideg 5% triklorecetsav alkalmazéasaval csaptuk ki, ezt pedig egy jabb PBS-es
mosas kovette. A mintdkat egy héten keresztiil szobahdn szaritottuk, végiil 50 ul szcintillacids
folyadékot (MaxiLight; Hidex, Finnorszag) mértiink a kultirdkra, és microplate-olvasé
késziilék alkalmazasaval (Chameleon) detektaltuk a mintdk radioaktivitasat. Az eredményeket
3 fiiggetlen kisérletsorozatbdl nyertiik, az alkalmazott mintaszam 9 volt egy kisérleti
csoportban. A bemutatott abra egy, a trendnek megfeleld kisérleti sorbdl szarmazo
eredményeket mutat be, ahol a szignifikdns eltéréseket Student-féle t-proba segitségével

allapitottuk meg. A sejtproliferdcios tesztek kivitelezését a szerzo végezte.

54



4.11. Metakromazias festési technikak alkalmazasa

Az altalanosan hasznalt szovettani festési eljarasok leirasakor beszélhetiink
ortokromdziar6l, amikor a felhasznalt festék az eredeti szinével fest meg bizonyos
makromolekuldkat, sejt- és szOvetkomponenseket. Ezzel szemben az ugynevezett
metakromazia esetében az alkalmazott festék a sajat szinétdl eltérdé szinnel jelol bizonyos
struktarakat. Kisérleteink soran a kvalitativ dimetil-metilénkék (DMMK) és a szemikvantitativ
toluidinkék szovettani festékek alkalmazaséaval figyeltik meg a fejlédé porcban termelddd
porcspecifikus ECM mikroszkopikus valtozasait. Mindkét festék ortokromazias szine a kék,
mig metakromdazids elszinezdédéskor plispoklila arnyalatot figyelhetiink meg az altalunk
vizsgalt porc irdnydba differencidlodé micromass kultirdkban. A metakromdziat a termel6do
porcmatrixban talalhaté nagy mennyiségii proteoglikan és glilkdzaminoglikdn makromolekulak
okozzak, ugyanis ezen komponensek erdsen negativ toltéssel birnak a hozzajuk kapcsolodo
szulfat csoportok miatt. A negativ toltéssel rendelkezd struktarakhoz a jelolt festékek nagyobb
mennyiségben aggregalodnak, polimerizalt forméaban kotddnek, ezéltal a fénymikroszkopban a

teriileten ates6 fény hatasara a festék az eredeti szinétdl eltérd arnyalatban fog megjelenni [15].

A hisztotechnikai vizsgalatokhoz a csirkeembrio végtagtelep eredetii HD kultirak
esetében 100 pl-es cseppeket pipettdztunk 30 mm atmérdjli iiveglemezzel ellatott 6-lyuku
tenyészté edényekbe, mig az egérembrid végtagtelep eredetti HD kulturakat 30 ul-es cseppek
kicseppentésével hoztuk létre, 10 mm atmérdjii liveglemezzel ellatott 24-lyuk tenyésztd
edényekben. A csirke HD kulturdk porcmatrix-termelddését a tenyésztés elsd napjatol a hatodik
napjaig minden tenyésztési napon nyomon kovettiik, mig az egér HD kultarakat csak a
tenyeésztés 4. és 6. napjain festettilk meg. DMMK festés esetében elsd 1épésként a kultirakat az
adott vizsgalati napon kétszer atmostuk PBS-sel, majd 30 perces fixalas kovetkezett abszolut
alkohol és 40% formalin 4:1 arany( keverékével. Ezt leszallo alkoholsor alkalmazasaval
rehidralas kovette, majd 3%-os ecetsavval mostuk at a kultarakat. Ezutan kovetkezett a festés
3% ecetsavban (pH 1,8) oldott 0,1%-0s DMMK (Sigma-Aldrich) oldattal 5 percen keresztiil,
majd a nem kotoédott festék kimosasat kovetden a mintakat Aquatex (Sigma-Aldrich) vizes
alapu ragaszto segitségével fedtiik le. A DMMK-festett kultirdkrol egy Nikon Eclipse ES00
mikroszképra szerelt Olympus BX53 kamerdval készitettiink felvételeket 4x nagyités
alkalmazasaval. Toluidinkék festéssel valo vizsgalatnal a mintakat el6szor PBS-sel mostuk,
majd Kahle-féle fixaloval (28% abszolut alkohol, 4% formalin és 2% ecetsav) fixaltuk 15
percen keresztiil. Ezutan kovetkezett a glicin—hidrogén-klorid (HCI) pufferben (pH 1,8) oldott
0,1 %-os toluidinkékkel (Reanal, Budapest, Magyarorszag) valo festés, Gjabb 15 percen at. A
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felesleges festék eltavolitdsat kdvetden abszolut etanolban oldott 8% HCI felhasznalasaval
visszaoldottuk a negativ toltésli porcmatrix makromolekulakhoz k6tddott toluidinkék festéket,
¢és mikroplate-leolvasé késziilékkel (Chameleon) 625 nm-en mértiik a mintak optikai denzitasat.

3 fiiggetlen bioldgiai kisérletsorozat tortént, sorozatonként 3-3 kiilonallé kultura megfestésével.

Szintén DMMK festést alkalmaztunk kriosztattal metszett 15 napos teljes egérembrio
metszeteken, melyeket kontrollként hasznaltuk az in situ hibridizacids kisérleteinkhez. A
metszeteket az In situ hibridizdacio c. bekezdésben leirt protokoll alapjan készitettiik el. A
lefagyasztott metszeteket —20 °C-on taroltuk, majd a festés napjan elészor 10 percen at
szobah6n, majd egy 6ran keresztiil 58 °C-on szaritottuk. 2 x 10 perces desztillalt vizes mosast
kovetden desztillalt vizben oldott 0,1 %-0os DMMK festékkel festettilk meg a mintakat 5 percen
keresztiil, majd a nem kotddott festéket kimostuk, és a metszeteket DPX fedéragasztoval
fedtiik. A megfestett metszetekrdl a fentebb leirtak szerint készitettiink digitalis felvételeket. A
metakromazids festések kivitelezésében és a vizualizacioban a szerzé mellett Karanyicz Edina,

Takacs Roland és Matta Csaba vett részt.

4.12. Statisztikai analizis

A disszertacioban bemutatott kisérleti eredmények az abrak tobbségén egy-egy
reprezentativ adatsort jelenitenek meg, azonban minden esetben tobb (altalaban 3, egymastol
fliggetlen) parallel kisérletsort vittlink véghez. A bemutatott abrakon egy-egy kisérleti
sorozatbol szarmazo6 atlagolt eredmények lathatdak, a hibasavok az atlag standard hibajat
(standard error of the mean, SEM) vagy a szorast (standard deviacio, SD) jelzik. A gPCR
reakcioknal 3 (hasonld tendencidt mutatd) parallel kisérletbdl egy reprezentativ adatsor kertilt
megjelenitésre. Az adatokat a béta-aktin (Actb; a C3H10T1/2+BMP-2 sejtvonal eredetii
sejtekbdl 1étrehozott HD kultirak esetében), a szukcinat dehidrogendz flavoprotein A alegység
(Sdha; az egérembrid végtagtelep eredetii HD kultarak RT-qPCR elemzésénél), a TATA box-
koté fehérje (Thp; az egérembrid végtagtelep eredetii HD kultirak qMSP analizisénél), a
peptidilprolil-izomeraz A (PPIA), a tirozin 3-monooxigenaz/triptofan 5-monooxigenaz aktivald
fehérje zéta polipeptid (YWHAZ), vagy a PO riboszomalis fehérje alegység (RPLPO) (utobbi
harom gén a csirkeembrio végtagtelep eredeti HD kultirdk esetében) referencia gének
expresszids adataihoz normalizéltuk. Az egyes kisérleti modellek analiziséhez leginkabb
megfeleld referencia gén kivalasztasa a NormFinder szoftver segitségével tortént meg. A

numerikus adatok analiziséhez a Microsoft Excel (15.14-es verzid) programot hasznaltuk.
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A cirkadian 6ra markergének ritmikusan valtoz6 mintazatat egy nem-lineéris cosinor
regresszion alapuld modszerrel hataroztuk meg, ahol a qPCR reakciok soran kapott expresszios
adatok alapjan megallapitottuk a cirkadian oszcillacid6 meglétét €s a ritmicitas jellemzoit. A
cirkadian ritmusokat alapesetben négy tényezd megadéasaval szoktak jellemezni, ezek a mezor,
az amplitdo, a peridodus és az akrofazis [177], egymashoz vald viszonyukat a 4.3. abra mutatja
be. A mezor a ritmushoz igazitott atlagértéket jeloli, a tobbi valtozo ezen kdzépérték koriil mutat
oszcillaciot. Az amplitidd a mezortol vald pozitiv vagy negativ irdnyu devianciat mutatja,
amely tulajdonképpen a ciklus varhato valtozasanak félértékét adja meg. A periddus a teljes
ciklus iddtartamat, az akrofazis pedig azt az idétartamot jeloli, amely alatt a ciklus eléri a
maximalis, pozitiv iranyu értékét. A standard cosinor funkcidé paramétereit a Prism program
(7.04-es verzid, GraphPad szoftver, San Diego, CA, USA) segitségével vizsgaltuk [178], ahol
a periodust, az akrofazist, az amplitidot és a mezort szabad, nem korlatozott valtozoékként adtuk
meg. A kisérletek sordn kapott adatok statisztikai kiértékelése és a statisztikai kiilonbségek
megallapitasa a Student-féle kétmintas t-proba, vagy a Tukey HSD-vel és Mann-Whitney
teszttel kiegészitett egyszempontos ANOVA segitségével tortént meg. A valtozasokat az adott
vizsgalati csoport kontroll kulturdiban mért expresszios adataihoz viszonyitottuk, a véaltozast P
< 0,05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak. A szignifikans kiilonbségeket csillaggal jeloltiik az
abrakon (P <0,05=*; P <0,01 =**; P <0,001 = ***). 4 statisztikai analizisek kivitelezésében
Vago Judit, Matta Csaba, Ducza LaszIlo, Abdulhadi M. Alagha, Daan van der Veen és Rauch

Tibor vett részt.

Akrofizis Periodus

Vialasz [

Amplitado

Mezor
(a ritmus statisztikailag
vérhat6 koézépvonala)

t Id6 (6ra) —
Referencia 1d6

4.3. dabra: A cirkadian ritmus meglétét és a ritmicitas jellemz6it a nem-linearis cosinor regressziéon alapul6
médszer segitségével allapitottuk meg. A cosinor analizis soran egy gorbe illeszthet a kisérlet soran kapott
adatokra, ha azok a cirkadian ritmicitasra jellemz6 valtozast mutatjak. A gorbe paramétereinek jellemzésére négy
tényez6 hasznalhatd: a mezor, az amplitudo, a periodus és az akrofazis. (Forras: [177], modositva)
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5. EREDMENYEK

5.1. A DNS metilacio génszintli szabalyozasanak vizsgalata in vitro és in vivo

porcdifferenciacid soran egér eredetii kondrogenikus modellekben

5.1.1. Epigenetikai szabdlyozo faktorok génexpressziojanak PCR array-alapu elemzése

A DNS metilacié-orientalt vizsgalatok megkezdése el6tt szerettiik volna igazolni a f6bb
epigenetikai szabalyozd utvonalak (a DNS metilacio és a hiszton moédositasok) jellemzé
markergénjeinek expressziojat, illetve a vizsgalt gének kifejezddésében bekovetkezd
valtozasokat az in vitro porcfejlédés soran. Ehhez C3H10T1/2+BMP-2 sejtvonal eredetii
sejtekbol porc irdnyaba differencialod6 HD kultardkat hoztunk Iétre, amelyeket a
kondrogenezis meghatarozott fejlédési napjain (0., 5., 10., 15. tenyésztési nap) arattunk le, majd
a markergének expresszios mintazatat PCR array segitségével kovettiik nyomon (5.1. dbra).
Sikeresen igazoltuk a vizsgalatra kivalasztott Gsszes gén mRNS-szintli kifejezodését. Az
eredmények alapjan megéllapitottuk, hogy a DNS metilacioval kapcsolatba hozhatd
markergének jelentds része csak a porcdifferenciacid késébbi szakaszdban (a 10. és 15.
tenyésztési napok kozott) mutatott emelkedést expresszios szintjében (ezek a Dnmt3a, Dnmt3b,
Tetl, Tet2, Tet3, Ogt), egyediill a Dnmtl gén esetében tapasztaltunk korai staddiumban
(tenyésztés 5. és 10. napja kozott) jelentkezd expresszids aktivitadst. Tovabbi vizsgalataink
harom DNS metildcid-asszocialt markergén kifejezddésére Osszpontositottak. A Dnmt3a a
DNS metilaciojat, mig a Tetl és Ogt gének ezzel ellentétesen a DNS demetilacidjat idézik eld.
A Dnmt3a és Tetl/Ogt gének kozotti szabalyozasi egyensily meghatarozza a genom aktualis
metilaciés mintazatat (metildom), ezaltal befolyasolhatjdk a kiilonb6z6 biologiai folyamatok
(akar a porcfejlodés) markergénjeinek helyhez és id6hoz kotott expresszigjat. A PCR array
segitségével az in vitro porcdifferenciacio alatt megfigyeltiik, hogy a Dnmt3a expresszios
szintje a teny€sztés 15. napjan, a Tetl expresszids szintje a teny€sztés 10. napjan, mig a Tetl-
gyel jelatviteli interakciot mutatd Ogt a tenyésztés 10. és 15. napja kdzott mutatott expresszios

aktivitast.

Szintén aldtamasztottuk a porcfejlodés markergénjeinek kifejezodését a sejtvonal
eredeti porcosodd HD kultarakban. A porcspecifikus ECM markergénjei, a Col2al és Acan
expresszios szintjeinek megemelkedése a porcdifferenciacié korai szakaszéban figyelhetd meg

(tenyésztés 5. és 10. napja kozott), mig a hipertrofias porcsejtekre jellemzé CollOal, az
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oszteogenikus differenciacid kezdetét jelzé6 Collal, a porcmineralizacios folyamatok és a
csontosodas megindulasanak markerei (Ap, Op) a porcfejlodés kés6bbi szakaszaban (tenyésztés

10. és 15. napja kozott) mutatnak emelkedést expresszios szintjiikben.
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5.1. dbra: Az in vitro porcfejlodés specifikus napjain (0., 5., 10., 15. tenyésztési napok) learatott
C3H10T1/2+BMP-2 sejtvonal eredetii porcosodé micromass kulturikkal végzett PCR array eredményei. A
kiilonboz6 epigenetikai faktorok porcdifferenciacioval kapcsolt génszintli expresszids valtozasai hotérkép
formajaban keriiltek megjelenitésre. A piros szinli négyzetek az upregulalt, mig a z6ld négyzetek a downregulalt
géneket jelzik. A piros vonal mellett elhelyezkedd gének jellemzden az 5. és 10. tenyésztési napok kozott
upregulalodnak. A kék vonal mentén elhelyezkedd gének a 15. tenyésztési napnal mutatnak génexpresszios
aktivitast. A zold vonal mellett talalhato gének a 10. és 15. tenyésztési napok kozott jeleznek upregulaciot. A DNS
metilacio markergénjeit piros nyilakkal jeloltiik. A fekete téglalappal jeldlt teriileten a porcdifferenciacio
markergénjei lathatoak.

5.1.2. A Dnmt3a, Tetl és Ogt génexpresszios valtozasainak vizsgalata C3H10T1/2+BMP-2

eredetii micromass kulturakban

A PCR array-t kovetden egy érzékenyebb molekularis biologiai modszerrel
tanulmanyoztuk tovabb a 3 kivalasztott DNS metilacio-markergén expresszids valtozasait az in
vitro porcfejlédés folyaman. A kvantitativ PCR lehetévé tette, hogy valds idoben kdvessiik
nyomon a reakci6 alatt mintainkban lezajl6 géntermék sokszorozodast, igy a
porcdifferenciacids folyamatok szempontjabdl pontosabb eredményeket kaphattunk a gének
relativ expresszids mintazatarol. A specifikus tenyésztési napokon learatott C3H10T1/2+BMP-
2 sejtvonal eredetti HD kulturak vizsgalata soran a legnagyobb expresszios szintbeli emelkedést

mindhdrom gén esetében a 10. tenyésztési napon tapasztaltuk (Dnmt3a: 3,7 + 0,91; Tetl: 8,1 +
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2,2; Ogt: 5,5 +£0,7), ezek az eredmények nagy mértékben atfednek a PCR array eredményeivel
(5.2. dbra). A legnagyobb mértékii valtozast a 3 gén koziil a Tetl-nél figyeltiik meg: mar az 5.
tenyésztési napon szignifikans expresszids ndvekedést tapasztaltunk (2,3 + 0,32), és egészen a

15. napig megfigyelhettiik a megemelkedett transzkriptum-szintet (5,3 = 1,32).

iz

ek

1o

EDnmi3a
ETetl
OCgt

Relativ normalizaltgén expresszia

5.2. dabra: A Dnmt3a, Tetl és Ogt gének expressziés valtozasainak nyomon kévetése RT-qPCR médszer
segitségével, C3H10T1/2+BMP-2 sejtekbél 1étrehozott porcosodé micromass kultirakban. A mintakat a 0.,
5., 10. és 15. tenyésztési napokon arattuk le. A vizsgalt gének Cr értékeit az Actb gén esetében mért értékekhez és
a 0. tenyésztési naphoz normalizaltuk. A hibasavok az atlag standard hibajat (SEM) jelzik, az egymast kovetd
tenyésztési idépontok kozotti szignifikans valtozast csillaggal jeloltik (*P < 0,05, **P < 0,01). A szignifikancia
kiszamitasa Tukey HSD-vel és Mann-Whitney teszttel kiegészitett egyszempontos ANOVA altal tortént. Az abra
harom (hasonlé tendenciat mutatd) parallel kisérletbdl egy reprezentativ adatsor eredményeit jeleniti meg.

5.1.3. A Dnmt3a, Tetl és Ogt génexpresszios valtozasainak vizsgalata egér eredetii primer

micromass kulturakban

Az egér embriondlis sejtvonal eredetli porcosodd kultirdk vizsgélatit kovetOen
egérembrid végtagtelep eredetli primer HD kultirakbodl szarmazo mintdkon folytattuk tovabb
kutatasainkat. A kulturakat ebben az esetben is az in vitro porcfejlédés meghatarozott napjain
arattuk le, €¢s RT-qPCR technikéval analizaltuk a harom meghatarozott epigenetikai markergén
expresszidjanak idébeli alakulasat (5.3. dbra). A transzkriptumokat ebben a modellben is
sikeriilt azonositanunk, bar expressziojuk kissé eltéréd mintazatot mutatott a sejtvonal eredetii

HD kultirdkhoz képest. A Tetl ismét a legnagyobb mértékli expresszios ndvekedést mutatta:
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minden tenyésztési napon szignifikans expresszids aktivitast tapasztaltunk, azonban a
statisztikailag legintenzivebb upregulaciot az 1. (2,96 + 0,21) és 4. (2,78 £ 0,17) tenyésztési
napokon figyeltiik meg. A Dnmt3a transzkriptum szintje a 3. tenyésztési napon érte el csucsat
(1,74 £ 0,01), a 15. tenyésztési napon pedig mar szignifikansan alacsonyabb értéket mutatott
(0,6 £ 0,04). Az Ogt esetében konstans expressziot figyeltink meg a differencialodo
porcsejtekben, azonban a Dnmt3a-hoz hasonldéan ennek a génnek az expresszidja is

szignifikansan lecsokkent a 15. tenyésztési napra (0,61 = 0,03).
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5.3. abra: A Dnmt3a, Tetl és Ogt gének expresszios valtozasainak vizsgalata RT-gPCR modszerrel, 11,5
napos egérembriok végtagtelepeibél izolalt kondroprogenitor sejtekbdl létrehozott primer micromass
kultarakban. A mintdkata 0., 1.,3.,4., 6., 10. és 15. tenyésztési napokon arattuk le. A relativ expresszios értékeket
az Sdha referencia génhez és a 0. tenyésztési naphoz normalizaltuk. A hibasavok a standard deviaciot (SD) jelzik,
az egymast kdvetd tenyésztési idépontok kozotti szignifikans valtozast csillaggal jeloltiik (*P < 0,05, **P < 0,01,
***P < 0,001). A szignifikancia kiszamitasat Student-féle t-probaval végeztiik. Az abra harom (hasonl6 tendenciat
mutatd) parallel kisérletbdl egy reprezentativ adatsor eredményeit jeleniti meg.

5.1.4. A Dnmt3a, Tetl és Ogt mRNS-szintii expressziojanak vizsgalata egérembrioban

A vizsgédlataink szempontjabol relevans hiarom DNS metilacio-markergén
porcdifferenciaciohoz kapcsolt expressziojat in vivo szinten is szerettiik volna bizonyitani, ezért
15 napos egész egérembriokbodl 1étrehozott fagyasztott metszeteken in situ hibridizacios
modszerrel elemeztiik a Dnmt3a, Tetl és Ogt mRNS-szintli expressziojat. Mindharom gén
pozitiv jelet adott a 15 napos egérembrid fejlodé mellsé végtagjaiban, csigolyaiban és

szegycsontjaban talalhato hialinporc-szigetekben. A jelek erdssége azonban kiilonbozott: az
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Ogt gyenge (5.4. abra ’g, h, i’ panelek), a Dnmt3a mérsékelt (5.4. dbra ‘a, b, ¢’ panelek), mig
a Tetl erds expresszios jeleket (5.4. dbra 'd, e, f” panelek) mutatott a primitiv végtagok és
csigolydk teriiletén. Ebben a fejlodési stadiumban még nem indult meg a porc csont-irdnyba
vald differenciacidja, a hipertr6fids porc teriileteinek ardnya és az osszifikacio mértéke
minimalis, azonban a késdbb megjelend csontok porcos primordiumai mar jol elkiilonithetd.
DMMK szovettani festéssel pilispoklila metakromazias elszinezddést tapasztaltunk a fejlodo
végtagtelepek, csigolydk, koponya és bordak porcos alkotéelemeiben (5.4. abra j, k, I’

panelek).

5.4. dbra: DNS metilacié-markergének expresszidjanak vizsgalata in situ hibridizaciéval, 15 napos
egérembrioban. A fagyasztott embriok szagittalis metszetein Dnmt3a (’a, b, ¢’ panelek), Tetl (’d, e, f* panelek),
és Ogt-specifikus (’g, h, i’ panelek) RNS probakat alkalmaztunk. Dimetil-metilénkék szovettani festést
hasznaltunk a porcspecifikus proteoglikdnok megjelenitéséhez, ahol a metakromazias (lila) teriiletek a porcra
jellemz6 polianionos glilkdzaminoglikdnokban gazdag extracellularis matrixot jel6lik (’j, k, 1 panelek). Az egész
embriokat bemutatd fényképek 4x nagyitds mellett késziiltek (a, d, g, j°). A szaggatott vonallal kiemelt
teriiletekr6l 10x nagyitas mellett is késziiltek felvételek (’b, c, e, f, h, 1, k, j*). Figyeljiik meg az egérembriok fejlédo
végtagtelepeiben és csigolyaiban helyet foglalo differencialodo porcsejtek erételjes expresszios jelintenzitasat a
Dnmt3a és Tetl probak esetében. Skala: ’a, d, g, j” panelek esetében 1 mm; b, ¢, e, f, h, i, k, I” panelek esetében
200 pm.
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A pozitiv jelet ado teriileteket szamitogépes képanalizissel, a relativ optikai denzités
megallapitdsdval is 0Osszehasonlitottuk, igy a jelintenzitdsok kozotti kiilonbségeket
szamszerUsiteni is tudtuk. A kvantifikalassal (5.5. dbra) bizonyitottuk a Tetl szignifikdnsan
magas (végtagtelep: 0,33 + 0,008; csigolya: 0,34 + 0,0105), a Dnmt3a szignifikans, de
mérsékelt (végtagtelep: 0,14 = 0,013; csigolya: 0,17 + 0,007), illetve az Ogt gyenge expresszios
mértékét (végtagtelep: 0,07 + 0,009; csigolya: 0,09 + 0,015).

04 -

EX T I

0,3
0,2+ *%

0,1

0 .

Dnmt3a Tet1 Ogt

Relativ optikai denzitis (OD)

mvégtagtelep Ocsigolya

5.5. abra: A Dnmt3a, Tetl és Ogt-specifikus in situ hibridizacio soran késziilt felvételek kvantifikalasa a
relativ optikai denzitasi értékek dsszehasonlitasaval. Az értékeket az egyes mintaknal kiszamolt abszolut k6zép
sziirke értékekre kalibraltuk, a szamitasokat a végtagtelepek és csigolyak teriiletein végeztilk. A szignifikans
valtozasokat csillaggal jeloltiik (*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001)

5.2. A DNS metilacié gatlasanak vizsgalata az in vitro porcdifferenciacié soran

egérembrio eredetli kondrogenikus modellben

5.2.1. Az 5-azaC a sejtek differencidcios szintjétol fiiggoen eltéréen befolydsolja a porckulturdk

MikroszkopOs megjelenését

Kutatasaink kovetkezd 1épéseként szerettiik volna tanulmanyozni a DNS metilacioval
jaro epigenetikai szabalyozo utvonal jelentGségét az in vitro kondrogenezis soran, emellett az
eléz6ekben bemutatott harom DNS metilacioval asszocialt enzim (Dnmt3a, Tetl, Ogt)
funkciondlis relevancidjat is szerettiik volna tovabb vizsgalni. Ennek érdekében az egérembriod
kezelbanyagot, az igynevezett 5-azacitidint (5-azaC) alkalmaztuk. Az 5-azaC gatolja a DNS
metiltranszferazok (mint példaul a Dnmt3a) miikodését, igy modositva bizonyos génszakaszok

metilacios szintjét a demetilacio iranyaba eltolva azt. Ez eclésegitheti, hogy aktiv
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transzkripcidval megindulhasson az addig gatlas alatt 1évo gének atirasa. A kezeldanyagot 10
uM-os végkoncentracioban alkalmaztuk. Két kezelési csoportot allitottunk fel: mindkét csoport
esetében 72 oOran at alkalmaztuk a kezeldanyagot, azonban a HD kultardk egy részénél a
tenyésztés 1. napjan inditottuk a kezelést, és a tenyésztés 4. napjan fejeztiik be a kulturak
fenntartasat, mig a masik részénél a tenyésztés 3. napjan kezdtiilk meg a gatlészer hasznalatat,
¢s a teny€sztés 6. napjan ért véget a kultirak fenntartasa. A két kezelési protokoll alapjan kapott
eredményekbdl kovetkeztetni tudtunk arra, hogy a DNS metilaci6 gatlasa, ezaltal a demetilacio
elésegitése milyen hatassal van az in vitro porcfejlédés korai és késbi szakaszara, azaz a
differenciaci6 kezdetén 1évé kondroprogenitor sejtek, illetve a mar differencialodott és érett

kondrocitak tulajdonsagaira és jelatviteli folyamataira.

A primer micromass kultirdk porcspecifikus ECM termelddését savas DMMK
szovettani festés alkalmazisa mellett figyeltik meg. Mindkét kezelési tipus esetében
megallapitottuk, hogy a termelt metakromazias ECM mennyisége szignifikansan csokkent (5.6.
abra). A kondrogenezis korai szakaszaban alkalmazott gatlas utdn a metakromazias festédés
27%-o0s csokkenést mutatott az olddszeres kontroll kultarakhoz képest, a porcosod6 nodulusok
szdma 1is mérseéklédott, illetve a nodulusok koriil joval nagyobb internodularis teret
figyelhettiink meg. A kondrogenezis késObbi szakaszaban tortént kezelést kovetden 17%-0s

csOkkenést tapasztaltunk a kondrocitak altal termelt porcspecifikus ECM mennyiségében.
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5.6. abra: A porcspecifikus extracellularis matrix termelédés vizsgalata 4 és 6 napos egérembri6 végtagtelep
eredetii primer porcosodé micromass kultirikban, a DNS metilaciét gatlo S-azacitidin kezel6anyag
alkalmazasat kovetéen. Az oldoszeres kontroll kultirdkhoz a kezel6anyag beolddsdhoz hasznalt dimetil-
szulfoxidot adagoltunk (a kezeléshez hasznalt 5-azaC mennyiségével megegyez6 mértékben). Az 5-azaC az 1.
vagy a 3. tenyésztési napon keriilt hozzdadasra a kultarak médiumahoz, 72 6ran at, 10 uM-os végkoncentracidban.
A metakromazias extracellularis matrix mennyiségét a dimetil-metilénkék kvalitativ festési eljarassal tettiik
lathatova, a metakromazias teriiletek aranyat a MATLAB program segitségével analizaltuk (a szazalékos
eredmények a bemutatott fényképek alatt lettek feltiintetve, a szignifikans valtozast csillaggal jeloltik [¥P < 0,05]).
Eredeti nagyitas: 4x, 1épték: 1000 vagy 500 pm.
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5.2.2. A differencialatlan és differencialt porcsejtek kiilonbozo mértékben érzékenyek az 5-azaC

kezelésre

Feltételezéseink szerint a kevésbé érett kondroprogenitor sejtek vagy az érett
kondrocitak proliferacios képessége és mitokondrialis aktivitisa megvaltozhat az 5-azaC
kezelés kovetkeztében, ezek a valtozasok pedig hozzajarulhatnak a porcspecifikus ECM
mennyiségi csokkenésé¢hez. Ennek érdekében elemeztiik a sejtek proliferacios képességének €s
kovetden. A vizsgalatokat a korabban leirtak alapjan végeztiik, igy nyomon kovethettiik a
kondrogenezis korai vagy késOi szakaszara jellemzé sejtek osztodasanak és mitokondrialis
aktivitasanak a DNS metilacio-gatlas kovetkeztében kialakult jellegzetes valtozasait. Mindkét
kezelési protokoll negativ hatassal birt a sejtek osztodasi képességére (5.7. dbra, ‘a’ panel).
Kiilonosen erdteljes visszaesést tapasztaltunk az 1. tenyésztési naptol tortént gatlas soran,
amikor is 55%-os (£ 5%) csokkenést figyeltiink meg a kontroll kultarakhoz képest. Ezzel
szemben a 3. tenyésztési naptdl inditott kezelést kovetden kisebb mértéki (37 + 7%) gatlast
lathattunk. Szintén vizsgaltuk az 5-azaC lehetséges citotoxikus hatasat az in vitro porcfejlodés
soran (5.7. dabra, 'b’ panel). A kezelést kovetden a 4 napos primer kulturak sejtjei 90%-ban (£
2%) bizonyultak életképesnek a kontrollhoz viszonyitva, amely szignifikans csokkenésnek
szamitott. A 6 napos primer kulturak sejtjeinek ¢€letképessége ennél jelentdsebben csokkent a

kezelést kovetden (24 + 3%).
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5.7. abra: Kiilonbozo fejlettségi stadiumban 1évo porcsejtek osztédo- és életképességének vizsgalata 4 és 6
napos egérembrié végtagtelep eredetii primer porcosodé micromass kultirakban, a DNS metilaciot gatlo
5-azacitidin kezeléanyag alkalmazasat kovetéen. Az oldoszeres kontroll kultarakhoz a kezeléanyag
beoldasahoz hasznalt dimetil-szulfoxidot adagoltunk (a kezeléshez hasznalt 5-azaC mennyiségével megegyezd
mértékben), a mérések soran ezen kulturakhoz tortént a viszonyitas. Az 5-azaC az 1. vagy a 3. tenyé€sztési napon
keriilt hozzaadasra a kulturak médiumahoz, 72 6ran at, 10 uM-os végkoncentracioban. A proliferacios képességet
3H-timidin beépiilés mérésével, (’a’ panel), mig az életképesség valtozasait MTT teszt segitségével ellendriztiik
(’b’ panel). Hibasavok: £SD. A szignifikans valtozasokat csillaggal jel6ltiik (*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001).
A szignifikancia kiszamitasat Student-féle t-probaval végeztiik. Az abra 3 parallel kisérletbdl egy reprezentativ
adatsor eredményeit jeleniti meg.

5.2.3 Az 5-azaC korai vagy késdi adminisztracidja a kondrogenezis sordn eltérd hatast fejt ki a

porcspecifikus gének expresszidjara

Miutan megallapitottuk, hogy az 5-azaC kezeldanyag kiilonb6z6 mértékii hatast fejt ki
a korai porcprogenitor, illetve az érett porcsejtek porcspecifikus ECM termelésére,
mitokondrialis aktivitasara és osztodasi képességére, kovetkezd 1épésként a gatloszernek a
vizsgalt génekrdl atirodd mRNS mennyiségére kifejtett hatasat szerettilk volna megvizsgélni.
A 4 és 6 napos, 5-azaC kezelésnek kitett egérembrid végtagtelep eredetli primer micromass
kultarakb6l RNS izoladlast kovetden RT-gPCR-alapu analizissel figyeltik meg a DNS
metilacioval asszocialt Tetl, Dnmt3a és Ogt gének, illetve a porcmarker S0x9, Col2al és Acan
gének expressziojaban bekdvetkezett valtozasokat. Bizonyitottuk, hogy a DNS
metiltranszferazok gatlasara képes 5-azaC a vizsgalt metilacio-kapcsolt gének expresszidjara is
hatassal volt. Az 5-azaC szignifikdns csokkenést idézett eld az altalunk vizsgalt Dnmt3a
expresszios szintjében, az 1. és a 3. tenyésztési naptol inditott kezelések esetében egyarant (0,81

+ 0,08 a 4. napon és 0,9 £+ 0,08 a 6. napon) (5.8. dbra, 'a’ panel). A Tetl gén expresszidja nem

66



mutatott valtozast, mig az Ogt esetében kisebb mértékii, de szignifikans expresszios csokkenést

tapasztaltunk a 3. tenyésztési naptol inditott kezeléskor (0,93 + 0,01).

A kondrogenikus markergének mRNS szintli valtozasai jellegzetes mintazatot mutattak
az 5-azaC kezelést kovetden. Az in vitro porcfejlédés korai szakasza alatt szignifikans
csokkenést tapasztaltunk mindharom marker génexpresszios szintjében. A legnagyobb mértéki
expresszios valtozast a Col2al (0,37 £ 0,01) és az Acan (0,44 = 0,07) gének esetében figyeltiik
meg (5.8. dbra, ‘b’ panel). Ezzel szemben a kondrogenezis kés6bbi szakaszaban alkalmazott
5-azaC gatlas a S0X9 ¢és Acan génexpresszidjanak szignifikans emelkedéséhez vezetett (Sox9:

1,35+ 0,09; Acan: 1,37 + 0,16).
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5.8. dabra: A DNS metilacioval asszocialt gének (’a’) és a porcfejlodés jellegzetes markergénjeinek (°b’)
mRNS szintii expresszidjanak vizsgalata RT-qPCR mddszerrel, 4 és 6 napos egérembrié végtagtelep eredetii
primer porcosodo micromass kultirakban. A DNS metilacio gatloszereként hasznalt 5-azacitidin az 1. vagy a
3. tenyésztési naptol alkalmaztuk, 72 oran keresztiil, 10 uM-os végkoncentracioban. Az olddszeres kontroll
kultarakhoz a kezeléanyag beoldasahoz hasznalt dimetil-szulfoxidot adagoltunk (a kezeléshez hasznalt 5-azaC
mennyiségével megegyez6 mértékben), a mérések soran ezen kultirdkhoz tdrtént a viszonyitads. A relativ
expresszios értékeket az Sdha referencia génhez és az adott vizsgalati csoport kontroll mintajahoz normalizaltuk.
Hibasavok: +SD. A kezeletlen és kezelt mintak kozotti szignifikans valtozast csillaggal jeldltik (*P < 0,05, **P <
0,01, ***P < 0,001). A szignifikancia kiszamitasa Student-féle t-proba alkalmazasaval tortént. Az abra 3 (hasonlo
tendenciat mutato) parallel kisérletbdl egy reprezentativ adatsor eredményeit jeleniti meg.

5.2.4 Az érett kondrocitik porcmarkereinek upregulacioja kézvetleniil az 5-azaC kezelés

eredmeénye

Az 5-azaC metilacidos mintazatra kifejtett kozvetlen hatdsat kvantitativ metilacio-
specifikus qPCR modszerrel vizsgaltuk meg a 4 és 6 napos primer HD kultirdkban. Az analizis

soran megallapithatova valt, hogy a porcfejlodés markergénjeinek expresszids valtozédsa a
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crer

demetilaltsag miatt alakult-e ki. A 5.9. dbran bemutatott eredmények alapjan elmondhato, hogy
az 5-azaC kezelés nem volt hatassal a korai porcfejlodési szakasz alatt expresszalodo
porcmarkerek promoterjeinek metilaltsdgara; ugyanakkor a késéi kondrogenikus differenciaciéd
alatt szignifikans csokkenést lattunk az Acan (0,8 + 0,107) és Sox9 (0,34 + 0,141) gének
promoterjeinek metilaltsagi szintjében. A 6 napos HD kulturdk qMSP analizis soran kapott
eredményei jelentds atfedést mutattak a 5.8. dabran bemutatott RT-qPCR eredményeivel, igy
kijelenthettiik, hogy a Sox9 és Acan markerek esetében tapasztalt génexpresszios emelkedés az

5-azaC kezelés kozvetlen kovetkezményeként jott 1étre.

o
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5.9. abra: Kiilonb6z6 porc markergének promodter régioinak metilacidos statusza kvantitativ metilacio-
specifikus PCR (qMSP) technikaval nyomon kiovetve egérembrié végtagtelep eredetii primer porcosodo
micromass kulturakban. A metilacios profilok valtozasait a porcfejlodés korai (’a’) és késoi (°b’) fejlodési
stadiuma alatt vizsgaltuk, az 1. vagy a 3. tenyésztési napon inditott, és 72 6ran at alkalmazott 5-azacitidin kezelést
kdvetden, igy a korai szakasz valtozasait 4 napos, mig a késdi szakasz mdédosulasat 6 napos kulturakban figyeltiik
meg. A TATA box-ko6td fehérje (TATA box binding protein, TBP) negativ kontrollként szolgalt, a qPCR soran
szerzett adathalmazokat a TBP nem metilalt promoter-specifikus primer adataihoz normalizaltuk. Hibasavok:
+SEM. A metilacios szintek statisztikailag kimutathato kiilonbségeit csillaggal jeldltik (*P < 0,05, **P < 0,01,
***P <0,001). A szignifikancia kiszamitasa Tukey HSD-vel és Mann-Whitney teszttel kiegészitett egyszempontos
ANOVA iltal tortént.

5.3. A molekularis cirkadian 6ra miikodésének vizsgalata az in vitro porcfejlodés

soran csirke eredetli kondrogenikus modellben

5.3.1. A cirkadian ora szinkronizacioja a porcfejlodés soran

A napi, azaz nagyjabol 24 oras idOtartamt cirkadidn ritmus molekularis szinti

valtozasainak nyomon kdvetéséhez sziikség volt az in vitro modell rendszeriink porcprogenitor

crer
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minden sejt egymassal megegyez6 fazisba keriiljon, a bioldgiai érajukat ugymond lenullazzuk,
igy az Osszes sejt egylittesen, egymassal szinkronban fogja kovetni a cirkadidn ritmus jelatviteli
folyamatainak alakulasat. Elso 1épésként meg kellett vizsgalnunk, hogy az in vitro
porcdifferenciacié folyaman melyik tenyésztési napot itéljik meg legmegfelelobbnek a
szinkronizaci6 szempontjabol. Szovettani festések alkalmazisaval megvizsgaltuk a
csirkeembrio végtagtelep eredetii micromass kultarak porcspecifikus ECM termelédésének
idobeli alakuldsat. A differencialéoddé kondroblasztok ¢és kondrocitdk altal termelt
metakromazias matrix teriiletek legeldszor a 3. tenyésztési napon valtak lathatova a kvalitativ
DMMK festés eredményei alapjan (5.10. dbra, ‘a’ panel), ami arra utalt, hogy a legelsé ECM-
termelé kondroblaszt sejtek a tenyésztés 3. napjan jelentek meg a kulturdkban. A
szemikvantitativ toluidinkék festés sordn a kioldott festékmolekuldk abszorbancia értékei
eldszor a tenyésztés 2. napjan mutattak szignifikdns emelkedést a termelddott matrix
mennyiségében (0,071 + 0,003; P =0,00001; az 1. naphoz viszonyitva), majd ismét szignifikans
novekedést figyeltiink meg az 5. (0,108 = 0,006; P = 0,004; a 4. naphoz viszonyitva) és a 6.
(0,141 + 0,002; P = 0,00004; az 5. naphoz viszonyitva) tenyésztési napokon (5.10. dbra, 'b’

panel).

Elsédleges célunk az volt, hogy a cirkadian ora kzremiikodését az in vitro porcfejlodés
korai szakaszaban vizsgaljuk, ahol a kondroblaszt-differenciacid és az ECM termelddés a
legintenzivebb. A szovettani festések alapjan megallapitottuk, hogy a molekularis ora
szinkronizécidjara az 1. tenyésztési nap, mig az elsé mintak learatasara a 2. tenyésztési nap (24
ordval a szinkronizaciot kovetden) a legalkalmasabb. A 6. tenyésztési napon szintén
alkalmaztunk szérum-sokk alapu szinkronizaciot, ebben az esetben az elsé mintakat ismét 24
oraval késobb, a 7. tenyésztési napon arattuk le, igy lehetdségiink volt megfigyelni a cirkadian
ritmus molekuléris résztvevéinek mRNS-szinti valtozasait a porcfejlédés késdi szakaszaban
(ahol mar jelentds részben érett porcsejtek alkotjak a kulturakat, és nagy mennyiségben
termelddott porcspecifikus ECM). A kontroll kulturdk esetében a szinkronizacids 1€pésnél
szintén tortént médium-csere, de normal (10% FBS tartalmu) tapoldatot adtunk a kolénidkhoz,

nem alkalmaztunk szérum-sokkot.
5.3.2. A szérum-sokk alkalmazasa serkenti a porcdifferenciaciot

A csirkeembri6 végtagtelep eredeti HD kultirdkat a tenyésztés 1. napjan 2 6ran
keresztiil stimulaltuk 50% FBS tartalmi médium hozzéadasaval. A cirkadian ora ily modon
tortént szinkronizaciojat kovetéen DMMK és toluidinkék szovettani festésekkel vizsgaltuk meg
a primer micromass kultarak altal termelt porcspecifikus ECM valtozasait. Megallapitottuk,
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hogy a magas FBS tartalmu tédpoldat alkalmazasara a metakromazias porc ECM mennyisége
szignifikdns mértékben megndtt a 3. tenyésztési naptdl kezdve a kontroll kulttrakhoz
viszonyitva (5.10. abra, 'a’ és 'b’ panelek). A legnagyobb mértéki, 1,3-szoros emelkedést a
tenyésztés 4. napjan figyeltiik meg (kontroll: 0,086 + 0,008 vs. szérum-sokkolt: 0,113 + 0,011,
P =0,026), ezen a tenyésztési napon mar jelentds mennyis€gi porcspecifikus ECM termel6dott
a differencialodott kondroblasztok és kondrocitak altal. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy
az in vitro kondrogenezis korai szakaszaban alkalmazott szérum-sokk és cirkadian ora

szinkronizacioja erételjesen serkenti a porcdifferenciaciot a porcosodd micromass kultarakban.
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5.10. dbra: A szérum-sokk (50% FBS tartalmu F12 médium alkalmazasa az 1. tenyésztési napon 2 éran
keresztiil) serkentette az in vitro porcfejlodést és a metakromazias matrix termelédését a csirkeembrio
végtagtelep eredetii primer micromass kultarakban. ’a’ panel: A metakromazias ECM akkumulacidja in vitro
porcdifferenciacié soran, kontroll és szérum-sokkolt Kkultirak Osszehasonlitasaval, dimetil-metilénkék és
toluidinkék festési eljarassal vizsgalva. Nagyitas mértéke: 2x, Iépték: 1 mm. A fényképek alatt 1athaté szamok a
kontroll és szérum-sokkolt kultirakbol kioldott toluidinkék festék optikai denzitasanak (ODs20) aranyat mutatjak
be. Hibasavok: + SD. A szignifikancia jeldlése: P < 0,05 =*; P < 0,01 = **. Az abra 3 fliggetlen kisérletbdl egy
reprezentativ adatsort mutat be. ’b’ panel: Kioldott toluidinkék festéket tartalmazo mintak optikai denzitasanak
(ODg¢2) id6fiiggésen alapuld Osszehasonlitdsa a szérum-sokkolt kultarak kontrollhoz valé viszonyitisaval a
porcdifferenciacio kiilonboz6 napjain. Hibasavok: + SD. A szignifikancia jelolése: P < 0,05 = *; P < 0,01 = **,
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5.3.3. A4 cirkadian ora moduladlasa negativan befolyasolta a porcfejlodest

Miutan megallapitottuk, hogy a szérum-sokk alkalmazasa stimulalta a porcspecifikus
ECM termelddését a micromass kultarakban, szerettiik volna bizonyitani, hogy ez a jelenség
valoban a szérum-sokk altal eldidézett cirkadian oOra-szinkronizaci6 miatt alakult ki. A
longdaysin nevii kezel6anyag képes moduldlni a molekuldris o6ra miikddését, illetve a
szinkronizécios folyamatot. Az LDS modulatort 5 uM végkoncentracioban alkalmaztuk a HD
kultarakban, a korai porcdifferenciacids szakasz soran (a tenyésztés 1. napjan, a szérum-sokkot
kovetden, 24 orén keresztiil; a kontroll kultirdk esetében szérum-sokk idépontjaban csupan
médium cserét alkalmaztunk, ezt kovette a kezelés). A kémiai vegyiilet hatasara szignifikansan
csokkent a metakromdzids matrix mennyisége a tenyésztés 6. napjara, emellett a kezelés a
szérum-sokkolt HD kulturak ECM képz6dését is negativan befolyasolta (5.11. abra, 'a’ panel).
Hisztotechnikai eljarasok eredményei alapjan bizonyitottuk, hogy nagy valdszinliséggel
valoban a szérum-sokk altal eldidézett ora-szinkronizacio kovetkezménye volt a 5.3.2. pontban
megallapitott porcdifferenciacio fokozodéas. Az MTT teszt alapjan a gatldszer citotoxikusnak
bizonyult, akdr Onmagaban, akar a szérum-sokkot kovetéen alkalmaztuk azt: a
porcdifferencidci6 korai szakaszdban tortént Oramiikodés megzavarasa a  sejtek
¢letképességének szignifikans csokkenéséhez vezetett a tenyésztés 3. napjara (5.11. abra, 'b’

panel).
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5.11. dbra: A cirkadiian 6ra modulidlasira képes longdaysin hatasanak vizsgalata szérum-sokk alkalmazasa
vagy szérum-sokk elhagyasa mellett, csirkeembri6 végtagtelep eredetii primer micromass kultirakban. A
kezeldanyagot 5 uM végkoncentracioban, a tenyésztés 1. napjan alkalmaztuk 24 6ran keresztiil. ’a’ panel:
Metakromazias porc extracellularis matrix akkumulacidja a tenyésztés 6. napjara, dimetil-metilénkék és
toluidinkék festési eljarasokkal vizsgalva. Nagyitas mértéke: 2%, 1épték: S00 um. A fényképek alatt lathatd szamok
a kezelt kultarakbol kioldott toluidinkék festék optikai denzitasanak (ODs20) az olddszeres kontroll minta értékéhez
vald aranyat mutatja. A hibasavok £SD alapjan lettek feltiintetve. A mintak kozotti statisztikai szignifikanciat
csillaggal (olddszeres kontrollhoz vald viszonyitas esetében) vagy kettds kereszttel (szérum-sokkolt mintahoz vald
viszonyitas esetében) jeloltik: P < 0,05 = */#; P < 0,01 = **/##; P < 0,001 = ***/###. Az abran szerepl6 adatok 3
fiiggetlen kisérlet kozill egy jellemz6é tendencia valtozasait mutatjdk. ’b’ panel: Az életképesség vizsgalata
micromass kulturakban longdaysin kezelést kovetéen. Az MTT tesztet a tenyésztés 3. napjan alkalmaztuk. A
hibasavokat +SD alapjan tiintettiik fel. A statisztikai szignifikanciat csillaggal (olddszeres kontrollhoz valo
viszonyitasnal) vagy kettOs kereszttel (szérum-sokkolt mintahoz valé viszonyitasnal) jeldltiik: P < 0,05 = */#; P <
0,01 = **/##; P < 0,001 = ***/###.

Az LDS porcmatrix-termelddést érintd hatasa mellett azt is megvizsgaltuk, hogy a
molekularis 6ra modulatora befolyasolja-e a porcfejlddés molekularis folyamatait. A szévettani
festések eredményei alapjan negativ iranyl valtozasra szamitottunk a porc markergének mRNS

szintll expresszidjaban. Harom kulcsfontossagti porcmarker, a SOX9, COL2A1 és ACAN gének
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expressziojat vizsgaltuk meg RT-qPCR moddszerrel. A szinkronizéaciot (€s bizonyos kisérleti
csoportok esetében a kezelést) kovetden a tenyésztés 3. és 6. napjan arattuk le a kulturdkat.
Mindkét vizsgalati id6pontban szignifikdnsan emelkedett a porc markergének relativ
expresszidja a szérum-sokknak kitett koloniakbol szarmaz6 mintakban (5.12. dbra). Ez teljes
mértékben egyezést mutatott az 5.3.2. pontban bemutatott szovettani festések eredményeivel.
Ezzel szemben az LDS ¢és a szérum-sokk egyiittes alkalmazasakor megfigyelhettiik, hogy a
porcmarkerek relativ expresszios szintje szignifikansan csokkent mind a 3., mind pedig a 6.
tenyésztési napon, a csak szérum-sokkolt kultirak értékeihez viszonyitva. Ezek az eredmények
szintén nagyfoku atfedést mutattak az el6z6 bekezdésben leirt, illetve a 5.11. abran bemutatott
DMMK és toluidinkék festések eredményeivel. Osszességében megallapitottuk, hogy az LDS
kezelés negativ hatassal volt az in vitro porcfejlédésre, illetve a szérum-sokk altal eléidézett
oraszinkroniziciora is: az dnmagéaban alkalmazott kezelés szignifikans csokkenést idézett eld
mind a porcspecifikus ECM-termelddést, mind pedig a porc markergének expresszidjat
tekintve, mig a szérum-Sokk melletti LDS-kezelés jelentdsen csokkentette a szinkronizacid
porcdifferenciaciot serkentd hatasat. Az eredmények tiikkrében kijelenthettiik, hogy a
molekularis 6ra megfeleld mitkddése alapvetden befolydsolja a porcképzddést. Ezek a
vizsgalatok azt is alatamasztottak, hogy az in vitro kondrogenezis soran alkalmazott szérum-
sokk pozitiv hatasat jelentds mértékben csokkenti, ha farmakologiailag gatoljuk a molekularis

ora megfeleld miikodését a differencialodo sejtekben.
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5.12. dabra: Porc markergének expresszidjanak vizsgalata RT-qPCR médszerrel, 3 (’a’) és 6 (’b’) napos
csirkeembrio végtagtelep eredetii primer micromass kultirakban, a cirkadian orat szinkronizalé szérum-
sokKot, illetve a cikadian 6ra miikodését befolyasolé longdaysin (5 pM) kezelést kovetden. A szérum-sokkot
illetve a longdaysin-nel valé kezelést is a tenyésztés 1. napjan alkalmaztuk. A hibasavok £SD alapjan keriiltek
feltlintetésre. A relativ expresszios értékeket az olddszeres kontroll mintak értékeihez, illetve a PPIA referencia
génhez normalizaltuk. A szignifikancia-kiilonbségek jelolése csillaggal (oldoszeres kontrollhoz vald viszonyités)
vagy kettds kereszttel (szérum-sokkolt mintdhoz val6 viszonyitas) az alabbiak alapjan tortént: P < 0,05 = */#; P <
0,01 = **/##; P < 0,001 = ***/###. Az abra 3 fiiggetlen kisérletb6l egy reprezentativ adatsort mutat be.
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5.3.4. A molekularis oragének és a porc markergének expresszios valtozdasa szinkronizalt

oszcillacios mintazatot mutatott a szérum-sokkot kovetoen

A tovabbiakban szerettiik volna bizonyitani, hogy a szérum-sokk valdéban szinkronizalo
hatast fejt ki a cirkadian ora és a porcfejlodés specifikus molekularis résztvevoinek
génexpresszids mintdzatara, akar a korai (tenyésztés 1. napjan), akar a késoi (tenyésztés 6.
napjan) in vitro porcdifferenciacios fazisban alkalmazzuk azt. A csirkeembrid végtagtelep
eredetli micromass kulturakat az 1. vagy 6. tenyésztési napon szinkronizaltuk. A kultarakra
50% FBS tartalmi médiumot helyeztiink, melyben 2 6ran keresztiil tartottuk dket. Ezt kdvetden
a szokasos médiumra cseréltiik a tapfolyadékot (10% FBS tartalommal). 24 éraval a szérum-
sokk befejeztét kovetden learattuk az elsé mintakat. Ezutan minden Gjabb 8 ora elteltével (a
szinkronizaciot kovetd 32., 40., 48., 56., 64., 72. 6rdban) 1j mintakat helyeztiink a —80 °C-0s
fagyasztoba, a késdbbi RNS izolalashoz. A vizsgalt gének expresszios valtozasait és a cirkadian

6ra miikodéséhez kapcesolt oszcillacios csucsaikat RT-qPCR modszerrel analizaltuk.

Szamos Oragén expresszidjat bizonyitottuk a csirke kondrogenikus modelliinkben, mint
példaul a BMAL1, PER2, PER3, CRY1 és CRY2, azonban a CLOCK o6ragén-csoport tagjainak
expressziojat nem sikeriilt kimutatnunk. A CLOCK géncsoport a cirkadian ora oszcillacios
hulldmainak pozitiv irdnyl elmozditasaért felelds kulcsfontossagl résztvevdje, azonban nem
sikeriilt amplifikdciot kimutatnunk sem az altalunk (Primer Blast programon keresztiil)

tervezett, sem pedig a mar korabban publikalt szekvencia adatok altal tervezett primerekkel
[179] [180].

Az elsd tenyésztési napon tortént szinkronizacid vizsgalatanal tobb oragén esetében is
kimutattuk a szinkronizalt oszcillacidés mintazatot a porcfejlédés korai szakasza soran. A gének
ritmikusan valtozé mintdzata egy nem-linearis cosinor regresszion alapuld modszerrel
hatarozhaté meg (a cosinor-alapi modszerrel kiszamithat6 a cirkadian periddusok ritmicitasa).
A molekuldris ora pozitiv és negativ fazisai kozott koriilbelill 8 oras faziskiilonbséget
figyelhettiink meg a szinkronizaciot kovetd 24. és 72. o6ra kozott, 8 oranként learatott
mintdkban. Az elsd napon szinkronizalt kondrogenikus mintdk cirkadian expresszios
mintazatanak paraméterei az 5./. tabldazatban lathatdak. A relativ expresszios adatok alapjan
létrehozott cosinor-gorbékbdl jol lathato, hogy a BMALL pozitiv faktorként, mig a PER2, PER3
¢s CRY2 negativ faktorokként vett részt a cirkadian ritmus létrehozasaban (5.13. dbra), az
oszcillacio soran a BMALL expresszids mintazata antifazisban volt a PER2/PER3/CRY2 gének
expressziojahoz képest. A kontroll kultarakban is sikeresen igazoltuk az oOragének
expresszidjat, azonban a cirkadidn mintdzatot nem, vagy csak kis mértékben figyeltiik meg.
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5.1. tdbldzat: A molekuldris ora transzkripcios faktorok gémexpressziojanak cosinor analizise. A
kondrogenikus kulturdkat a tenyésztes 1. napjan szinkronizaltuk.

BMAL1 PER2 PER3 CRY2

Akrofazis (orak) 63,28 53,48 55,68 56,01

Periodus (6rak) 30,49 24,51 23,93 23,06
Pozitiv fazis 63,28
Negativ fazis 55,06
Fazis kiilonbség 8,22
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5.13. abra: Az oragének expressziojaban kialakult cirkadidn ritmus dinamikidjanak abrazolasa az 1.
tenyésztési napon alkalmazott szinkronizaciot kovetéen. A csirkeembrio végtagtelep eredetii kondroprogenitor
sejtekbdl létrehozott micromass kultirdkat a tenyésztés 1. napjan 2 oran keresztiil 50% FBS tartalmi médiummal
lattuk el, majd a szérum-sokkot kovetd 24. és 72. 6rak kozott 8 oranként gyjtottik be a mintakat. A BMAL1 (z6ld
szaggatott vonal), CRY2 (piros szaggatott vonal), PER2 és PER3 odragének expresszidjat RT-gPCR modszerrel
analizaltuk, majd az expresszids értékeket cosinor-alapu szamitasi modszerrel szinuszoid gorbére illesztettiik és
az id6 fliggvényében abrazoltuk. A hibasdvok £SD alapjan keriiltek feltiintetésre. A relativ expresszios értékeket
abszolut kvantifikdciét kovetden a 24. 6ra mintdjanak értékeihez, illetve az YWHAZ referencia génhez
normalizaltuk. A gorbék 3 fiiggetlen (és hasonl6 tendenciat mutatd) kisérletbdl egy reprezentativ adatsort mutatnak
be.
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Hasonl6 génexpresszids mintazatokat figyeltiink meg, ha a porcdifferenciacio késébbi
szakaszaban, a tenyésztés 6. napjan alkalmaztunk szinkronizacidt. A mintak begylijtése az
el6zéekben leirtak alapjan, a szinkronizacidt kovetd 24. és 72. 6rdk kozott 8 oranként tortént
meg. Nem minden Oragén esetében volt kimutathaté a cirkadian expresszids mintdzat a
szinkronizaciot kovetd 72 ordban. Az 5.14. dbran lathatjuk, hogy csak a BMALL, CRY1 és
PER2 gének expresszalodtak a cirkadian ritmus mintazatdnak megfeleléen. A BMALL és a
CRY1/PER2 gének kozott ebben az esetben is egy 8 dranként valtakozo, antifazis-jellegii
kiilonbséget figyelhettiink meg az expresszids mintazatukban, ami ennél a kisérleti csoportnal
is a molekularis 6ra mRNS-szintli meglétére és mitkdésére utal. A hatodik napon szinkronizalt
micromass mintak cirkadian expresszios mintazatanak paraméterei az 5.2. tablazatban lettek
feltiintetve. A kontroll kulturdkban ezen vizsgalati csoport esetében is igazoltuk az 6ragének
transzkriptumainak meglétét, azonban a jellegzetes szinkronizalt expresszids mintazat nem

jelent meg.

5.2. tablazat: A molekularis ora transzkripcios faktorok gémexpressziojanak cosinor analizise. A
kondrogenikus kulturdkat a tenyésztés 6. napjan szinkronizaltuk.

BMAL1 PER2 CRY1

Akrofazis (6rak) 64,94 56,19 56,19

Periddus (6rak) 33,03 25,18 23,97
Pozitiv fazis 64,94
Negativ fazis 56,19
Fazis kiilonbség 8,75
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5.14. dabra: Az oOragének expressziojaban kialakult cirkadidan ritmus dinamikajanak abrazolasa a 6.
tenyésztési napon alkalmazott szinkronizaciot kovetden. A csirkeembrio végtagtelep eredetii kondroprogenitor
sejtekbdl 1étrehozott micromass kultirakhoz a tenyésztés 6. napjan 2 o6ran keresztiil 50% FBS tartalmt médiumot
adtunk ora-szinkronizacios céllal, majd 24 oéraval a szérum-sokkot kdvetéen megkezdtiik a mintak learatasat, amit
8 oranként megismételve a 72. oraig folytattunk. A BMALL (z6ld szaggatott vonal), CRY1 és PER2 (piros
szaggatott vonal) oragének expresszidjat RT-qPCR modszerrel elemeztiik, majd az expresszios értékeket cosinor-
alapt szamitasi modszerrel szinuszoid gorbére illesztettiik és az id6 fliggvényében abrazoltuk. A hibasavokat £SD
szerint tlintettiik fel. A relativ expresszios értékeket abszolut kvantifikaciot kdvetden a 24. 6ra mintajanak
értékeihez, az RPLPO referencia génhez normalizaltuk. A gorbék 3 fiiggetlen (hasonld tendenciaju) kisérletbdl egy
reprezentativ adatsort mutatnak be.

Habar az embrionalis végtagtelep eredeti micromass kultarak az in vitro
porcdifferenciacié széles korben elfogadott biologiai modelljeként szolgalnak, a progenitor
sejtek egy heterogén populaciot reprezentdlnak, ahol a sejtek bizonyos koriilmények kozott
elényben részesithetik az oszteogenikus iranyt differenciaciot. Ennek érdekében RT-qPCR
modszerrel megvizsgaltuk a SOX9 kondrogenikus és a RUNX2 oszteogenikus mester
transzkripcidos faktorok génexpresszidjat, az el6z0 bekezdésekben emlitett vizsgélati
idépontokban. Az expresszios értékeket a cosinor-gorbére illesztettiik, igy kiderithettiik, hogy
a vizsgalt markergének mutatnak-e a cirkadian oOrédra jellemzd oszcillacids mintazatot. A
transzkripcids faktorok elemzésekor kapott cirkadian expresszids mintazat paramétereit az 5.3.

tablazatban tuntettiik fel.
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5.3. tablazat: A kondrogenikus markerek génexpresszidjanak cosinor analizise. A kondrogenikus
kulturakat a tenyésztés 1. és 6. napjan szinkronizaltuk.

ACAN COL2A1 SOX9
1. nap
Akrofazis (6rak) 56,46 55,8 56,02
Periodus (orak) 24,08 24,5 24,32
6. nap
Akrofazis (orak) 61,49 60,81 61,82
Periodus (6rak) 22,46 28,01 23,12

Az 1. tenyésztési napon szinkronizalt primer HD kultardkban a SOX9 expresszios
adataibol szamolt cosinor-gorbén (5.15. dbra) a gén akrofazisa az 56. drara esett, ami nagyjabol
7 oras eltérést mutatott az 5.13. dbran bemutatott BMALL gén cirkadian gorbéjéhez képest.
Ezzel szemben a RUNX2 transzkripcios faktor esetében nem fedeztiink fel cirkadian mintazatot
a gén expresszids adatainak elemzésekor (5.17. dbra). A tenyésztés 6. napjan szinkronizalt
kolonidk elemzésekor a SOX9 transzkripcios adatainak cosinor-gorbére vald illesztése soran
megallapitottuk, hogy a kondrogenikus transzkripcios faktor expresszidja a porcfejlodés keésoi
szakaszaban is cirkadian mintazatot jelez (5.16. dbra), és nagymértékben fazisban van az 5.14.
abran bemutatott BMAL1 eredményeivel. A RUNX2 mRNS szintje az oszcillalo mintazat
helyett inkabb csokkend tendenciat mutatott a 6 napos kultirdk vizsgalatanal. A bemutatott
eredmények arra utalnak, hogy a korai és kés6i porcfejlodési szakaszok alatt a SOX9 és RUNX2
transzkripcids faktorok expressziojat kiilonb6z6 modon befolyasolja a molekuléris ora

mukodése.

Az aggrekan proteoglikan kozponti fehérjéjét kodolo ACAN gén expresszidjanak
cosinor-alapt analizise szintén kimutatta a cirkadian ritmus szerint valtozé mintazatot,
méghozza a korabban bemutatott SOX9 génre jellemz6 modon, mind az 1. (5.15. dbra), mind
pedig a 6. (5.16. dbra) tenyésztési napon tortént szinkronizacio esetében. A ll-es tipusu
kollagén alfa lancat kédolo COL2A1 gén a SOX9-hez és az ACAN-hoz hasonld cirkadidn
expresszios mintazatot mutatott, akar az éretlen kondroprogenitor sejteket (5.15. dbra), akar az
érett kondrocitakat (5.16. abra) tartalmazo kultirakat vizsgaltuk. A relativ expresszids adatok
alapjan elmondhato, hogy a HD kulturakban lezajlé kondrogenezis folyamata alatt a cirkadian

ora képes befolyasolni a porcfejlodés markergénjeinek expresszigjat.
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A kontroll kultarakat az els6, vagy a hatodik tenyésztési napon szérum-sokkal
szinkronizalt mintdkkal parhuzamosan hoztuk létre. A harom kondrogenikus markergén
konstans expresszidja a szérum-sokk hidnya mellett is megfigyelhetd, azonban a ritmikus
oszcillacié elmaradt (mint ahogy azt az Oragének esetében is tapasztaltuk). Mivel minden
kontroll mintdban azonositottuk a vizsgalt gének expressziojat, azonban egyik esetben sem
in vitro kondrogenikus sejtek esetében a szérum-sokk szinkronizalo hatast fejtett ki a mar

meglévo, és deszinkronizaltan miikkodo cirkadian transzkripcios ciklusokra.
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5.15. abra: A SOX9 transzkripcios faktor és a porcspecifikus extracellularis matrix komponenseit kodolo
COL2A1 és ACAN gének expressziojaban kialakulé cirkadian ritmus dinamikajanak abrazoldsa az 1.
tenyésztési napon alkalmazott szinkronizaciot kovetden. A csirkeembrid végtagtelep eredetii kondroprogenitor
sejtekbdl Iétrehozott micromass kulturakat a tenyésztés 1. napjan 2 6ran keresztiil 50% FBS tartalmii médiummal
lattuk el, majd 24 oraval a szérum-sokkot kovetéen megkezdtik a mintdk learatasat, amit 8 oranként
megismételtiink, egészen a 72. 6raig. A harom porc markergén expressziojat RT-qPCR modszerrel analizaltuk,
majd az expresszids értékeket cosinor-alap szamitasi médszerrel szinuszoid gorbére illesztettiik és az id6
fliggvényében abrazoltuk. A hibasavok +SD alapjan keriiltek feltiintetésre. A relativ expresszids értékeket abszolut
kvantifikaciot kdvetéen a 24. 6ra mintdjanak értékeihez, illetve az YWHAZ referencia génhez normalizaltuk. A
gorbék 3 fliggetlen (és hasonld tendenciat mutato) kisérletbdl egy reprezentativ adatsort mutatnak be.
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Szinkronizacio a 6. tenyésztésinapon
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5.16. abra: A SOX9 transzkripciés faktor és a porcspecifikus extracellularis matrix komponenseit kodolo
COL2A1 és ACAN gének expresszidjaban kialakulé cirkadian ritmus dinamikajanak abrazolasa a 6.
tenyésztési napon alkalmazott szinkronizaciot kovetoen. A csirkeembrio végtagtelep eredetii kondroprogenitor
sejtekbol Iétrehozott micromass kultirakat a tenyésztés 6. napjan 2 6ran keresztiil 50% FBS tartalmi médiummal
lattuk el, majd 24 oraval a szérum-sokkot kovetden megkezdtiik a mintak learatdsat, amit 8 oranként
megismételtiink, egészen a 72. oraig. A harom porc markergén expressziojat RT-qPCR moddszerrel analizaltuk,
majd az expresszids értékeket cosinor-alapi szamitasi modszerrel szinuszoid gorbére illesztettiik és az id6
fiiggvényében abrazoltuk. A hibasavok +SD alapjan kertiltek feltiintetésre. A relativ expresszios értékeket abszolut
kvantifikaciot kovetéen a 24. 6ra mintajanak értékeihez, illetve az RPLPO referencia génhez normalizaltuk. A
g0rbék 3 fliggetlen (és hasonld tendenciat mutatd) kisérletbdl egy reprezentativ adatsort mutatnak be.
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5.17. abra: A RUNX2 oszteogenikus transzkripcids faktor génexpressziojaban kialakulé cirkadian ritmus
dinamikajanak abrazolasa. A csirkeembrio végtagtelep eredetli kondroprogenitor sejtekbdl 1étrehozott high
density kulturakat a tenyésztés 1. vagy 6. napjan 50% FBS tartalmi médiummal lattuk el, hogy szinkronizaljuk a
sejtek cirkadian orajat, majd 24 o6raval a szérum-sokkot kdvetden megkezdtiik a mintak learatdsat, amit 8 éranként
megismételtiink, egészen a 72. oraig. A csontdifferencidciés markergén expressziojat kvantitativ RT-PCR
modszerrel analizaltuk és id6fliggés mellett abrazoltuk. A hibasavok +SD alapjan keriiltek feltiintetésre. A relativ
expresszios értékeket abszolut kvantifikaciot kovetden a 24. 6ra mintdjanak értékeihez, illetve az YWHAZ
referencia génhez normalizaltuk. A gorbék 3 fiiggetlen (és hasonld tendenciat mutato) kisérletbdl egy reprezentativ
adatsort mutatnak be.
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6. MEGBESZELES

6.1. A DNS metilacio6 molekularis résztvevéinek vizsgalata az in vitro

porcfejlddés soran

Az epigenetikai szabalyoz6 folyamatok kozé sorolhatdé DNS metilacié rendkiviil fontos
szereppel bir az iziileti porcot érintd elvaltozasok és betegségek kialakulasaban [181]. Az elmult
években szamos tudomanyos publikacio jelent meg, melyek alatamasztottak, hogy az egyik
leggyakoribb porcdegeneracidval jar6 megbetegedés, az OA kialakuldsahoz hozzajarulnak a
kiilonb6z6 porcmarkereket kodold gének metilacids profiljaban bekdvetkezd valtozasok. OA-
ban szenvedd betegek csip6iziiletébdl izolalt kondrocitak vizsgalatakor a SOX9 gén promoter
régidja fokozott metilaciot mutatott [97]. Ez az eredmény megfeleld korrelacidban volt a mar
korabban megfigyelt SOX9 génexpresszids csokkenéssel, amelyet OA betegekbdl szdrmazo
porcsejtek molekularis bioldgiai szintli vizsgalata soran allapitottak meg [182]. Az OA
patogenezisének tanulméanyozésa soran szintén leirtdk, hogy a folyamat kezdetén a COL2A1
génszintl kifejezddése, illetve a matrix szintézisének mértéke szignifikans emelkedést mutatott
[183] [184]. A COL2A1 génexpressziojanak bioinformatikai szint(i analizise soran
megallapitottak, hogy ezen porcspecifikus ECM komponens az OA soran hipometilaciot,
ezaltal fokozott expresszids aktivitdst mutatott [185]. Az eléz6ekben leirt metilacios
mintazatokat vizsgalo kutatasok tehat alatamasztjak azt a feltételezést, hogy az iziileti porc
be a DNS metilacio, ugyanis ezen epigenetikai szabalyoz6 folyamat képes befolyasolni a

porcszovet kialakitasdban meghatarozott szerepet betoltd gének expresszios szintjét.

A kozeljovoben a DNS metilacio igéretes terapids célpontként szolgalhat szamos iziileti
rendellenesség (tobbek kozott az OA) kezelésében és megeldzésében [186] [187]. A
regeneracios medicina egyik legkedveltebb és legatfogobban kutatott modszere az Ossejt-
terapia, ezért természetesen az iziileti porc elvaltozasaval jar6 megbetegedések kezelésénél is
nagy hangsulyt fektetnek a mezenchimalis sejtek felhasznalési lehetdségeinek feltérképezésére.
Az utdbbi években el6térbe keriilt a porcfejlodés epigenetikai szintli szabalyozasanak
megismerése, kiilonosképpen a kondrogenezis legkorabbi fejlodési stadiumara jellemzo
differencialatlan dssejtek vagy porcprogenitor sejtek DNS metildcidos mintdzatanak
tanulmanyozasa [188]. A metilacios szint célzott megvaltoztatasa adott fejlodési stadiumban

akar az Ossejtek terapias célu felhasznalasat, vagy akar a degeneracidés folyamatok
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visszafordithatosagat is eredményezheti. Kisérleteink célja az volt, hogy kiilonb6zo egér
eredetli kondrogenikus modellek felhasznalasaval feltérképezziik a DNS metilacio jellegzetes
szabalyoz6 enzimeinek MRNS-szintli expresszidos mintdzatat a porcfejlodés kiilonb6zo
stadiumai alatt, tovabba megfigyeltiik a DNS metilacié gatlasat el6idézo 5-azaC kezeldanyag

kondrogenezisre kifejtett hatasat.

Vizsgalataink elsé 1épéseként C3H10T1/2+BMP-2 sejtvonal eredetii sejtekbdl
porcosod6 micromass kulturakat hoztunk 1étre, majd a kultarakat az in vitro porcdifferenciacio
kiilonbozo fejlodési stadiumainak megfelelden meghatarozott tenyésztési napokig tartottuk
fent, ezt kovetéen PCR array moédszerrel elemeztik a kivalasztott gének mRNS szintli
expresszigjat. El0szor is meggy6zddtiink arrdl, hogy mintdinkban megfelelé mértékben és
titemben zajlott le a porcfejlodés, ennek okan leellendriztiik szamos oszteo-kondrogenikus
markergén expresszidjanak idofliggésen alapuld valtozasat. A laboratoriumi koriilmények
kozott zajlo porcdifferenciacio 3 jellegzetes fejlodési szakasszal irhato le. A 0. és 3. tenyésztési
napok kozott az tigynevezett proliferacios €s migracios szakaszrdl beszélhetiink, amikor is a
micromass kultirdkban féleg kondroprogenitor sejtek és korai kondroblasztokat taldlunk, a
sejtek intenziv osztodason esnek at, és migracio révén nodulusokat vagy sejttomoriiléseket
hoznak 1étre. A 3. és 6. tenyésztési napok kozott zajlik a differenciacids szakasz, ekkor mar
féleg kondroblasztok és (az 1d6 elére haladtaval egyre nagyobb szamban) érett kondrocitak
alkotjdk a HD kultarakat, a sejtek mar csak minimalis mértékben vagy egyaltalin nem
osztddnak, a hangstly az érett és differencialodott sejtek kialakuldsa mellett az érett sejtek altal
termelt nagy mennyiségli porcspecifikus ECM Iétrehozasan van. A 6. tenyésztési naptol
megkezdddik a hipertrofias szakasz, melynek soran az érett kondrocitdk fokozatos hipertrofias
atalakulasa mellett egyre intenzivebb kalcifikacié figyelheté meg a kulturakban, igy tehat in
vitro koriilmények kozott modellezhetjiik az enkondralis csontosodas folyamatat [47] [49]. A
PCR array eredményeivel bizonyitottuk, hogy a kondrogenikus ¢és oszteogenikus markergének
expresszios mintazata nagy atfedést mutat a laboratoriumunk munkatarsai altal korabban
publikdlt eredményekkel, amelyben ugyanezen markerek transzkripcids szintjeit
konvencionalis PCR-rel vizsgaltuk tobbek kozott C3H10T1/2+BMP-2 sejtvonal eredet
micromass kulturakban [52]. Kisérleti eredményeink alapjan elmondhattuk, hogy a
porcspecifikus ECM fehérje komponenseit kodolo Col2al és Acan gének [189] a 15 napos
tenyésztési idOszak alatt el6szOr az 5. napig fenntartott mintdkban mutattak szignifikans
expresszios emelkedést. Ez varhato volt, hiszen a metakromaziat mutaté, GAG-okban gazdag

porc-ECM a rutin porcdfifferenciacidos tenyésztés soran elészor a 3. tenyésztési naptol
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kezddédden figyelhetd meg a HD kultarakban. Az oszteogenikus markerek analizisével tovabba
azt is megallapitottuk, hogy a hipertrofids szakaszra jellemz6 molekuléris szintii atalakulast
eloszor a 10. tenyésztési napig fenntartott mintakban sikeriilt meghatadroznunk, ettdl a naptol
figyeltilk meg a vizsgalt markergének upregulaciojat, ami szintén korreldciot mutat a korabbi

irodalmi adatokkal [52].

Miutan génexpresszios szinten igazoltuk, hogy a sejtvonal eredetli micromass kulturak
valdban atestek az in vitro porcfejlédés folyamatan, a mintakat tovabb elemeztiik a PCR array
modszerével. Szamos markergén expresszidjat megvizsgaltuk, melyek az epigenetikai
szabalyozasi folyamatok fontos enzimeiként vannak szamontartva. Kutatasunk kdzéppontjaba
a DNS metilaciot allitottuk. A metilald, illetve demetildld enzimek kozil harom Kkeriilt
kivélasztasra részletes analizis céljabol, nevezetesen a Dnmt3a, Tetl és Ogt. A harom megjeldlt
markergén kiegyensulyozott egyiittmiikodése biztositja a megfeleld genomi szintli metilacios
statuszt. A DNS metiltranszferazok koziil a DNMT3B enzimrél mar korabbi kutatasok is
megallapitottak, hogy fontos szereppel bir a végtagok normalis fejlodése, illetve a hipertrofias
kondrocitak érése soran [85]. A DNMT3B szintén hozzajarul a posztnatalis iziileti porc
sejtszintli metabolikus folyamatainak szabalyozasahoz [190]. A rendelkezésre allo irodalmi
adatok alapjan azt vartuk, hogy a Dnmt3a és Dnmt3b markerek a kondrogenezis késébbi
fejlodési szakaszaiban fognak upregulaciot mutatni. A PCR array eredményei alapjan késziilt
hotérkép jol abrazolta, hogy a két de novo metiltranszferaz RNS szintje a porcfejlodés érési és
hipertrofids fazisdban emelkedett meg szignifikdns mértékben. A DNS metilacid egy
reverzibilis folyamat, a visszafordithatésaghoz a TET enzimek jarulnak hozza. Kisérleteink
soran ezeknek a metilacios markergéneknek az expressziojat is megvizsgaltuk, ugyanis az
utobbi évek alatt bebizonyosodott, hogy kulcsfontossdgu epigenetikai szabdlyozo szereppel
birhatnak a porc fejlddése soran. Habar a Tetl-géncsendesités csak mérsékelt elvaltozasokat
okozott a vizsgalatokhoz hasznalt transzgenikus laborallatok mozgasi szervrendszerében, az in
vitro kisérletek eredményei azonban szignifikans cs6kkenést jeleztek a Col2al és Acan gének
expresszios szintjében [96] [191] [192]. A TET enzimek tér- és idébeli eloszlasaval
kapcsolatban el6z6leg mar azt is leirtak, hogy az enzimcsaladba tartozo fehérjék koziil a TET1
volt az egyediili, amely az egérembriok fejlddo csigolyaiban a kondroprogenitor sejtekben €s a
hipertrofids transzformacid jeleit mutatd érett kondrocitdkban is kifejez6dott, azaz az
embriondlis kondrogenezis teljes folyamata alatt, az embri6 14,5 és 16,5 napos fejlodési
stadiumai kozott. Annak ellenére, hogy a TET2 fehérje az 0sszes vizsgalt embrionalis napon

(E12.5, E14.5, E16.5, E18.5) expresszalodott, tehat a porcfejlédés altal érintett napokon is, a
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legmagasabb expressziot a 12,5 napos embriorol késziilt metszet mutatta, amikor a fejlédé porc
még csak primordidlis stddiumban van jelen. Ezzel szemben a TET3 enzim csupan az
oszteogenezis kezdeti szakaszaban, a 18,5 napos embrionalis stadium alatt adott pozitiv jeleket
az immuncitokémiai vizsgalatok soran [89]. Az altalunk bemutatott PCR array eredmények és
az eldzodleg leirt fehérje-expresszion alapulo vizsgalati eredmények kozott nagyfokt atfedést
fedeztiink fel, mivel a Tetl, Tet2 és Tet3 RNS-szintli expresszids aktivacidjat az in vitro
kondrogenezis érési €s hipertrofias szakaszaiban figyeltiik meg. A TET enzimek molekularis
partnerét kodolo OGT egy gyakori poszttranszlaciés modosulas, az O-GlcNAcilacid egyik
szamos human patologias esetben, igy az OA kialakulasa soran is leirtak, ahol a porcspecifikus

fehérjéknél mért poszttranszlacios modosulas fokozodasat, ezzel parhuzamosan pedig az OGT

crer
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az inzulin-indukalt kondrocita differenciacido szoros kapcsolatban allt az OGT fokozott
szintézisével és ezaltal a fehérjék O-GlcNAcilacids szintjének megemelkedésével, tovabba a
modositott fehérjék akkumulacidja indukalta a porcfejlédési folyamatokat, az ECM
atrendezddését, és a prehipertrofias porcsejtek megjelenését [91]. Az OGT miikodésérdl ezen
feliil azt is megallapitottak, hogy szoros szabalyozasi kapcsolatban all a TET enzimekkel,
kiilonosen a TET1 enzimmel, ugyanis képes stimulalni a TET1 katalitikus aktivitasat [80]. Ezen
irodalmi adatok alapjan az OGT expresszios szintjének megemelkedését az in vitro porcfejlodés
utolsé harmada, a hipertrofias transzformaci6 szakasza alatt vartuk. A PCR array hétérképén
megfigyelhettiik, hogy a vizsgalt enzim RNS szintli upregulacidja a 10. tenyésztési napon
kezd6dott meg, de a legnagyobb mértékii ndvekedést a 15. tenyésztési napon mutattuk ki. A
fentebb vazoltak alapjan megallapithatd, hogy megfeleld egyezést talaltunk az altalunk vizsgalt
C3H10T1/2+BMP-2 sejtvonal kondrogenikus differencialtatasa soran latott génexpresszios

mintdzat €s a porcosodast vizsgalo egyéb modellekben leirtak kozott.

A tovéabbiakban kvantitativ PCR segitségével részletesebb analizisnek vetettiik alad a
DNS metilacioval asszocialt harom marker RNS szintli expresszidjat. A sejtvonal eredetii
porcosodé mintakat ennél a vizsgalati tipusnal isa 0., 5., 10. és 15. tenyésztési napokig tartottuk
fent. A kvantitativ expresszios mintazatok nagy atfedést mutattak a PCR array eredményeivel.
A Dnmt3a és Tetl gének mar az 5. tenyésztési napon szignifikans expresszidos ndovekedést
jeleztek, azonban a legmagasabb expresszios csucs a 10. tenyésztési napon figyelhetd meg

mindhdrom gén esetében, mig a 15. tenyésztési napon mar alacsonyabb mértékii upregulaciot
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lattunk, tehat a késoi hipertrofias szakaszra a vizsgalt gének transzkripcios aktivitasa csokkend

tendenciat mutatott.

A sejtvonal eredetii HD kulturak elemzése soran kapott eredmények validalasa
érdekében primer porcosodd micromass kultirdkban is megvizsgaltuk a Dnmt3a, Tetl és Ogt
transzkriptumok mennyiségi valtozasat az in vitro porcfejlédés folyamata alatt. A kulturakat
11,5-napos egérembriok végtagtelepeibdl izolalt kondroprogenitor sejtek nagy stirtiségben valo
kicseppentésével hoztuk létre [193]. Az RT-gPCR eredményeinek analizise soran a Dnmt3a
expresszios szintje kozepesen magas emelkedést mutatott a 3. tenyésztési napon, azaz a
kondrogenikus sejtek porc iranyt elkdtelezodésének idészaka alatt, majd a kondrogenezis elére
haladtaval fokozatos csokkenést lattunk az atirt RN'S mennyiségében. Az Ogt konstans szinten
expresszalodott, egyediil a tenyésztés 15. napjan figyelhettiik meg szignifikans csokkenését. A
Tetl expresszioja az eldzd két markerhez képest erdteljes upregulaciot jelzett a porcfejlédés
teljes szakasza alatt, a legmagasabb transzkript szinteket az osztddas és az elkotelezodés fazisai
alatt mutattuk ki. Fontos megemliteni, hogy a sejtvonal eredetii €s a primer micromass kulturak
eltérd litemll és dinamikaja porcfejlédést mutathatnak. A laboratériumunk munkatarsai altal
kozolt eredmények jol tiikrozik ezt a kiillonbséget, ugyanis kimutattak, hogy a primer porcosodo
kultarakhoz képest a sejtvonal eredetli porckulturdk sok markert a tenyésztési iddben lemaradva
(1-2 tenyésztési napnak megfeleld kiilonbséggel) expresszaltak, illetve a metakromazias
festéseknél is jol észrevehetdé volt a gyengébb és lassabban kialakuld jellegzetes ECM
termel6dés a primer mintdkhoz viszonyitva [52]. A jelenség egyik magyardzata a
differencialodo sejtek eltérd migracios képességében kereshetd: az egérembrid végtagtelep
eredetli kondroprogenitor sejtek a korai porcdifferenciacié alatti kondenzacios 1épésnél egyiitt
maradtak és ezaltal jol elkiilonitheté prekondrogenikus nodulusokat hoztak létre a primer
micromass kulturaban, mig a sejtvonal eredetii HD kulturak periférias sejtjei extrém migraciot
mutattak. Megjegyzend6 tovabba, hogy a primer kultirak esetében az izolalt sejtek bizonyos
szinten elkdtelezddtek a porc iranya differencidcio felé, igy azok a kicseppentés napjan mar
kondroprogenitor sejteknek tekintendék. Ezért a primer kultirakban gyorsabb litemben mehet
végbe az in vitro porcfejlédés a sejtvonal eredetii kultirakhoz képest. Fontos még hozzatenni,
hogy a primer porckulturdk egy heterogén sejtpopulaciot reprezentalnak, amelyben kis szdmban
eléfordulhatnak fibroblasztok is, tehat ez a tulajdonsag is hozzajarulhat a két modell kozotti

molekularis kiillonbségekhez.

Kovetkezd 1épésként szerettiik volna megvizsgalni az altalunk kivalasztott harom

crer

epigenetikai markergén mRNS szintii expresszidjat in situ hibridizaciés technikaval. Ehhez 15
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napos teljes egérembriokbol kriosztatos metszési eljaras segitségével metszeteket hoztunk 1étre,
¢és specifikus RNS-probakat alkalmaztunk, hogy detektalhassuk a kivalasztott transzkriptek
jelenlétét az embrid kiillonbozd szoveti teriiletein. A vizsgélatainkhoz hasznalt embri6 korat a
porc fejlédésének stddiumai alapjan hataroztuk meg, melyet Rafipay €s munkatarsai mar
korabban leirtak [194]. Kutatasaik soran megallapitottak, hogy az egérembrid fejlodo
végtagjainak porc és csont elemei a 12,5 és 16,5 napos embrionalis fejlodési napok kozott
alakulnak ki. Az els6 porc irdnyu differencidciot mutato teriileteket a 12,5 napos embri6é mellsd
végtagjaiban mutattak ki, mig az enkondralis csontképzddést megel6z6 porcmineralizéciora és
a csontképzddés megindulasara specifikus szovettani festési eljarasaként ismert alizarin voros
csak a 15,5 napos embridban valt eldszor felismerhetdvé. Ezen informaciok alapjan a 15 napos
embriot valasztottuk ki a DNS metilacioval kapcsolatos vizsgalataink szempontjabol
legmegfelelobb fejlettségi szintnek. Ebben a fejlddési stadiumban az érett hialinporcot alkoto
kondrocitak kdnnyen azonosithatdak, emellett a kondrocitdk kozel azonos fejlettségi szintet €és
tulajdonsagokat mutatnak a 6 napos primer porcosodé micromass kultardkban talalhato
kondrocitakkal. Az in situ hibridizacié eredményei nagy atfedést mutattak az RT-qPCR
eredményeivel. A legfontosabb hasonlosag a két molekularis biologiai modszer eredményei
kozott az volt, hogy mindkét esetben a Tetl mutatta a legerdteljesebb expressziot a 3
epigenetikai marker koziil. A Tetl oszteo-kondrogenikus differenciacioban betdltott
szignifikans szerepét mar kisérletes eredményekkel is alatamasztottak: az epigenetikai faktor
specifikus génszintl kiiitése negativ hatast gyakorolt a mutans egerek csontvazanak fejlédésére,
a vizsgalt laboratoriumi allatokban nodvekedési rendellenességeket okozott, vagy akar
embrionalis letalitashoz is vezethetett [81]. A Tetl géncsendesitése az ATDCS sejtvonal eredetii
kondroprogenitor sejtekben szintén negativan befolyéasolta a sejtek kondrogenikus iranyu
figyeltek meg, ugyanis a Tetl downregulacidja kdvetkezményeként szamos porcmarker, igy a

I1-es tipust kollagén expresszioja is lecsokkent [191].

A DNS metilacioval asszocialt faktorok normal in vitro porcfejlodés alatt bekovetkezett
expresszids valtozasai mellett azt is megvizsgaltuk, hogy a DNS metilaciot gatlo 5-azaC
kezeldanyag hogyan befolyasolja a még éretlen kondroprogenitor sejtek, illetve az érett
kondrocitak porcdifferenciacios képességét. A korabban megjelent publikaciok alapjan a
vegyliletet 10 uM-os végkoncentracioban alkalmaztuk [195] [196] [197]. Habar az altalunk
valasztott koncentracid Otszor nagyobb mértékii volt, mint a Duan és munkatarsai altal

alkalmazott koncentracio, akik szintén az 5-azaC hatasait vizsgaltdk human eredetii érett
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kondrocitakon [198], ennek ellenére az egérembrié végtagtelep eredetli primer micromass
kultarak kondrogenikus sejtjei az ¢letképességi teszt eredményei alapjan jol toleraltak a
kezelést. A sejtproliferacios teszt eredményei szerint a gatloszer hatassal volt az in vitro
kondrogenezis korai proliferacios és késoi differenciacids szakaszaira is, azonban az 5-azaC
drasztikusabb mértékben befolyasolta a korai stadiumot, ahol a tenyésztés els6 harom napja
alatt alkalmazott kezelés extrém mértékli csokkenést idézett eld a kondroprogenitor sejtek

osztodasi képességében.

Az 5-azaC kezel6anyag porcfejlodésre kifejtett hatasait tobb kutatocsoport is vizsgalni
kezdte az elmult években. A human csontveld eredetii mezenchimalis Gssejtek és a zsirszovet
porcfejlodést a kisérleti modellekben, illetve a zsirszovet eredetli Ossejtek esetében a
sejtproliferacios aktivitast is fokozta. [199] [200]. A human csontvel$ eredetli Ossejtek
multipotens jellege valtozd tendencidt mutatott a kezelés szaménak fiiggvényében: egyszeri
adagolast kovetden a sejtek még megdrizték multipotencidjukat, azonban a kezeldanyag
ismétlddé hozzdadasa kovetkeztében a sejtek differencidcios potencidlja lecsokkent, ezzel
parhuzamos pedig megnétt az 6ssejtek kondrogenikus iranyt elkotelez6désének mértéke [201].
Egy masik tanulmanyban azonban azt irtak le, hogy a még differencidlatlan human csontveld
eredetli Ossejtekbdl 1étrehozott porcosodd sejtkultirdkban lecsokkent a kondrogenikus
markergének expresszios szintje az 5-azaC kezelést kovetden, melyet 24 vagy 48 oran keresztiil
alkalmaztak az in vitro porcfejlédés alatt [102]. Az elébbiekben felsorolt, egymasnak
ellentmond6 kisérletes adatok, illetve az éaltalam bemutatott 5-azaC kezeléssel kapcsolatos
eredmeények jol érzékeltetik, hogy a DNS metilacios gatloszerrel valdo munka soran nem csupan
iddtartama ¢és iiteme is fontos paraméter, illetve a bioldgiai modellhez felhasznalt sejtek
differenciaciés allapotaval is szamolni kell [202]. Az egérembrié végtagtelep eredetii
kondroprogenitor sejtekbdl 1étrehozott micromass kultirakban az 5-azaC eltér hatast fejtett ki
attol fliggben, hogy a kezel6anyagot melyik porcdifferencidcios szakaszban és milyen
fejlettségi szintli porcsejteknél alkalmaztuk az in vitro hialinporc-fejlédés soran. A Sox9,
Col2al és Acan porc markergének expresszioja szignifikansan csokkent, amikor az 5-azaC-t a
kondrogenezis korai proliferacios stadiuma alatt (a tenyésztés 1. napjatdl, 72 Oran at)
hipermetilaciot, ami azt jelenti, hogy a kezelés nem kozvetleniil ezeken a célpontokon keresztiil

befolyasolta az expressziés mintazatok alakulasat. Feltételezhetjiik, hogy az 5-azaC olyan
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represszor fehérjéket kodold géneket aktivalt, amelyek hozzajarulnak a harom porcmarker
downregulaciojahoz. Emellett az 5-azaC korai differenciacios stadiumban észlelt jelentds
proliferacio-gatlo hatasat is szem eldtt kell tartani, amelynek genetikai/metilacios hatterét
azonban nem vizsgaltuk jelen kisérleteink soran. A porcfejlodés késobbi, azaz differenciacios
szakasza alatt alkalmazott DNS metilacio-gatlas (a tenyésztés 3. napjan inditott, 72 éran at tartd
5-azaC kezelés) ellentétes hatastinak bizonyult, ugyanis a kezeldanyag pozitivan hatott a S0x9
¢és Acan gének expressziojara, ¢s fokozta azok transzkripcidjat. Bizonyitottuk, hogy az RT-
gPCR eredményei alapjan kimutatott upregulacié a két gén promoter régiojaban bekovetkezett
hipometilacié miatt jott 1étre. Ezaltal megallapitottuk, hogy a DNS metilacio képes kdzvetlen
moddon iranyitani a kondrogenezis kulcs faktorainak transzkripcids aktivitdsat, kiilondsen a
differencialt porcsejtek esetében. Az 6.1. abran 6sszefoglaltuk az 5-azaC kezelés €s az in vitro

porcfejlédés kapcsolatat és dinamikéjat leiré eredményeinket.

0.-1. tenyésztési nap 2.-3. tenyésztési nap 4.-6. tenyésztési nap
&& @ Differenciacio, 0 Q
Porc-specifikus
Migracio, proliferacio és extracellularis matrix
aggregacio termelés o
Végtagtelep-eredeti Kondrogenikus Erett porc
kondrogenikus progenitor sejtek kondenzacio

+5-azaC: 1.-4. tenyésztési nap

Sox9 | +5.azaC: 3.-6. tenyésztési nap
Acan | Sox8 ¢
Col2af | Acan1
Kondregenezis | Coi2af ~
Kondrogenezis ~

.....

illetve a DNS metilaciét gatlo 5-azacitidin kezelések kozotti kapcsolatot bemutaté kisérletes tapasztalatok
oOsszesitett abrazolasa. A kondrogenikus markerek (Sox9, Acan, Col2al) génszintii expresszios szabalyozésat az
elsé naptol inditott 72 oras kezelés gatolta, emellett a metakromazias szdvettani festés esetében csokkent
extracellularis matrix-termel6dést lattunk, igy a porcfejlodés folyamatat dsszességében negativan befolyasolta a
kémiai modulécio. A 3. naptdl inditott, 72 6ran at tartd kezelés upregulélta két vizsgalt gén expresszidjat, azonban
a micromass kultarak szdvettani festésénél nem tapasztaltunk jelent6sebb valtozast.

Jovébeli terveink kozé tartozik, hogy a normal in vitro porcosodasi folyamat, illetve az
5-azaC kezelés porcdifferenciaciora kifejtett hatdsait genom-szintli metilacids analizisek és
RNS szekvenalas altal tovabb vizsgaljuk, a bioinformatikai adatok alapjan pedig

létrehozhassunk egy, a kondrogenikus sejtekre specializalt metilom-szintli adatbazist. A
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tovabbiakban az egérembrio eredetii micromass kulturak mellett human eredetii mintak
feldolgozasabol szarmazd eredményekkel is szeretnénk alatdmasztani a DNS metilacio

szabalyozasanak fontossagat, illetve pontositani az 5-azaC gatldészer hatdismechanizmusat.

6.2 A cirkadian 6ra molekularis résztvevoinek vizsgalata az in vitro porcfejlodés

soran

A cirkadidn O6ra fontos szereppel bir az érett porcszovet homeosztazisanak
komponenseit 1étrehozé faktorok oszcillaléo expresszids mintazatat is [137] [139] [203] [204].
Mindezek mellett mar az is bizonyitott, hogy a kondrocitdkban mitkodo periférias cirkadidn ora

megzavarasa oszteoartritiszre jellemz6 fenotipushoz vezet [136] [153].

Kisérleteink célja az volt, hogy egy jol ismert és széles korben elfogadott in vitro
kondrogenikus modellben kimutassuk az alapvet6 fontossagli oragének meglétét és cirkadian
oszcillaciot mutatd expresszids mintazatat, illetve hogy megvizsgaljuk az draszinkronizacio in
vitro porcfejlédés folyamatara kifejtett hatasat. A periférias oOra jelenlétét és miikodését mar
részletesen jellemezték az érett porcsejtekben [205] [206], azonban az in vitro kondrogenezis,
és kifejezetten annak korai fejlddési szakaszara jellemz6 kondroprogenitor sejtek szinkronizalt
cirkadidn 6ra-miitkodését eddig még sehol sem irtdk le. Szintén elsOként tudtuk demonstralni
harom alapvetd fontossagi kondrogenikus markergén (SOX9, COL2A1, ACAN) cirkadian
expresszios mintazatat, melyet az in vitro porcfejlédés korai és kés6i szakaszai alatt egyarant

vizsgaltunk.

Széles korben ismert, hogy az ex vivo mdédon tenyésztett és fenntartott sejtek megorzik
a sejtszintli molekularis 6ra miikodését [207]. Azonban mivel az immortalizalt sejtvonalak sok
esetben csokkent szdvet-specifikus funkcioval és megzavart fenotipussal jellemezhetdek,
kisérleteinkhez egy primer porcosodd micromass sejtkultura-alapu modellt valasztottunk,
amelyet csirkeembriok végtagtelepeibdl izolalt mezenchimalis sejtekbdl hoztunk 1étre [49]. A
6 napon at tartd tenyésztési periodus alatt a kondroprogenitor sejtek porcspecifikus ECM
termelésére képes kondroblasztokka és érett kondrocitakka differencialédnak, mikdzben maga
az ECM termelddése a 2-3. tenyésztési napokon indul meg [208]. Célunk az volt, hogy
megvizsgaljuk a molekularis 6ra szinkronizalt génexpressziés mintazatanak jelenlétét az in

vitro kondrogenezis korai és késoéi differenciacios szakaszai alatt. A cirkadian ora
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szinkronizaciojat szérum-sokkal idéztik el6, melyet a tenyésztés 1. vagy 6. napjan

alkalmaztunk a primer micromass kultaraknal.

Az 1. tenyésztési napon szinkronizalt HD kulturak analizisébdl szarmazo eredmények
szerint a korai porcfejlédés stadiuma alatt mar a kondroprogenitor sejtek és az azokbol
differencial6do korai kondroblasztok is expresszaljak az 6sszes alapvetd fontossagu cirkadidn
ora-specifikus gént, emellett mindegyik gén expresszidja egy szinkronizalt, ritmikus mintazatot
kovetett. A molekularis ora szinkronizalt mikodése alatt egy 8-6ras iddtartamot mutatod
ritmikus oszcillaciot tapasztaltunk a BMALLI 4ltal iranyitott pozitiv vagy génaktivacios fazis, és
a CRY2-PER2-PERS altal iranyitott negativ vagy gatlo visszacsatolas fazisa kozott. A felnott
mezenchimalis dssejtek (mint példaul a csontveldi vagy zsirszoveti dssejtek) szintén alkalmas
modellek arra, hogy a cirkadian ora szinkronizacidjat hormondlis vagy novekedési faktorok
altal el6idézett szignal (példaul szérum-sokk) altal vizsgaljak [209]. Habar az embrionalis
Ossejtekben szintén igazoltdk a molekularis 6ra markereinek expressziojat, az oOra
mikodoképességét és funkcidjanak meglétét nem tudtak alatimasztani [120]. Az embrionalis
Ossejtek szivizomsejtekké vald differencidltatdsa soran azonban sikeriilt bizonyitani a
funkcioképes molekularis ora és ezaltal a cirkadian ritmus meglétét [120]. A primer micromass
kultarak 1étrehozasahoz felhasznalt mezenchimalis sejteket fiatal (4 napos) csirkeembriok
végtagtelepeibdl izolaltuk, ezért valoszinlisithetd volt, hogy a sejtek cirkadidn molekularis 6rdja
mar mikodésre képes, emellett az ora molekularis jellemz6i megegyeznek a felndtt

mezenchimalis sejtek esetében leirt tulajdonsagokkal.

Az érettebb differenciacios stadiumban 1év6 (6 napos) és szérum-sokk segitségével
szinkronizalt micromass kultirdkban az el6z6 bekezdésben leirtakhoz hasonlo transzkripcids
mintazatot figyelhettiink meg. A 7 vizsgalt 6ragén koziil nem sikeriilt mindegyiknél leirni a
szinuszoid-alaku ritmikus expresszids mintazatot a 72 oran at tartd vizsgalati idétartam alatt. A
pozitiv szabalyozé BMALL és a negativ szabalyozo PER2/CRY1 expresszios mintazata azonban
8 oranként valtoz6 fazisos oszcillacidt mutatott, amely egy mRNS szinten jol miikodo
molekularis ora jelenlétére utalt. Meglepd modon, az elsédleges pozitiv szabalyozé CLOCK
gén expresszidjat nem tudtuk igazolni a csirke kondrogenikus sejtekben. Hogy ennek faj vagy
sejtspecifikus oka van, tovabbi vizsgalatokat igényel. A felsorolt eredmények azt igazoltak,
hogy az éretlen mezenchimalis sejtek mellett az érettebb ¢és elkotelezett, porcspecifikus ECM
termelésére képes kondroblasztok és korai kondrocitak is rendelkeznek egy jellegzetes és
megfeleléen funkcionalé molekularis cirkadian 6ramiivel, melynek meglétét egyébirant mar

bizonyitottak in vitro koriilmények kozott tenyésztett érett kondrocitakban [204].
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Vizsgalatainkkal alatamasztottuk, hogy mind a korai, mind pedig a kés6i primer porcosodo
micromass kultirdk periodikus dinamik4ju cirkadidn ritmusanak jellemzdi nagy hasonlosagot
mutattak a felnétt mezenchimalis dssejtekben, illetve érett kondrocitdkban leirt irodalmi

adatokkal [209] [210] [211].

Kutatasunk egyik kulcsfontossagu eredményeként mutattuk be, hogy a legfontosabb
kondrogenikus transzkripcios faktor (SOX9), illetve két porcspecifikus ECM komponens
(COL2A1 és ACAN) génszintii expresszidja szinkronizalt, ritmikus mintazatot mutatott a primer
porcosodé micromass kultardkban alkalmazott szérum-sokkot kovetéen. A porcszovet
markergénjeinek ritmikusan valtoz6 kifejezddését eddig még csak a cirkadidn oOra
legalapvetobb kulcsingerének, a fény és sotétség ciklusos alkalmazasa mellett vizsgaltak.
Patkanyokbdl ¢és egerekbdl izolalt porcmintdkban sikeriilt meghatarozni a cirkadidn ora
markereinek mRNS szintli expressziojat, emellett a fény/sotét inger valtakozasa altal kivaltott
szinkronizaci6 kovetkeztében tobbek kozott a SOX9, a COL2A1 és az ACAN gének ritmikusan
oszcillalo expresszidjat is igazoltak [137] [212]. A cirkadian 6ra miikodését a fény/sotét inger
mellett szamos kiils6 faktor befolyasolhatja, egyebek kozott a tipanyag bevitele és mennyisége,
a kornyezeti héstimulusok, illetve a mechanikai ingerek. Fontos tovabba azt is megjegyezni,
hogy a cirkadian ora porcfejlédésre kifejtett szabalyozé mechanizmusarol még kifejezetten
csekély kisérleti adat all rendelkezésre. A laboratériumunk altal bemutatott publikacié az elsd
olyan Kkisérletes tanulmdny, amely leirja ezen porcmarkerek géntermékeinek ritmikus
expressziojat az in vitro porcfejlodés folyamata alatt szérum-sokkot kovetden, kiilonds
tekintettel a korai kondrogenezisre [213]. Az eddigi tudomanyos adatok alapjan human
mezenchimalis sejtekben egyediill a SOX2 pluripotencia faktorral kapcsolatban irtak le
oszcillalo expressziés mintazatot a szérum-sokkal vagy dexametazon-kezeléssel kivaltott

szinkronizaciot kovetden [209].

Kisérleteinkkel a cirkadian génexpresszids mintazatok megallapitdsa mellett azt is
bizonyitottuk, hogy az elsd tenyésztési napon alkalmazott szérum-sokk kdvetkeztében a primer
porcosodd micromass kultarak porcsejtjei a 6. tenyésztési napra erételjesebb és nagyobb
mennyiségli porcspecifikus extracellularis matrixot termeltek. Ezt a mikroszkopikus szinten
kifejezodott folyamatot mRNS szinten, a SOX9, COL2A1l és ACAN porc markergének
expresszios valtozasainak analizise soran is megfigyelhettiik. A porcfejlodés korai szakasza
alatt alkalmazott szérum-sokk tehat stimulalé hatassal birt a kondrogenezis folyamatara. Ez a
jelenség egyértelmiien a szérum-sokk molekuldris 6ra szinkronizaciojat eldidézo hatasanak volt

koszonhetd, mivel a longdaysin (LDS) kezeldanyag €s a szérum-sokk egyiittes alkalmazasat
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kovetéen nem tapasztaltunk fokozott porcfejlodést és porcosodasi hajlamot, sem a
metakromdzids festési eljarassal, sem pedig a génexpresszids vizsgalatokkal. Az LDS képes
megnyujtani a cirkadidn periddusokat, amelyet az dramiikddésben részt vevo és a PER fehérjék
stabilitasaért felelés kinazok (elsésorban a kazein-kinaz I) gatlasaval ér el [214] [215]. A korali
kondrogenikus fazisban jaro HD kultirdk molekularis 6rdjanak megzavarasa feltételezhetéen
negativ hatassal bir a sejtek életképességére, mint ahogy azt az MTT teszt eredményei alapjan
lathattuk: a 24 6ran 4t tartd LDS kezelést kdvetéen sejtpusztuldst tapasztaltunk. Osszességében
elmondhattuk, hogy a szérum-sokk alkalmazéasat kovetden fokozott porcdifferenciaciot és
porcfejlodést tapasztaltunk, azonban a jelenség pontos molekularis hatterének feltarasa tovabbi
kisérleteket fog igényelni. Fontos megjegyezni, hogy a RUNX2-nek, az oszteogenikus
differencidci6 egyik markergénjének transzkripcidos szintjében csokkend tendenciat
tapasztaltunk, tovabba sem az elsd, sem pedig a hatodik tenyésztési napon inditott szérum-
sokkot kovetéen sem sikeriilt kimutatnunk a cirkadian 6ramiikodésre jellemz6 ritmikusan
oszcillalo génexpressziés mintdzatot. A RUNX2 génnel kapcsolatos eredmények részben
magyarazatot adhatnak arra, hogy miért stimulalodhatott szignifikdns mértékben a micromass
kultarak porcosodasi hajlama. Az oszteogenikus markergén expresszidjanak csokkenése azt
jelezheti eldre, hogy a szérum-sokkot kovetéen a primer HD kultarak sejtjei (mind a korai
osztodasi, mind pedig a késOi differenciacidos szakaszokban) elonyben részesithetik a
kondrogenikus iranyt differenciaciot. Egy korabbi kozleményben mar sikeresen igazoltuk a
RUNX2 mRNS szintli expressziojat egérembrié végtagtelep eredetli primer porcosodo
micromass kultirakban [52]. Emellett human kondrogenikus progenitor sejtek vizsgalatakor
azt is kimutattak, hogy a RUNX2 gén csendesitése hozzajarult a SOX9, COL2A1 és ACAN
porcmarkerek génexpresszidjanak szignifikans megemelkedéséhez, amely igy fokozta a sejtek
differenciacios elkotelez6dését a porcszovet iranyaba [14]. Kutatasaink eredményeként sikeriilt
leirnunk egy szérum-sokkon alapuldé mddszert, amely mindamellett, hogy eldidézi a
molekularis cirkadian ora sejtszintli szinkronizaciojat, szintén eldsegiti a porcprogenitor sejtek
kondrogenikus differenciacios vonali elkotelezodését, illetve fokozza az in vitro
kondrogenezist. A cirkadian oramikodés szinkronitasanak fokozodasaval parhuzamosan
tapasztalhato erételjesebb kondrogenikus differenciacios képesség felismerésével a bemutatott
megkozelitéséhez, €s a klinikai gyakorlatban is alkalmazhat6 ora-szinkronizal6d beavatkozasok

kifejlesztésével fokozhatjak a sejtszintli porcregeneracids technikak hatékonysagat.
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7. OSSZEFOGLALAS

A doktori értekezésemben részletezett vizsgalatok célja az volt, hogy feltérképezzem,

------

a DNS metilaci6 és a cirkadian bioldgiai ora. A disszertacioban bemutatott legfontosabb 1j

eredményeket az alabbiakban foglalom Gssze:

A DNS metilacidval kapcsolatos B megallapitasok:

A Dnmt3a, Tetl, Ogt DNS metilaci6-asszocialt gének a porc fejlettségi allapotatol
fliggden eltérd erdsséggel expresszalodtak.

Minden kisérleti modellben a Tetl mutatta a legmagasabb expresszios novekedést,
ami a Tetl kiemelt szerepét jelolheti a porcdifferenciacio soran, a jovOben
potencialis bioldgiai célpontként szolgalhat a porc fejlodését befolyasolo
kezeldanyagok fejlesztése szempontjabol.

Az in vitro porcdifferenciacio kés6i stadium soran alkalmazott 5-azacitidin
serkent6leg hatott a S0X9 és Acan porcmarkerek génexpresszidjara, ez a metilacid
gatlasdnak volt kdszonhetd, ugyanis a két markergén promoter régioi csokkent
metilaltsagot jeleztek. Ezek a promoter régiok kiemelt szabalyozé pontokat
jelolhetnek a jovobeli epigenetikai-szintii kezelések szempontjabol. Az 5-azacitidin

a megfeleld alkalmazas mellett szintén potencialis terapias szerként szolgalhat.

A cirkadian éraval kapcsolatos ] megallapitasok:

A szérum-sokk alapt oraszinkronizacio szignifikdnsan fokozta a porcspecifikus
extracellularis matrix termelddését, illetve a SOX9, ACAN és COL2AL1 porc
markergének expressziojat, tehat a szérum-sokknak kondrogenezist elGsegitd
hatésa volt.

A szérum-sokkot kovetéen a molekularis cirkadian oOra kozponti dragénjei
szinkronizalt expresszios mintazatot mutattak. Kimutattuk a pozitiv szabalyozo
BMAL1 ¢és a negativ szabalyoz6 PER2/PER3/CRY1/CRY2 expresszios
mintazatainak 8-oranként valtozo antifazisos oszcillacioit.

Igazoltuk, hogy a cirkadian 6ra Gsszehangolt miikddésének longdaysin-nel valo
megzavarasa negativ hatdssal birt a porcképzdédésre. Ezzel alatdmasztottuk, hogy a
normal ritmikus cirkadidn 6ramiikddésnek kulcsfontossagli pozitiv szabalyozo

szerepe van porc szdveti fejlodésében.
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8. SUMMARY

The aim of the scientific research studies presented in this work was to identify the

potential regulatory roles of DNA methylation and circadian clockwork during in vitro

chondrogenesis. The most important results of this thesis are listed below:

Novel findings related to DNA methylation:

The expression patterns of the three DNA methylation-associated genes Dnmt3a,
Tetl and Ogt altered depending on the developmental stage of cartilage formation.
Tetl showed the most prominent expressional changes in all of the experimental
models. Tetl may have a specific role during chondrogenic differentiation and it
may serve as a potential target protein for therapeutic agents affecting cartilage
formation.

5-azacytidine treatment applied during the late stage of chondrogenesis caused an
upregulation in the expression of chondrogenic marker genes Sox9 and Acan. This
was a direct result of inhibiting DNA methylation, because the promoter regions of
the two chondrogenic marker genes showed hypomethylation. These promoter
regions may indicate important regulatory regions for future epigenetic-associated

treatments. 5-azacytidine may also be a feasable therapeutic agent in the near future.

Novel findings related to circadian clockwork:

Serum shock-induced clock-synchronization caused a significant increase in the
production of cartilage-specific extracellular matrix and upregulated the expression
of chondrogenic marker genes SOX9, ACAN and COL2A1. Thus we can conclude
that serum shock promotes chondrogenic differentiation.

Serum shock triggered a synchronized expression pattern of the core regulatory
elements of the molecular circadian clock. We have shown the oscillating
expression of the positive regulator BMAL1 and the negative regulator
PER2/PER3/CRY1/CRY2, indicating an antiphasic change at every 8 hours.

Our results demonstrated that the alteration of circadian clock with longdaysin had
a negative effect on cartilage formation, indicating that the proper rhythm of the

circadian clockwork has a key positive role in the regulation of chondrogenesis.
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El6észor is szeretném megkdszonni témavezetdmnek, Dr. Zdkany Rozanak, hogy 2014-
ben lehetdvé tette a Jelatviteli Laboratoriumhoz vald csatlakozasomat, majd 2016-ban
tanulmanyaim folytatdsit PhD hallgatoként. TDK-s hallgatéi koromtol kezdédden
folyamatosan segitette munkamat széleskori tudomanyos ismereteivel, emellett
maganemberként is szdmos élethelyzetben mutatott irdnyt, személyiségem fejlodését is
segitette.

Szeretném megkoszonni Dr. Takécs Rolandnak, hogy MSc tanulmanyaim alatt
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ABRAK
e 2.1. abra

e 2.2. abra

e 2.3, abra
e 2.4, abra

e 2.5, abra

®2.6. abra
e 2.7. abra
¢ 2.8. abra
¢ 2.9, abra
e 4.1. abra
e 4.2. abra

e 4.3. abra

e 5.1. abra

e 5.2, abra

¢ 5.3. abra

e 5.4, abra
e 5.5, abra

® 5.6. abra

e 5.7. abra

¢ 5.8. abra

© 5.9, abra

¢ 5.10. abra

e 5.11. abra

A hialinporc szovettani felépitésének sematikus abrazolasa.

A hialinporc extracellularis matrixat alkotd komponensek szerkezeti viszonyat
bemutaté sematikus abra.
A kondrogenezis sematikus folyamatabréja.

Kondrogenezis ¢és enkondralis osszifikdcid az embriondlis, magzati és
posztnatalis fejlédés alatt.

Egy 4,5 napos csirkeembrid, illetve egy 11,5 napos egérembriod
fénymikroszkdpos felvétele.

Az in vitro porcdifferenciacio 1épéseinek sematikus dbrazolasa.

A DNS metilacio folyamatanak vazlatos bemutatasa.

A DNS metilacio és demetilacié sematikus folyamatabraja.

Sematikus abra a cirkadian ora f6 molekularis komponenseinek miikodésérol.
A cirkadian 6ra Gjrainditasanak, vagy alaphelyzetbe allitasanak lehet6ségei.

A DNS metilaciét moéodositd 5-azacitidin, és a cirkadian 6ra mukodését
befolyasold longdaysin farmakonok kémiai felépitésének bemutatasa.

A cirkadidn ritmus meglétét és a ritmicitas jellemzdit a nem-linearis cosinor
regresszion alapulé modszer segitségével allapitottuk meg.

Az in vitro porcfejlddés specifikus napjain (0., 5., 10., 15. tenyésztési napok)
learatott C3H10T1/2+BMP-2 sejtvonal eredetli porcosodd micromass
kultarakkal végzett PCR array eredményei.

A Dnmt3a, Tetl és Ogt gének expresszids valtozasainak nyomon kovetése RT-
gPCR mobdszer segitségével, C3H10T1/2+BMP-2 sejtekb6l 1étrehozott
porcosod6 micromass kultarakban.

A Dnmt3a, Tetl és Ogt gének expresszios valtozasainak vizsgalata RT-gPCR
mddszerrel, 11,5 napos egérembriok végtagtelepeibdl izolalt kondroprogenitor
sejtekbdl 1étrehozott primer micromass kultirakban.

DNS metilacio-markergének expresszidjanak vizsgalata in situ hibridizacioval,
15 napos egérembridban.

A Dnmt3a, Tetl és Ogt-specifikus in situ hibridizacio soran késziilt felvételek
kvantifikalasa a relativ optikai denzitési értékek dsszehasonlitasaval.

A porcspecifikus extracellularis matrix termelddés vizsgalata 4 és 6 napos
egérembrié végtagtelep eredetli primer porcosodé micromass kultirakban, a
DNS metilaciot gatld S-azacitidin kezel6anyag alkalmazasat kovetoen.
Kiilonbozo fejlettségi stadiumban 1€v6 porcsejtek osztddo- és életképességének
vizsgalata 4 és 6 napos egérembrid végtagtelep eredetli primer porcosodd
micromass kultirdkban, a DNS metilaciét gatld S5-azacitidin kezeléanyag
alkalmazasat kovetden.

A DNS metilacidval asszocialt gének ¢és a porcfejlodés jellegzetes
markergénjeinek mMRNS szintii expresszidjanak vizsgalata RT-gqPCR
modszerrel, 4 és 6 napos egérembriod végtagtelep eredetii primer porcosodd
micromass kultirakban.

Kiilonb6z6 porc markergének promoter régidinak metilacios statusza
kvantitativ metilacio-specifikus PCR (qMSP) technikdval nyomon kovetve
egérembrio végtagtelep eredetii primer porcosod6 micromass kulturdkban.

A szérum-sokk (50% FBS tartalmti F12 médium alkalmazasa az 1. tenyésztési
napon 2 6ran keresztiil) serkentette az in vitro porcfejlédést és a metakromazias
matrix termelddését a csirkeembrid végtagtelep eredetli primer micromass
kultarakban.

A cirkadian 6ra modulalasara képes longdaysin hatasanak vizsgalata szérum-
sokk alkalmazasa vagy szérum-sokk elhagyasa mellett, csirkeembrio
végtagtelep eredetii primer micromass kultirakban.
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TABLAZATOK

e 4.1. tablazat
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¢ 5.3. tablazat

Porc markergének expresszidjanak vizsgalata RT-qPCR modszerrel, 3 és 6
napos csirkeembrid végtagtelep eredetli primer micromass kultardkban, a
cirkadian orat szinkronizald szérum-sokkot, illetve a cikadian 6éra mukodését
befolyasold longdaysin (5 uM) kezelést kovetden.

Az oragének expresszidjaban kialakult cirkadidn ritmus dinamikajanak
abrazolésa az 1. tenyésztési napon alkalmazott szinkronizaciot kdvetden.

Az oragének expresszidjaban kialakult cirkadidan ritmus dinamikajanak
abrazolasa a 6. teny€sztési napon alkalmazott szinkronizaciot kdvetden.

A SOX9 transzkripcios faktor és a porcspecifikus extracellularis matrix
komponenseit kodoldé COL2A1 és ACAN gének expressziojaban kialakulo
cirkadian ritmus dinamikajanak abrazolasa az 1. tenyésztési napon alkalmazott
szinkronizaciot kovetden.

A SOX9 transzkripcids faktor és a porcspecifikus extracellularis matrix
komponenseit kodoldé COL2A1 és ACAN gének expresszidojaban kialakuld
cirkadidn ritmus dinamikéajanak abrazoldsa a 6. tenyésztési napon alkalmazott
szinkronizacidt kovetden.

A RUNX2 oszteogenikus transzkripcids faktor génexpresszidjaban kialakuld
cirkadian ritmus dinamikajanak abrazolasa.

A csirkeembri6 végtagtelep eredetii micromass kultarak in vitro kondrogenikus

.....

kapcsolatot bemutato kisérletes tapasztalatok dsszesitett abrazolasa.

Az antiszensz proba megalkotasahoz hasznalt Dnmt3a, Tetl és Ogt
markergének T7 promoterrel jeldlt 3’UTR régidinak szekvencia adatai. A
régiokat pDrive vektorba klonoztuk majd polimeraz-lancreakcioval
amplifikaltuk a digoxigenin-jelolt RNS proba elkészitéséhez.

Az egérembrié eredeti HD kulturakon végzett PCR array-hez hasznalt
specifikus primer-parok szekvencia adatai

Az egérembrio6 eredetii HD kultarakkal végzett qPCR reakciokhoz hasznalt
primer parok szekvencia adatai

A csirkeembrio6 eredetli HD kultarakkal végzett qPCR reakcidokhoz hasznalt
primer parok szekvencia adatai

Az egérembrid eredetii HD kultirakkal végzett qMSP reakciokhoz hasznalt
metilalt (M) és nem-metilalt (UM) primer parok szekvencia adatai

A molekularis ora transzkripcidés faktorok génexpressziojanak cosinor
analizise. A kondrogenikus kulturakat a tenyésztés 1. napjan szinkronizaltuk.
A molekularis ora transzkripcidés faktorok génexpressziojanak cosinor
analizise. A kondrogenikus kultirdkat a tenyésztés 6. napjan szinkronizaltuk.
A kondrogenikus markerek génexpresszidjanak cosinor analizise. A
kondrogenikus kulturakat a tenyésztés 1. és 6. napjan szinkronizaltuk.
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14. FUGGELEKEK

Az értekezést megalapozo kozlemények kiilonlenyomatai.
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