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Bevezetés

A mozgasi szervrendszert ¢és a tamasztoszoveteket érintd megbetegedések korunk
tarsadalmanak legégetobb egészségligyi problémai kdzé tartoznak. A stlyos elvaltozasok olyan
kronikus allapotok kialakulasahoz vezethetnek, mint példaul az oszteoartritisz (OA), amely az
izliletek teriiletén taldlhatd porcszovet nagyfokl és visszafordithatatlan degeneracidja mellett
gyulladas kialakulasaval és erételjes fajdalommal jar. Egy 2019-ben megjelent publikacio
alapjan a vilag népességét tekintve nagyjabol 1.7 milliard ember szenved valamilyen
muszkuloszkeletalis problématol, ebbdl az OA-ban szenveddk szama a 343 milliot is elérheti.
A mozgasszegény életmod, a sok iiléssel, tartds egyhelyben allassal jar6 munkavégzés, vagy a
tulsuly kialakulasaért felelds csokkent fizikai aktivitas és egészségtelen dsszetételli taplalkozas
jelentds koroki tényezokként szolgilnak. Ezek az ¢életmodbeli sajatossagok a fejlett
orszagokban egyre nagyobb szamu lakost érintenek, egyre fiatalabb korban. Szintén a fejlett
orszagokra jellemzd a tarsadalom eloregedése ¢és a sziiletéskor varhatd élettartam
meghosszabbodasa. A felsorolt rizikofaktorok azt jelzik eldre, hogy a jovében az iziileti
bantalmak egyre nagyobb szdmban fogjak érinteni a vilag népességét. Az OA oki kezelésére,
hatasossagu terapias lehetdség ismert, a kezelés jelenleg elsdsorban a gydgyszerekkel valo
tiineti csokkentésre és fajdalomenyhitésre iranyul, végsd esetben az iziileti implantdtumok
miitéti alkalmazésa jelenthet megoldast. A sériilt porcszdvet ujjaépitésére iranyuld potencialis
kezelési eljarasok koziil igen népszeriinek szamit a mezenchimalis dssejtek beiiltetése €s porc
iranya  differencidltatasa. Az Ossejtek differenciaciés mechanizmusanak részletei, a
folyamatban részt vevd jelatviteli utvonalakkal és regulacios faktorokkal kapcsolatos
ismereteink egyeldre limitaltak. Ahhoz, hogy a jovében a tuddsok és az orvosok megfeleld
gyogymodokat alakithassanak ki, és megérthessiik az iziileti porc fejlddésének alapvetd
bioldgiai jellemzoit, rendkiviil nagy sziikség van a mezenchimalis sejtek €s azok kondrogenikus
Karan, az Anatomia, Szovet- és Fejlodéstani Intézetben miikodo Jelatviteli Laboratorium {6
kutatési teriilete a porc biologidja. Kisérleteink célja, hogy tanulmanyozzuk a porc fejlodését,
feltarjuk a folyamatban részt vevd szabalyoz6 molekuldkat és meghatarozzuk azok pontos
szerepét, az ujonnan szerzett ismereteink hosszabb tavon pedig hozzajarulhatnak a

degeneralodott porc 0jjaépitését serkentd kezelések kifejlesztéséhez.



A laboratoriumi koriilmények kozott zajlod, azaz in vitro porcdifferenciacié 3 specifikus
fejlddési szakasszal irhato le. A kondroprogenitor sejteket altalaban csirke vagy egér embriok
fejlodo végtagtelepeibdl izolaljuk, majd mlianyag szdvettenyésztd edények aljara cseppentjiik
nagy sejtstiriségben, igy ugynevezett high density (HD) vagy micromass primer porcosodd
kultarékat hozunk létre. A 0. és 3. tenyésztési napok kozott az ugynevezett proliferacios és
migracios szakaszrol beszélhetiink, amikor is a HD kultarakban eleinte fleg kondroprogenitor
sejtek, majd az i1d6 elérehaladtdval egyre tobb kondroblasztot taldlunk, a sejtek intenziv
osztodason esnek at, és migracio révén sejttomoriiléseket hoznak 1étre. A 3. €s 6. tenyésztési
napok kozott zajlik a differenciacios szakasz, ekkor a kondroblasztok mellett egyre nagyobb
aranyban érett kondrocitdk alkotjdk a kulturdkat, a hangsuly a differencidlodott sejtek
kialakulasa mellett az altaluk termelt nagy mennyiségli porcspecifikus extracellularis matrix
(ECM) Iétrehozasan van. Végezetiil a 6. tenyésztési naptol megkezddédik a hipertrofias szakasz,
amikor az érett kondrocitak fokozatos hipertrofids atalakuldsa mellett egyre intenzivebb
kalcifikacio figyelhetd meg a kultrakban, igy tehat in vitro koriilmények kozott
modellezhetjiik a hialinporc fejlédését és az enkondralis csontosodas folyamatat. A
porcfejlédés alatt szdmos molekuléris tényezd génszintli expresszidja jatszik meghatarozo
szerepet, ilyen példaul a SOX9, amely a kondrogenezis mester regulator génje, illetve a porc-
ECM Kkét jellegzetes markere, a ll-es tipusu kollagén vagy COL2AL és a nagy proteoglikan
aggregatumok létrehozasaban részt vevo aggrekan vagy ACAN. A felsorolt gének expresszios
mintdzatainak vizsgalataval tanulmanyozhatjuk, hogy a kiilonb6z6 kezelési eljarasok milyen

hatést fejtenek ki a porcfejlédés folyamatara.

Az értekezésem alapjaul szolgal6 eredményeket hozo kisérleteket két uj, az aktualis nemzetkozi
trendekhez jol igazod6 kutatdsi irany hatarozta meg. Vizsgalataink soran az in vitro
porcdifferenciacio soran fellépd epigenetikai modosulasokat, illetve a cirkadian Ora

miukodésével Osszefliggd szabalyozasi mechanizmusokat tanulmanyoztuk.

Az epigenetika olyan 6roklédo és reverzibilis génexpresszids modosulasokat jelent, amelyek
soran nem torténik valtozds a DNS nukleotid szekvencidjaban. A DNS metilacié egy adott
genomi régio hipermetilacidjahoz, és a régidban talalhatd gének transzkripcids inaktivitasahoz
vezet, melyet a DNS metiltranszferazok katalizalnak, azonban ez egy reverzibilis folyamat. A
DNS demetilaciot a TET fehérjék idézik eld, az OGT fehérjék pedig jelentds szereppel birnak
ezen enzimek biologiai aktivitdsanak iranyitasaban. A Dnmt3a és Tetl/Ogt gének kozotti

szabalyozasi egyensuly meghatdrozza a genom aktudlis metilaciés mintazatat, ezaltal



befolyasolhatjak tobbek kozott a porcfejlodés markergénjeinek helyhez és idéhoz kotott

expressziojat.

Az ¢16 organizmusok egyik kiilonleges sajatossaga, hogy a benniik zajlo biologiai folyamatok
mind ciklikus valtozasokon mennek keresztiil a nap folyaman. Ezt a periodikus, nagyjabol 24
ords iddtartamu szabalyoz6 mechanizmust cirkadidn ritmusnak nevezziik. Az emldsok
molekuléris cirkadian orarendszerét szamos oszcillator befolyéasolja. A {6 iranyitd rendszer a
kozponti idegrendszeri autonom éraban jon létre, amely képes interakcidba 1épni a szervezet
perifériajan elhelyezkedo orarendszerekkel, ezaltal a test szoveteiben elhelyezkedo sejtekhez is
érkeznek jelek a ritmicitassal kapcsolatban. A molekularis bioldgiai 6ra kdzponti oszcillatorat
a transzkripcios-transzlacids visszacsatolasi hurok iranyitja, ahol bizonyos fehérjék képesek
sajat termelddésiikre gatlolag visszahatni, ha elérnek egy bizonyos koncentracidt a sejtben.
Ennek alapjan megkiilonboztethetliink pozitiv (BMAL1, CLOCK) és negativ (PERIOD,
CRYPTOCHROME) visszacsatolasi faktorokat, amelyek szoros egyiittmiikddési kapcsolatban
allnak egymassal. A molekularis cirkadian 6ra komponensei szamos target gén expresszios
szabalyozasat befolyasoljak, emiatt el6fordulhat, hogy a periférian elhelyezkedd, szovet-
specifikus 6rdk meghataroz6 biologiai funkcidval rendelkezhetnek. Egyelére még kevés
informacio all rendelkezésre arrol, hogy a molekularis 6rak hogyan adaptalddnak a jellegzetes
periférias szoveti tulajdonsdgokhoz, igy példaul a porcszévetben taldlhatdo lokalis

mikrokdrnyezethez.

Egyetemi doktori értekezésem f6 célja tehat az volt, hogy a DNS metilacio, illetve a molekularis

6ra miikodésének részletes elemzésével olyan 01j szabalyozé molekulakat azonositsak, amelyek

.....

target fehérjeként szolgalhatnak a porcdefektusok terapias eljarasainak megtervezésekor.



Célkituzések

Célunk az volt, hogy csirke vagy egér embridk végtagtelepeibdl izolalt mezenchimalis sejtek
primer kulturakban torténd porc iranyu differencialtatasa soran, illetve sejtvonal eredetii
porcosod6 kultardkban, tovabba teljes egér embridok fagyasztott metszetein az alabbiakat

vizsgaljuk:

e Kimutathaté-e, és ha igen, hogyan valtozik a DNS metilacio szabalyozo
faktorainak mRNS szintli expresszioja az in vitro porcfejlodés soran? A
porcfejlédés mely szakaszdban tapasztalhaté a gének transzkripcidos maximuma?
Van-e expresszios szintbeli kiillonbség a felhasznalt modellekben megfigyelt
transzkripcids aktivitasok kozott?

e Milyen morfologiai és molekularis hatassal van a DNS metilacié gatlasa a porc
differenciacios folyamatara? Tapasztalhatd-e kiilonbség a porcfejlodés korai vagy
kés6i szakasza alatt eldidézett metildcios gatlasok kozott? Hogyan valtozik az
érésben 1évo porcsejtek és az érett kondrocitdk metilacidos mintdzata a metilacios
gatlast kovetden?

e Kimutathaté-e, és ha igen, hogyan valtozik a cirkadian ora szabalyozo
faktorainak mRNS szintii expresszioja az in vitro porcfejlodés soran?

e Lehetséges szinkronizalni a differencialéodo porcsejtek cirkadian orajat?
Felfedezhetd-e a cirkadian ora és a porc markergénjeinek 24 oras, cirkadian ritmusra
jellemzd fluktudcidja? Milyen a gének egymdashoz viszonyitott oszcillacios
mintdzata? Tapasztalhato-e kiilonbség a sejtek cirkadian ritmicitasaban 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?



Anyagok és modszerek

Kisérleti modellek
Az in vitro porcdifferenciacié tanulmanyozasara high density (HD, micromass) kulturakat

alkalmaztunk. A HD kultardk egy részét 11,5 napos egérembriok végtagtelepeibdl izolalt
kondroprogenitor sejtekb6l hoztuk létre. A vemhes ndstényeket meghatarozott napon
felaldoztuk, betartva a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsag etikai szabalyait
(Felhasznalo Engedély szama: 2/2018/DEMAB). A 11,5 napos fejlettségi stadiuma embridkrol
eltavolitottuk a mells6é és hatso végtagtelepek disztalis részeit, amelyeket 0,25% tripszinbe
helyeztink, majd az emésztést fotalis borjuszérum (FBS) hozzaadasaval allitottuk le.
Centrifugaléasi ¢és filterezési 1épéseket kovetden a sejtszuszpenzidt magas gliikoztartalmu
DMEM tapoldatban reszuszpendaltuk, majd a megfeleld higitassal 1,0 x 107 sejt/ml
sejtstirliséget értlink el. A micromass kultirakat 37 °C-on, 5% CO2 és 90% relativ paratartalmu
inkubatorban tartottuk fent. A kicseppentés napjat a sejttenyésztés 0. napjanak tekintettiik.

Az in vitro kondrogenezis folyamatat az egérembrio végtagtelep eredetii micromass kulturak
mellett csirkeembrid végtagtelep eredetli primer HD kultarak 1étrehozasaval is vizsgaltuk. A
csirkeembriok kisérletes felhaszndldsdhoz nincs sziikség kiilon engedély igénylésére a
Debreceni Egyetem Etikai Bizottsagatol. Kisérleteinkhez Hamburger-Hamilton 22-24-es
fejlédési stadiumu (4,5 napos) csirkeembriok végtagtelepeibdl izolalt mezenchimalis sejtekbol
kialakitott primer HD kultarakat alkalmaztunk. A csirkeembriok végtagtelepeinek eldkészitése
¢és azokbol a kondroprogenitor sejtek kinyerése az egérembri6 végtagtelep eredetli modellnél
alkalmazott protokolltél csak néhany lépésben tér el. Ebben az esetben 1.5 x 107 sejt/ml-es
stirliséglire higitottuk a sejtszuszpenziot. A sejteket 10% FBS-sel kiegészitett Ham’s F12
médiumban tenyésztettiik.

Az in vitro porcfejlddést sejtvonal alapu sejtek felhasznalasaval is vizsgaltuk. A BMP2-
overexpresszald egérembrid fibroblaszt eredetli C3H10T1/2 pluripotens sejtek az eredeti
C3H10T1/2 sejtvonal egy modositott valtozatat alkotjak, amelyet egy kollaboracids partnertdl
(G. Gross) kapott ajandékba a laboratériumunk. A sejteket el6szor monolayer sejtkultara
formajaban tartottuk fent, majd nagyjabol 80% konfluencia elérését kovetden a sejteket
tripszines emésztés révén elvalasztottuk a tenyésztéedény aljatol, hogy HD kultirdkat hozzunk
létre. A micromass kultirak siirtiségét 1,0 x 107 sejt/ml-re allitottuk be.

In situ hibridizacid

Kisérleteink soran nem radioaktiv, digoxigeninnel (DIG) valé indirekt tipusa jelolést

alkalmaztuk. Az in situ hibridizacios kisérletek els6 1épéseként elkészitettiik a DIG-jelolt RNS



probékat. Ezt specifikus primerek megtervezésével kezdtiik, amelyek a Dnmt3a, Tetl és Ogt
gének 3’UTR régidiban taldlhaté nagyjabol 1000 bazispar hosszusagu szakaszokat képesek
felszaporitani. Az antiszensz probak létrehozasdhoz az inszerteket T7-specifikus promoterrel
lattak el. A Dnmt3a, Tetl ¢s Ogt probak specifikus gén termékeit PCR segitségével
szaporitottuk fel a plazmidokrol. Az amplifikalt PCR termékeket a Roche High Pure PCR
Product Purification Kit-tel izolaltuk. Az RNS jelolés DIG — RNS jel6l6 mix alkalmazasaval in
vitro DNS transzkripcio soran tortént meg. A mintakbol jelolt RNS pelletet nyertiink ki, melyet
hibridizacios pufferben oldottuk. Az in situ hibridizacios kisérletekhez 15 napos egész
embriokrol késziilt metszetekkel dolgoztunk. A 15. fejlédési napon feldldoztuk a ndstényeket
¢s kiemeltiik az embridkat, melyeket egy éjszakan keresztil DEPC-PBS-ben oldott 4%
paraformaldehidben fixaltunk, majd kriosztat segitségével szagittalis sikban 20 um vastag
metszeteket készitettiink. Szaritast kovetden a metszeteket Proteinaz K oldattal (20 pg/mL)
kezeltiik. Ezutan prehibridizacio kovetkezett, majd a mintakat 16 6ran keresztiil inkubaltuk az
RNS probat tartalmaz6 (1-2 pg/ml) hibridizécios pufferrel. A kisérleti protokoll ezen 1épéséig
minden felhasznalt komponens RNaz mentesitett volt. Ezt kdvetden a metszeteket t6bbszor
mostuk sos natrium-citrat oldattal, majd RNaz A oldattal (0,5 pg/ml) kezeltiik. A mintakat egy
¢jszakan at inkubaltuk az a-DIG antitestet (1:1000) tartalmazo 10% Blokkolo puffer oldatban.
A DIG antitest kotodésének detektalasat TRIS-NBT/BCIP oldattal vittiikk véghez, amelyben
szobahdn és sotét kamraban inkubaltuk 2-20 6ra kozotti idéintervallumban. Az inkubacios idé
lejartaval a metszeteket DPX feddragasztoval fedtik le, majd Nikon Eclipse E800
mikroszkopra szerelt Olympus BXS53 kameraval digitalizaltuk, a felvételeket az ImageJ

szoftverrel analizaltuk.

PCR array

A kvantitativ PCR array modszer segitségével 80 gén expresszids mintazatat vizsgaltuk meg,
amelyek bizonyitottan specifikus szereppel birnak a porc- és csontfejlédési vagy az epigenetikai
szabalyozasi folyamatokban. A kisérleteket C3H10T1/2+BMP-2 sejtvonal eredetii sejtekbdl
létrehozott HD kultarak mintain vittilk véghez, melyeket az in vitro porcdifferenciacio
meghatarozott stddiumaiban arattunk le. A teljes RNS izolalasat Direct-Zol® RNA Miniprep
kit felhasznalasaval végeztiikk. Az 1 pg total RNS-t tartalmazo mintak cDNS atirasahoz iScript
RT Supermix kit-et hasznaltunk. A specifikus primerek megtervezése a PrimerQuest szoftver
segitségével tortént. Az RT-qPCR reakciok CFX RT-PCR programozhatd termosztatban

torténtek, SsoFastEvaGreen™ Supermix reakcioelegy felhasznalasaval. A PCR reakcid



paraméterei a gyarto altal javasolt protokoll alapjan allitottuk be. Az eredmények hotérkép

alapt dbrazolasat a CFX Maestro szoftver segitségével hoztuk létre.

Total RNS izolélés és reverz transzkripcio
A tenyésztés meghatarozott napjain a micromass kultarakat kétszer mostuk steril PBS-sel, majd

a felhasznalas napjaig —80 °C-on taroltuk. Csirkeembri6é végtagtelep eredetli primer HD
kultarak esetében az RNS izolalas az RNeasy kit segitségével tortént meg, a gyarto altal javasolt
protokoll alapjan. Az egérembri6 végtagtelep eredetli primer, illetve bizonyos
C3H10T1/2+BMP-2 sejtvonal eredetit HD kultarak esetében a kultarakat el@szor trizolban
felszuszpendaltuk, majd 20% RNéz-mentes kloroform hozzdadasat kdvetden centrifugaltuk,
végiil a mintakat 500 ul RNaz-mentes izopropanolban inkubaltuk. Az igy kinyert teljes RNS-t
RNéz-mentes vizben oldottuk fel, és felhasznalasig —80 °C-on taroltuk. Az RNS tisztasagat és
reverz transzkripcio reakcioit 1 pg-nyi RNS és a High-Capacity cDNA Reverse Transcription

Kit felhasznalasaval vittiikk véghez, a gyarto instrukcioi alapjan.

Kvantitativ valés-idejii PCR analizis
Szamos markergén mMRNS szintli expresszidjat SYBR-GREEN fluoreszcens alapi RT-gPCR

analizis segitségével vizsgaltuk. A specifikus primer parok megtervezéséhez az NCBI Primer-
BLAST programjat hasznaltuk. Elsé 1épésként konvencionalis PCR reakciokat kellett
elvégezniink a Promega GoTaq Flexi DNA Polymerase kit felhasznalasaval az abszolut
kvantifikaciohoz sziikséges standard gorbék 1étrehozasahoz. Az amplifikalt PCR termékeket a
Roche High Pure PCR Product Purification Kit-tel, a gyarté leirasa szerint izolaltuk. A standard
gorbe 1étrehozdsahoz az izolalt PCR termékbdl 10x 1éptékii higitasi sort alkottunk (kezdd
koncentracio: 1 ng/ul). A valds idejli kvantitativ PCR sordan 10 pl-es végtérfogatu reakcid
elegyekkel dolgoztunk, mintanként 10 ng cDNS felhasznalasaval, a reakciok a QuantStudio 3
Real-Time PCR System-ben torténtek meg. A reakcid soran megszerzett amplifikacios
értékeket a QuantStudio Design and Analysis szoftverrel és a Microsoft Excel programmal
analizaltuk. A bioldgiai kiilonbségek megéllapitasahoz sziikség volt egy optimalis referencia
gén meghatarozasara. A megfeleld normalizalé gént a NormFinder program segitségével

valasztottuk ki.

Kvantitativ metilacio-specifikus PCR analizis
A DNS metilacios szintjének valtozasait kvantitativ metilacio-specifikus PCR modszerrel

hataroztuk meg. A genomialis DNS tisztitdsa majd a templat biszulfit konverzidja az EZ DNA

methylation-direct™ Kit-tel tortént meg, a gyarto utasitdsai alapjan. A primereket a MethPrimer



2.0 szoftver segitségével terveztiik meg. A qMSP sordn szerzett expresszios értékeket a nem
metilalodott Thp prométer-specifikus primerek értékeihez normalizaltuk, amelyeket negativ
kontrollként hasznaltunk. A qMSP reakcidk egy CFX96 PCR gépben torténtek meg, a reakciok
soran szerzett expresszids adatokat a CFX adatkezel szoftverrel dolgoztuk fel.

A cirkadidn éra szinkronizacioja

A szérum-sokk alapu szinkronizaciés modszer lehetové teszi a cirkadian ora specifikus

faktorainak génexpresszios szinkronizalasat. A szérum-sokk soran a tenyésztés els6 vagy
hatodik napjan az altalanosan hasznalt 10% FBS tartalmu F12 tapoldatot eltavolitottuk a
csirkeembri6 végtagtelep eredetli kultarakrol, majd 2 o6rara 50% FBS-tartalmu F12 médiumot
adtunk a koloniakhoz. Ezt kdvetden eltavolitottuk a magas-FBS tartalmu tapoldatot, majd ismét
normal, 10% FBS-tartalmii F12 médiumot adagoltunk a mintdkhoz. A kontroll kultardk a
szérum-sokk ideje alatt friss, 10% FBS-tartalmi médiummal lettek ellatva. A szérum-sokk
iddpontjat tekintjiik a kisérlet kiinduldsi idopontjanak, azaz a 0. 6rdnak. A szinkronizaciot
kovetd 24. és 72. ora kozott 8 oranként tortént a mintagytijtés. Bizonyos kultarakat az 1.
tenyésztési napon tortént szinkronizaciot kdvetden a 3. vagy a 6. tenyésztési napon arattunk le,
ami lehetdvé tette a molekularis ora szinkronizacidjanak (illetve a késébb bemutatasra keriild

longdaysin kezel6anyag) porcfejlodésre kifejtett hosszabb tavil hatasanak vizsgalatat.

Az in vitro porcfejlédés befolyasolasa kiilonbdz6 farmakonokkal
Az epigenetikai szabalyozas in vitro porcfejlodés alatt betoltott szerepét az 5-azacitidin (5-

azaC) alkalmazasaval vizsgaltuk. A kezel6anyag gatolja a DNS metiltranszferazok kotodését a
specifikus kothelyeikhez, ezaltal DNS demetilaciot idéz eld, és specifikus gén régiok
aktivalodasahoz vezet. Az 5-azaC-t dimetil-szulfoxidban oldottuk fel, 10 uM-o0s
végkoncentracioban alkalmaztuk. Primer egér HD kultarak esetében a tenyésztés 1. vagy 3.
napjatol adminisztraltuk 72 6rdn keresztiil, a kultarak fenntartasat a 4. vagy a 6. napon fejeztiik
be. A molekularis 6ra mitkodését longdaysin (LDS) kezel6anyag alkalmazasaval befolyasoltuk.
Az LDS gatolja a kazein kinaz I aktivitasat, amely igy nem képes foszforildlni a PERIOD
fehérjéket, ezaltal elmarad azok proteaszomalis degradacioja, ez pedig az oOra
végkoncentracioban alkalmaztuk. A primer csirke HD kultirdkat a tenyésztés elsd napjan
(szérum-sokkot kdvetden) 24 o6ran keresztiil kezeltiik, a kontroll kultirdkhoz a kezeléanyag
mennyiségével megegyezé dimetil-szulfoxidot adtunk. A kultirakat a tenyésztés 3. vagy 6.

napjaig tartottuk fent.



Mitokondrialis aktivitas vizsgalata
Az adott vizsgalati napokon MTT reagenst (5 mg/ml) mértink a kultiradkon talalhatod

médiumhoz. Az inkubdciot kovetden a kultardkrol eltavolitottuk a tapoldatot, MTT-
szolubilizal6 oldatot adtunk a mintakhoz, és egy microplate-leolvasé késziilék segitségével 570

nm-en mértiik a kioldott MTT reagenset tartalmazo folyadék optikai denzitasat.

Sejtproliferacids képesség ellendrzése
A tenyésztés meghatdrozott napjain 1 pCi/ml 3H-timidint (185 GBg/mM) mértiink az

egérembrid végtagtelep eredeti HD kultarakon talalhaté médiumhoz. A 16 oras inkubacid
lejartaval a fehérjéket jéghideg 5% triklorecetsav alkalmazasaval csaptuk ki. A mintdkat egy
héten keresztiil szobahdn szaritottuk, végiil szcintillacids folyadékot mértiink a kulturdkra, és

microplate-olvaso késziilék alkalmazasaval detektaltuk a mintak radioaktivitasat.

Metakromaziés festési technikak alkalmazasa
Dimetil-metilénkék (DMMK) festés esetében a kulturakat abszoltt alkohol és 40% formalin

4:1 aranyu keverékével fixaltuk. Ezt leszallo alkoholsor alkalmazasaval rehidralas kovette,
majd a festés 3% ecetsavban oldott 0,1%-0s DMMK oldattal. A mintakat Aquatex ragasztoval
fedtiik le. Szintén DMMK festést alkalmaztunk néhany kriosztattal metszett 15 napos teljes
egérembrio metszeteken. A lefagyasztott metszeteket szaritottuk, majd desztillalt vizben oldott
0,1 %-0os DMMK festékkel festettiik meg, a metszeteket DPX feddragasztdval fedtiik. A festett
mintdkrol egy Nikon Eclipse E800 mikroszkopra szerelt Olympus BX53 kameraval
készitettiink felvételeket. Toluidinkék festéskor Kahle-féle fixalot hasznaltunk, ezt kovette a
glicin-HClI-ban oldott 0,1 %-os toluidinkékkel valo festés, majd abszolat etanolban oldott 8%
HCI felhasznalasaval visszaoldottuk a negativ toltésii porcmatrix makromolekulakhoz kotédott

toluidinkék festéket, €s mikroplate-leolvasé késziilékkel 625 nm-en mértiik az abszorbanciat.

Statisztikai analizis
A bemutatott abrakon egy-egy kisérleti sorozatbol szarmazé atlagolt eredmények lathatoak, a

hibasavok az atlag standard hibajat (SEM) vagy a standard deviaciot (SD) jelzik. A numerikus
adatok analiziséhez a Microsoft Excel programot hasznaltuk. A cirkadian 6ra markergének
ritmicitasat egy nem-linedaris cosinor regresszion alapuld modszerrel hataroztuk meg. A
standard cosinor funkcio paramétereit a Prism program segitségével vizsgaltuk. Az eredmények
statisztikai kiértékelése a Student-féle kétmintas t-proba, vagy a Tukey HSD-vel és Mann-
Whitney teszttel kiegészitett egyszempontos ANOVA segitségével tortént meg. A specifikus
kiilonbségeket P < 0,05 esetén tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.
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EREDMENYEK

A DNS metilacid szabalyozd mechanizmusanak vizsgalata in vitro és in vivo
porcdifferenciacio soran egér eredetil kisérleti modellekben

A DNS metilacio-orientalt vizsgalatok megkezdésekor C3H10T1/2+BMP2 sejtvonal eredetii
sejtekb0l porc irdnyaba differencialod6 HD kultardkat hoztunk Iétre, amelyeket a
kondrogenezis meghatarozott fejlodési napjain arattunk le, majd PCR array segitségével
kovettik nyomon harom DNS metilacié-asszocialt markergén (Dnmt3a, Tetl, Ogt)
kifejezodését. A PCR array segitségével megfigyeltiik, hogy a Dnmt3a a tenyésztés 15. napjan,
a Tetl a tenyésztés 10. napjan, mig az Ogt a tenyésztés 10. és 15. napja kdzott mutatott
expresszios aktivitast. A porcspecifikus ECM markergénjei, a Col2al és Acan expresszios
szintjeinek megemelkedése a porcdifferenciacié korai szakaszédban figyelhettiik meg
(tenyésztés 5. és 10. napja kozott), mig a hipertrofias porcsejtekre jellemz6 Coll0al vagy az
oszteogenikus differenciacio kezdetét jelz6 Collal a porcfejlédés késobbi szakaszaban
(tenyésztés 10. és 15. napja kozott) mutattak emelkedést expresszids szintjiikben.

A DNS metilacios markergének relativ expresszios mintazatat kvantitativ PCR vizsgalatokkal
is elemeztiik. A specifikus tenyésztési napokon learatott C3H10T1/2+BMP2 sejtvonal eredetii
HD kultardk vizsgalata sordn a legnagyobb expresszids szintbeli emelkedést mindharom gén
esetében a 10. tenyé€sztési napon tapasztaltuk, ezek az eredmények nagy mértékben atfednek a
PCR array eredményeivel. A legnagyobb mértékii valtozasokat a Tetl-nél figyeltiilk meg: mar
az 5. tenyésztési napon szignifikans expresszios novekedést tapasztaltunk, és egészen a 15.
napig megfigyelhettilk a megemelkedett transzkriptum-szintet.

A tovabbiakban egérembrid végtagtelep eredetli primer HD kultarakbol szarmazé mintdkon
folytattuk tovabb kutatasainkat. A kultirakat ebben az esetben is az in vitro porcfejlodés
meghatarozott napjain arattuk le, és RT-qPCR technikaval analizaltuk a harom meghatarozott
epigenetikai markergén expresszidjanak idobeli alakulasat. A Tetl ismét a legnagyobb mértékii
expresszios novekedést mutatta: minden tenyésztési napon szignifikdns expresszios aktivitast
tapasztaltunk, azonban a statisztikailag legintenzivebb upregulaciot az 1. és 4. tenyésztési
napokon figyeltiik meg. A Dnmt3a transzkriptum szintje a 3. tenyésztési napon érte el cstuicsat,
a 15. napon pedig mar szignifikansan alacsonyabb értéket mutatott. Az Ogt esetében konstans
expressziot figyeltiink meg a differencialodd porcsejtekben, azonban ennek a génnek az
expresszioja is szignifikansan lecsokkent a 15. tenyésztési napra.

A vizsgalataink  szempontjabol  relevdns  harom  DNS  metildcié-markergén

crer
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15 napos egész egérembriokbol létrehozott fagyasztott metszeteken in situ hibridizacios
modszerrel elemeztiikk a Dnmt3a, Tetl és Ogt mMRNS-szintii expressziojat. A specifikus RNS
probak jelintenzitasa kiilonbozott: az Ogt gyenge, a Dnmt3a mérsékelt, mig a Tetl erds
expresszios jeleket mutatott a primitiv végtagok és csigolyak teriiletén.

Szerettiik volna tanulmanyozni a DNS metilaciojaval jar6 szabalyozé utvonalak jelentGségét az
in vitro kondrogenezis soran. Ennek érdekében az egérembri6 végtagtelep eredetii micromass
uM-os végkoncentracioban. Két kezelési csoportot allitottunk fel: a HD kultarak egy részénél
a tenyésztés 1. és 4. napja kozott, mig a masik részénél a 3. és 6. nap kozott alkalmaztuk a
kezelést. A kapott eredményekbdl kdvetkeztetni tudtunk arra, hogy a DNS metilacio gatlasa,
ezaltal a demetilacio elGsegitése milyen hatassal van az in vitro porcfejlédés korai és késoi
szakaszara. A termelt metakromazidas ECM mennyisége szignifikdnsan csokkent mindkét
kezelési tipus esetében. Mindkét kezelési protokoll negativ hatassal birt a sejtek osztdodasi
képességére is. Kiilondsen erbteljes visszaesést tapasztaltunk az 1. tenyésztési naptol tortént
gatlas soran, a 3. tenyésztési naptdl inditott kezelést kovetéen azonban kisebb mértékii gatlast
lathattunk. Szintén vizsgaltuk az 5-azaC lehetséges citotoxikus hatasat: a kezelést kovetden a 4
napos primer kultarak vizsgalatakor is szignifikans csokkenést tapasztaltunk, ugyanakkor a 6
napos primer kultirék sejtjeinek mitokondridlis aktivitasa jelentdsebb csokkenést mutatott. RT-
gPCR-alapu analizissel megfigyeltik a DNS metilacioval asszocialt Tetl, Dnmt3a és Ogt
gének, illetve a porcmarker Sox9, Col2al és Acan gének expresszidjaban bekdvetkezett
valtozéasokat. Az 5-azaC szignifikans csokkenést idézett el6 az Dnmt3a expresszids szintjében,
az 1. és a 3. tenyésztési naptol inditott kezelések esetében egyarant. Az in vitro porcfejlodés
korai szakasza alatt szignifikans csokkenést tapasztaltunk mindharom porcmarker
génexpresszios szintjében. A legnagyobb mértékii expresszios valtozast a Col2al és az Acan
gének esetében figyeltiik meg. Ezzel szemben a kondrogenezis késObbi szakaszaban
alkalmazott 5-azaC gatlas a Sox9 és Acan génexpresszidjanak szignifikans emelkedéséhez
vezetett. Az 5-azaC metilacios mintdzatra kifejtett kozvetlen hatasat kvantitativ metilacio-
specifikus gPCR modszerrel vizsgaltuk meg. A kezelés nem volt hatassal a korai porcfejlodési
szakasz alatt expresszalodo porcmarkerek promoterjeinek metilaltsagara, ugyanakkor a késoi
kondrogenikus differencidcié alatt szignifikdns csokkenést lattunk az Acan és Sox9 gének
promoterjeinek metilaltsagi szintjében. Az RT-qPCR eredményeivel vald jelentds atfedés
alapjan kijelenthettiik, hogy a Sox9 ¢s Acan markerek esetében a 6 napos kulturak mintaiban

tapasztalt génexpresszios emelkedés az 5-azaC kezelés kozvetlen kdvetkezményeként jott 1étre.
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A molekularis cirkadian 6ra miitkodésének vizsgélata az in vitro porcfejlddés
soran csirke eredetil kisérleti modellben

A napi, azaz nagyjabol 24 oras iddtartamu cirkadian ritmus molekuldris szintli valtozasainak
nyomon kdvetéséhez sziikség volt az in vitro modell rendszeriink porcprogenitor sejtjeinek
ugynevezett szinkronizacidjara. Elsddleges célunk az wvolt, hogy a cirkadian oOra
kozremiikodését az in vitro porcfejlodés korai szakaszaban vizsgaljuk, ahol a kondroblaszt-
differenciaci6 és az ECM termelddés a legintenzivebb. A specifikus szovettani festések alapjan
megallapitottuk, hogy a molekularis 6ra szinkronizacidjara az 1. tenyésztési nap, mig az elsd
mintak learatasara a 2. tenyésztési nap (24 6raval a szinkronizaciot kovetden) a legalkalmasabb.
A 6. tenyésztési napon szintén alkalmaztunk szinkronizaciot, ebben az esetben az elsé mintakat
ismét 24 oraval késoébb, a 7. tenyésztési napon arattuk le, igy lehetéségiink volt megfigyelni a
cirkadian ritmus molekularis résztvevéinek mRNS-szintli valtozasait a porcfejlédés késoi
szakaszaban.

A csitkeembrio végtagtelep eredetli HD kulturdkat a tenyésztés 1. napjdn 2 oran keresztiil
stimulaltuk 50% FBS tartalm médium hozzaadasaval, azaz szérum-sokknak tettik ki. A
cirkadian 6ra ily modon tortént szinkronizaciojat kovetéen DMMK és toluidinkék szovettani
festésekkel vizsgaltuk meg a primer micromass kultarak éltal termelt porcspecifikus ECM
véltozasait. Megallapitottuk, hogy a magas FBS tartalmi tapoldat alkalmazisara a
metakromazias porc ECM mennyisége szignifikans mértékben megndtt a 3. tenyésztési naptol
kezdve, a legnagyobb mértékli emelkedést a tenyésztés 4. napjan figyeltik meg. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy az in vitro kondrogenezis korai szakaszaban alkalmazott
szérum-SoKk erételjesen serkenti a porcdifferenciaciot.

Szerettiik volna bizonyitani, hogy a fokozott ECM termel6dés valdoban a szérum-sokk altal
eléidézett cirkadidn ora szinkronizacié miatt alakult ki. Az LDS kezeldanyag képes
befolyasolni a szinkronizacids folyamatot. Az LDS modulétort a tenyésztés 1. napjan, szérum-
sokkot kdvetden, 24 oran keresztiil alkalmaztuk a HD kulturakban. A kémiai vegyiilettel valo
kezelés szignifikdnsan csokkentette a teny€sztés 6. napjara termelddott metakromazids matrix
mennyiségét, a szérum-sokkolt HD kultarak ECM képzddését is negativan befolyasolta. Tehat
hisztotechnikai eljarasokkal bizonyitottuk, hogy nagy valoszinliséggel valoban a szérum-sokk
altal eldidézett ora-szinkronizacio kovetkezménye volt a korabban megallapitott
porcdifferenciacié fokozodas. A gatloszer szintén negativ hatissal volt a mitokondriélis
aktivitasra: a kezelés a sejtek életképességének szignifikans csokkenéséhez vezetett a

tenyésztés 3. napjara.
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Megfigyeltiikk, hogy a cirkadian 6ra modulatora befolyasolja-e a porcfejlédés molekularis
folyamatait. Hairom porcmarker, a SOX9, COL2A1 ¢s ACAN gének expressziojat vizsgaltuk
RT-qPCR modszerrel. A szinkronizaciot (és bizonyos kisérleti csoportok esetében a kezelést)
kovetden a tenyésztés 3. és 6. napjan arattuk le a kulturakat. Mindkét vizsgalati id6pontban
szignifikansan emelkedett a porc markergének relativ expresszidja a szérum-sokknak Kitett
koloniakban. Ezzel szemben az LDS ¢és a szérum-sokk egylittes alkalmazasakor
megfigyelhettiik, hogy a porcmarkerek expresszids szintje szignifikansan csokkent mind a 3.,
mind pedig a 6. tenyésztési napon, a csak szérum-sokkolt kultarakhoz viszonyitva.
Osszességében megéllapitottuk, hogy az LDS kezelés negativ hatassal volt az in vitro
porcfejlodésre, illetve a szérum-sokk altal eldidézett oraszinkronizaciora is. Az eredmények
tiikrében kijelenthettiik, hogy a molekularis éra megfeleld miikodése alapvetden befolyasolja a
porcképzodést. Ezek a vizsgalatok azt is alatamasztjak, hogy az in vitro kondrogenezis soran
alkalmazott szérum-sokk pozitiv hatasat jelentds mértékben csokkenti, ha farmakologiailag
gatoljuk a molekularis 6ra megfelelé miikodését a differencialodo sejtekben.

Szerettiik volna bizonyitani, hogy a szérum-sokk valdéban szinkronizal6 hatast fejt ki a cirkadian
ora ¢és a porcfejlédés specifikus molekularis résztvevdinek génexpresszids mintdzatara. A
csirkeembrio végtagtelep eredetli micromass kulturakat az 1. vagy 6. tenyésztési napon
szinkronizaltuk. 24 6raval a szérum-sokk befejeztét kovetden learattuk az elsé mintakat. Ezutan
minden Ujabb 8 ora elteltével (32., 40., 48., 56., 64., 72. draban) ) mintdkat gyiijtottiink be. A
vizsgalt gének expresszids valtozasait €s a cirkadidn 6ra miikodéséhez kapcsolt oszcillacios
csticsaikat RT-qPCR modszerrel analizaltuk. Szamos oOragén expresszidjat bizonyitottuk a
csirke kondrogenikus modelliinkben, mint példaul a BMALL, PER2, PER3, CRY1 és CRY2,
azonban a CLOCK oragén-csoport tagjainak expressziojat nem sikeriilt kimutatnunk. Az elsé
tenyésztési napon tortént szinkronizacio vizsgalatanal tobb dragén esetében is ki tudtuk mutatni
a szinkronizalt oszcillaciés mintdzatot. Megallapitottuk, hogy a molekularis o6ra pozitiv és
negativ fazisai kozott koriilbeliil 8 6rés faziskiilonbség volt megfigyelhetd a szinkronizaciot
kovetd 24. és 72. 6ra kozott learatott mintakban. A relativ expresszios adatok alapjan 1étrehozott
cosinor-gorbéken jol lathato, hogy a BMAL1 pozitiv faktorként, mig a PER2, PER3 és CRY2
negativ faktorokként vesznek részt a cirkadian ritmus létrehozaséban. Hasonld génexpresszios
mintdzatokat figyeltiink meg, ha a porcdifferenciacio késdbbi szakaszaban, a tenyésztés 6.
napjan alkalmaztunk szinkronizaciot. A BMAL1 és a CRY1/PER2 gének ebben az esetben is
egy 8 oranként valtakozo, antifazis-jellegli kiilonbséget mutattak, ami ennél a kisérleti

csoportnal is a molekularis 6ra mRNS-szinti meglétére utal.
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Az embrionalis végtagtelep eredetii micromass kultirakban a progenitor sejtek egy heterogén
populacidt reprezentalnak, ahol a sejtek bizonyos koriilmények kdzott elonyben részesithetik
az oszteogenikus iranyu differenciaciot a kondrogenikus differenciacié helyett. Ennek
tisztazasa érdekében megvizsgaltuk a SOX9 kondrogenikus és a RUNX2 oszteogenikus mester
transzkripcids faktorok génexpressziojat, az elézdekben emlitett vizsgalati idopontokban. Az
expresszids értékeket a cosinor-gorbére illesztettiik, igy kiderithettiik, hogy a vizsgalt
markergének mutatnak-e a cirkadian orara jellemzd oszcillaciés mintdzatot. A SOX9
transzkripcios adatainak illesztése soran megallapitottuk, hogy a kondrogenikus transzkripcios
faktor génexpresszioja a porcfejlodés korai és késoi szakaszaban is cirkadian mintazatot jelzett,
¢s fazisban volt a bemutatott BMALL eredményeivel. Ezzel ellentétben a RUNX2 transzkripcids
faktor esetében nem fedeztink fel cirkadidan mintazatot a gén expresszios adatainak
elemzésekor. Az ACAN gén expresszidjanak cosinor-alapu analizise szintén kimutatta a
cirkadian ritmus szerint valtoz6 mintazatot, méghozza a kordbban bemutatott SOX9 génre
jellemz6 médon, mind az 1., mind pedig a 6. tenyésztési napon tértént szinkronizacio esetében.
A COL2A1 gén a SOX9-hez és az ACAN-hoz hasonl6 cirkadian expresszids mintazatot mutatott,
akér az éretlen kondroprogenitor sejteket, akdr az érett kondrocitékat tartalmazé kultirakat
vizsgaltuk. A relativ expresszios adatok alapjan elmondhato, hogy a HD kultardkban lezajld
kondrogenezis folyamata alatt a cirkadian o6ra képes befolydsolni a porcfejlédés

markergénjeinek expressziojat.
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MEGBESZELES

A DNS metilacio szerepér6l az in vitro porcfeijlodés soran

s

toltenek be a DNS metilaciot szabalyozo folyamatok. A regeneraciés medicina egyik
legatfogobban kutatott modszere az &ssejt-terapia, az iziileti porc elvaltozasaval jard
megbetegedések kezelésénél is nagy hangsulyt fektetnek a mezenchimalis sejtek felhasznalasi
lehetdségeinek feltérképezésére. Az utdbbi években eldtérbe keriilt a porcfejlodés epigenetikai
szintii szabalyozasanak megismerése. A metilacios szint célzott megvaltoztatasa adott fejlodési
stddiumban akar az dssejtek terapids célu felhasznalasat is eredményezheti. Kisérleteink célja
az volt, hogy kiilonb6zo egér eredetli kondrogenikus modellek felhasznalasaval feltérképezziik
a DNS metilacio specifikus regulator enzimeinek mRNS-szintli expresszids mintazatat a
porcfejlédés kiilonbozd stadiumai alatt, tovabba megfigyeltik a DNS metilacid gatlasat
el6idézd 5-azaC kezeldanyag kondrogenezisre kifejtett hatasat.

PCR array médszer segitségével megfigyeltiik harom DNS metilacioval asszocialt markergén
(Dnmt3a, Tetl és Ogt) expresszidos mintazatat egér sejtvonal eredetli sejtek porcosodd
micromass kultaraiban. A DNS metiltranszferazok kozil a DNMT3B enzimr6l mar
megallapitottak, hogy rendkiviil fontos szereppel bir a végtagok normalis fejlédése soran. A
PCR array eredményei jol abrazoltak, hogy a Dnmt3a és Dnmt3b metiltranszferazok RNS
szintje a porcfejlodés érési és hipertrofids fazisaban emelkedett meg szignifikdns mértékben.
Az utobbi évek alatt bebizonyosodott, hogy a demetilacioért felelds TET enzimek
kulcsfontossagu epigenetikai szabalyozé szereppel birhatnak a porc fejlddése soran. A Tetl
géncsendesitésével jaro in vitro kisérletek eredményei szignifikans csokkenést jeleztek a
porcmatrix-specifikus Col2al és Acan gének expresszios szintjében. A TET enzimek tér- és
iddbeli eloszlasanak szempontjabol azt is leirtdk, hogy a TET1 volt az egyediili, amely az
egérembriok csigolyainak fejlodése soran a kondrogenezis teljes folyamata alatt kifejezodott.
A Tetl RNS-szintli expresszids aktivaciojat az in vitro kondrogenezis érési és hipertrofias
szakaszaiban figyeltilk meg. Az OGT szoros szabalyozasi kapcsolatban all a TET enzimekkel,
kiilonosen a TET1 katalitikus aktivitasat képes stimulalni. Prekondrogenikus sejtvonal eredetii
altal poszttranszlacidos modositason atesett fehérjék akkumulécioja indukalta a porcfejlodési
folyamatokat, az ECM atrendezddését, €és a prehipertrofids porcsejtek megjelenését. Ezen

irodalmi adatok alapjan az OGT expresszids szintjének megemelkedését a hipertréfias
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transzformacié szakasza alatt vartuk. A PCR array alapjan megfigyelhettiik, hogy az enzim
RNS szintli upregulacidja a 10. tenyésztési napon kezd6dott meg, de a legnagyobb mértékii
novekedést a 15. tenyésztési napon mutattuk ki. A Dnmt3a és Tetl gének a sejtvonal eredeti
HD kultardk RT-qPCR-ral valo vizsgalata sordn mar az 5. tenyésztési napon szignifikans
expresszios novekedést jeleztek, azonban a legmagasabb expresszios cstucs a 10. tenyésztési
napon figyelhetd meg mindharom gén esetében, mig a 15. tenyésztési napon mar alacsonyabb
mértéklt upregulaciot lattunk, tehat a késdéi hipertrofids szakaszra a vizsgalt gének
transzkripcios aktivitasa csokkené tendenciat mutatott. Egérembrid végtagtelep-eredetti primer
HD kultirakban is megvizsgaltuk a harom markergén expresszids valtozasat az in vitro
porcfejlodés folyamata alatt. Az RT-gPCR eredményeinek analizise soran a Dnmt3a
expresszios szintje kozepesen magas emelkedést mutatott a 3. tenyésztési napon, azaz a
kondrogenikus sejtek porc iranyu elkotelezddésének iddszaka alatt, majd a kondrogenezis elére
haladtaval fokozatos csokkenést lattunk. Az Ogt konstans szinten expresszalodott, egyediil a
tenyésztés 15. napjan figyelhettiik meg szignifikdns csokkenését. A Tetl expresszidja az el6z6
két markerhez képest erdteljes upregulaciot jelzett a porcfejlodés teljes szakasza alatt, a
legmagasabb transzkript szinteket az osztodas €s az elkotelezddés fazisai alatt mutattuk ki.
Fontos megemliteni, hogy a sejtvonal eredetli és a primer HD kultardk eltéré dinamikéja
porcfejlodést mutathatnak, a jelenség egyik magyarazata a differencialodd sejtek eltérd
migracids képességében kereshetd. Szintén vizsgaltuk a kivalasztott harom gén expresszidjat
in situ hibridizacios technika alkalmazasaval, 15 napos egérembriokban. Ebben az esetben is a
Tetl mutatta a legerdteljesebb expressziot a harom epigenetikai marker koziil. A TET1 oszteo-
kondrogenikus differenciaciéban betoltott 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 ndvekedési
rendellenességeket okozott. C3H10T1/2 sejtvonal eredetii sejtek esetében a Tetl
downregulacioja kovetkezményeként szdmos porcmarker, igy a Il-es tipusi kollagén
expresszidja is lecsokkent. Szintén tanulmanyoztuk, hogy a DNS metilaciot gatld 5-azaC
hogyan befolyasolja a még éretlen kondroprogenitor sejtek, illetve az érett kondrocitdk
porcdifferencidcids képességét. Korabbi kutatdsok leirtdk, hogy a huméan csontveld eredetii
mezenchimalis dssejtek multipotens jellege valtozo tendenciat mutatott: egyszeri adagolast
kovetden a sejtek megdrizték multipotenciajukat, azonban a kezeldanyag ismétlddé hozzaadasa
kovetkeztében a differenciacidos potencidl lecsokkent, ezzel parhuzamos pedig megnétt az
Ossejtek kondrogenikus iranyu elkotelezédésének mértéke. Egy masik tanulményban azonban

azt irtak le, hogy a human csontvel6 eredetii dssejtekbdl 1étrehozott porcosodod sejtkultirakban
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lecsokkent a kondrogenikus markergének expresszidos szintje a kezelést kovetéen. Az
egymasnak ellentmondo kisérletes adatok jol érzékeltetik, hogy a DNS metilacids gatloszerrel
valdé munka soran a koncentracié mellett a kezelések szama, id6tartama és litemezése is fontos
paraméter. Az egérembrid végtagtelep eredetli kondroprogenitor sejtekbdl 1étrehozott
micromass kulturakban az 5-azaC eltérd hatast fejtett ki attol fliggéen, hogy a kezeldanyagot
melyik porcdifferenciacios szakaszban alkalmaztuk. A Sox9, Col2al és Acan porc markergének
expresszidja szignifikans csokkenést mutatott, ha az 5-azaC-t a kondrogenezis korai
tapasztaltunk hipermetilaciot. A porcfejlédés késobbi, differenciacios szakasza alatt
alkalmazott DNS metilacio-gatlas pozitivan hatott a S0x9 és Acan gének expresszidjara.
hipometilacié miatt jott Iétre, ezaltal megallapitottuk, hogy a DNS metilacio képes kozvetlen

moddon iranyitani a kondrogenezis kulcs faktorainak transzkripcios aktivitasat.

A cirkadian Ora szerepe az in Vitro porcfejlddés soran

A cirkadian ora fontos szereppel bir a normal porcszovet homeosztazisanak fenntartasaban
hogy a kondrocitdkban miikddd periférids cirkadian ora megzavarasa OA-ra jellemzd
fenotipushoz vezet. Széles korben ismert, hogy az ex vivo modon tenyésztett és fenntartott
sejtek megorzik a sejtszintli molekuléris 6ra mikodését. Mivel az immortalizalt sejtvonalak sok
esetben csokkent szovet-specifikus funkcioval jellemezhetdek, kisérleteinkhez egy primer
porcosodd micromass sejtkultira-alapt modellt valasztottunk, amelyet -csirkeembriok
végtagtelepeibdl 1zolalt mezenchimalis sejtekbdl hoztunk létre. A 6 napon at tartd tenyesztési
periodus alatt a kondroprogenitor sejtek porcspecifikus ECM termelésére képes
kondroblasztokka és érett kondrocitdkka differencidlédnak, mikdézben maga az ECM
termelddése a 2-3. tenyésztési napokon indul meg. Célunk az volt, hogy megvizsgaljuk a
molekularis ora szinkronizalt génexpresszids mintazatanak jelenlétét az in vitro kondrogenezis
korai és késoi differenciacios szakaszai alatt. A cirkadian ora szinkronizacidjat szérum-sokkal
idéztiik eld, melyet a tenyésztés 1. vagy 6. napjan alkalmaztunk. Az 1. tenyésztési napon
szinkronizalt HD kultirdk analizisébdl szarmazd eredmények szerint a korai porcfejlédés
stadiuma alatt mar a kondroprogenitor mezenchimalis sejtek és az azokbol differencialodo korai
kondroblasztok is expresszaljak az Osszes alapvetd fontossagl cirkadian ora-specifikus gént,

emellett mindegyik gén expresszidja egy szinkronizalt, ritmikus mintdzatot kovetett. A
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molekularis oOra szinkronizalt miikddése alatt egy 8-6rads iddtartamot mutatd ritmikus
oszcillaciot tapasztaltunk a BMALL altal iranyitott pozitiv vagy génaktivacios fazis, és a CRY2-
PER2-PER3 altal irdnyitott negativ vagy gatld visszacsatolds fazisa kozott. Az érettebb
differenciacios stadiumban 1évé (6 napos), szérum-sokk 4altal szinkronizalt micromass
kultirdkban az 1. napon tortént szinkronizacidhoz hasonld transzkripcidés mintdzatot
figyelhettiink meg. A BMAL1 és PER2/CRY1 expresszios mintazata ismét 8 oranként valtozo
fazisos oszcillaciot mutatott, amely egy mRNS szinten jol miikodé molekuléris ora jelenlétére
utalt. Ezen eredmények azt igazoltdk, hogy az éretlen mezenchimalis sejtek mellett a mar
érettebb és elkotelezett, porcspecifikus ECM termelésére képes kondroblasztok és korai
kondrocitak is rendelkeznek megfeleléen funkcionalé molekularis cirkadian o6ramiivel,
melynek meglétét egyébirant mar bizonyitottak in vitro koriilmények kozott tenyésztett érett
kondrocitakban. Vizsgalatainkkal aldtdmasztottuk, hogy mind a korai, mind pedig a késdi
primer porcosodd micromass kultirdk periodikus dinamik4ju cirkadian ritmusénak jellemzo6i
nagy hasonlosagot mutattak a feln6tt mezenchimalis 6ssejtekben, illetve érett kondrocitakban
leirt irodalmi adatokkal. A kulcs kondrogenikus transzkripcios faktor (SOX9), illetve két
porcspecifikus ECM komponens (COL2A1 és ACAN) génexpresszidja szintén szinkronizalt,
ritmikus mintdzatot mutatott a szérum-sokkot kovetden. Ragesalokbol izolalt porcmintdkban
sikeriilt azonositani a cirkadian 6ra markereinek mRNS szintii expresszidjat, illetve a fény/sotét
inger valtakozasa altal kivaltott szinkronizacio kovetkeztében a Sox9, a Col2al és az Acan
inger mellett szdmos egyéb regulacios faktor, példaul a bevitt tapanyag mennyisége is hatassal
van. Bizonyitottuk, hogy a vizsgalt porcmarkerek géntermékei ritmikus expresszids mintazatot
jeleztek, akar az elsd, akar a hatodik tenyésztési napon alkalmaztuk a szérum-sokkal vald
szinkronizaciot. Bemutattuk azt is, hogy az els6 tenyésztési napon alkalmazott szérum-sokk
kovetkeztében a primer porcosodd micromass kultirdk porcsejtjei a 6. tenyésztési napra
erételjesebb €és nagyobb mennyiségli porcspecifikus extracellularis matrixot termeltek. Ezt a
pozitiv hatast a SOX9, COL2A1 és ACAN markergének expresszids valtozasainak analizise
soran is megfigyelhettiik. A porcfejlédés korai szakasza alatt alkalmazott szérum-sokk tehat
stimulalo hatassal birt a kondrogenezis folyamatara. Ez a jelenség egyértelmiien a szérum-Sokk
molekularis oOra szinkronizacidjat el6idéz6 hatdsanak volt kdszonhetd, mivel az LDS
kezeldanyag €s a szérum-sokk egylittes alkalmazéisat kdvetden nem tapasztaltunk fokozott
porcfejlodést. A korai kondrogenikus fazisban jar6 HD kultarak molekularis orajanak
megzavarasa negativ hatassal birt a sejtek proliferacios képességére, az LDS kezelést kovetden

a sejtek ¢€letképessége szignifikansan lecsokkent. A RUNX2, az oszteogenikus differenciacio
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kulcs markergénjének transzkripcids szintjében csokkend tendenciat tapasztaltunk, tovabba
sem az elsd, sem pedig a hatodik tenyésztési napon inditott szérum-sokkot kovetéen sem
sikeriilt kimutatnunk az oszcillalé génexpressziés mintdzatot. Az oszteogenikus markergén
negativ iranyu regulacioja azt jelezheti elére, hogy a szérum-sokkot kdvetden a primer HD
kultarék sejtjei eldnyben részesithetik a kondrogenikus iranyu differenciaciot. Kutatdsaink
eredményeként sikeriilt leirnunk egy szérum-sokkon alapulé modszert, amely mindamellett,
hogy el6idézi a molekularis cirkadian ora sejtszintli szinkronizacidjat, szintén eldsegiti a
porcprogenitor sejtek kondrogenikus differenciacios iranyu elkotelezodését, illetve fokozza az

in vitro kondrogenezist.
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OSSZEFOGLALAS

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

------

metilacid és a cirkadian bioldgiai ora. A disszertacibban bemutatott legfontosabb 1j

eredményeket az alabbiakban foglalom Gssze:

A DNS metilacidval kapcsolatos 0 megallapitdsok:

A Dnmt3a, Tetl, Ogt DNS metilacié-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 fejlédését befolyésolo
kezel6anyagok fejlesztése szempontjabol.

Az in vitro porcdifferenciacié kés6i stddiuma soran alkalmazott 5-azacitidin
serkent6leg hatott a Sox9 és Acan porcmarkerek génexpresszidjara, ez a metilacid
gatlasdnak volt kdszonhetd, ugyanis a két markergén promoter régioi csokkent
metilaltsagot jeleztek. Ezek a promoter régiok kiemelt szabalyozd pontokat
jelolhetnek a jovobeli epigenetikai-szintii kezelések szempontjabol. Az 5-azacitidin

a megfeleld alkalmazas mellett szintén potencialis terapids szerként szolgalhat.

A cirkadian 6raval kapcsolatos 0] megallapitasok:

A szérum-sokk alapu oraszinkronizacié szignifikansan fokozta a porcspecifikus
extracellularis matrix termelddését, illetve a SOX9, ACAN ¢és COL2A1 porc
markergének expressziojat, tehat a szérum-sokknak kondrogenezist eldsegitd
hatasa volt.

A szérum-sokkot kovetden a molekularis cirkadidn 6ra kozponti dragénjei
szinkronizalt expresszids mintdzatot mutattak. Kimutattuk a pozitiv szabalyozé
BMAL1 ¢és a negativ szabalyoz6 PER2/PER3/CRY1/CRY2 expresszios
mintazatainak 8-6ranként valtozo antifazisos oszcillacioit.

Igazoltuk, hogy a cirkadian 6ra &sszehangolt miikddésének longdaysin-nel valo
megzavarasa negativ hatassal birt a porcképzddésre. Ezzel alatdmasztottuk, hogy a
normdl ritmikus cirkadian oramiikddésnek kulcsfontossagli pozitiv szabalyozd

szerepe van porc szoveti fejlodésében.
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