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2. Roviditések jegyzéke

AP-1: aktivator protein 1

ATF: aktivalo transzkripciods faktor

BMP: csont morfogenetikus fehérje

bp: bazispar

BV/TV: relativ csonttérfogat (csonttérfogat/teljes térfogat)
c-Fms: macska McDonough szarkéma proto-onkogén (M-CSF receptor)
DAG: diacil glicerol

DAP12: DNAX- aktivalo protein 12

EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

ERK: extracellularis szignal-regulalt kinaz

DC-STAMP: Dendritikus-sejt-specifikus transzmembran fehérje
FAK: fokalis adhézios kinaz

FcRy: Fe-receptor y-lanc

c-Fos: Finkel-Biskis—Jinkins egér oszteogén szarkoma protoonkogén
GAP: GTPaz aktivalo fehérje

GAPDH: Glicerin-aldehid-3-foszfat dehidrogenaz

GEF: guanin-nukleotid kicserél6 faktor

GM-CSF: granulocita-makrofag koloniastimulal6 faktor
GTPaz: guanidin trifoszfataz

HSC: hemopoetikus 6ssejt

IFN: interferon

IkBa: NFkB inhibitor

IP5: inozitol-1,4,5- triszfoszfat

ITAM: immunreceptor tirozin- alapt aktivaciés motivum
JNK: c-Jun N-termindlis kinaz

MAP: mitogén aktivalt protein kinaz

M-CSF: makrofag kolonia-stimul6 faktor

o-MEM: minimalis esszencialis médium o

mikro-CT: computeres mikro-tomografia

M®: makrofag

MSC: mesenchymalis 6ssejt

Neo: neomicin-rezisztencia

NFAT: aktivalt T-sejtek nuklearis faktora
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NFATcl: aktivalt T-sejtek nuklearis faktor DNS- kot6 transzkripcids komplex
NF«B: nuklearis faktor kB

OB: oszteoblaszt

OC: oszteoklaszt

OPG: oszteoprotegerin

OSCAR: oszteoklaszt-asszocialt receptor

PCR: polimeraz lancreakcio

PH: plekstrin homoldgia domén

PI3-kinéz: foszfatidilinozitol-3-kinaz

PIP2: foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat

PIR: paros immunglobulin-szer receptor

PLCy2: foszfolipaz Cy2

PTH: parathormon

PU.1: Purin-gazdag szekvenciat felismerd transzkripcids faktor 1
Pyk2: prolin-gazdag tirozin-kindz 2

RANK: NF«B aktivator receptor

RANKL: RANK ligand (=TRANCE)

RGD: Arginin-Glicin-Aszpartat aminosav-triplet (az integrinek ligandja)
RT-PCT: reverz transzkriptaz PCR

SHAM: éloperalt allat

SH2: Src homologia domén 2

SIRP: szignal-szabalyozo6 fehérje

Syk: 1ép tirozin kindz

TAK-1: transzformalo novekedési faktor B aktivalt kinaz 1
TNF-a: tumor nekrézis faktor-o

TRAF6: TNF-receptor-asszocialt faktor 6

TRAIL: TNF-rokon apoptozis indukalé ligand

TRANCE: TNF-rokon aktivacié indukalt citokin (=RANKL)
TRAP: tartarat rezisztens savas foszfataz

TREM: miceloid sejteken expresszalodo aktivald receptor

VT: vad tipus
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3. Irodalmi hattér

3.1. A csontszovet altalanos jellemzése

A csontszovet legismertebb funkcioi kozé tartozik a belsé szervek védelme,

megfeleld tartdszerkezet biztositasa és (a vazizmok ¢€s iziiletek rendszerével egyiitt) a
testmozgasok kivitelezése. Emellett azonban a csontok szamos egyéb feladatot is
ellatnak, mint a csontveldben lezajlé hematopoiezis tdmogatdsa, asvanyi elemek
raktarozasa ¢s homeosztazisuk szabalyozasa, illetve a zsirraktarozas.
A csontszdvet fO tartoszerkezetét az extracellularis matrix adja. A matrix felépitésében
szerves €s szervetlen anyagok vesznek részt. A szerves anyag 95%-a 1. tipusu kollagén,
kisebb részben proteoglikanok, egyéb kollagén-tipusok és nem-kollagén jellegii
fehérjék. A szervetlen vazt elsdsorban hidroxiapatit (Cas(PO4);(OH)) kristalyok épitik
fel. A csont sejtes elemei a csont felépitését végzd csontépitd sejtek (oszteoblasztok), a
csont lebontasaért felelds csontfald sejtek (oszteoklasztok) és a csontmatrix kdzepébe
beépiild oszteocitak.

Az oszteoblasztok mesenchymalis Ossejtekbdl alakulnak ki. Fejlédésiik korai
fazisaban az alkalikus foszfataz, illetve az oszteokalcin expresszioja jellemzi dket [7].
Progenitor alakjukbodl a csont morfogenetikus fehérje (BMP) receptora, valamint Wnt
receptorok segitségével alakulnak ki az érett oszteoblasztok, amelyek képesek a csont
felépitésére [8, 9]. Az oszteoblasztok fo feladata a kollagénben gazdag szerves matrix
(az oszteoid) létrehozéasa, specidlis matrixfehérjék (alkalikus foszfataz, oszteokalcin
stb.) szecerndldsa és a csontszovet mineralizdcidjanak az eldkészitése szervetlen
anyagok ¢s azok 4atalakuldsat katalizalé enzimek matrixba épitésével. Az oszteoblasztok
felelosek ezen kiviil az oszteoklasztok mikddésének szabalyozasaért is [10, 11]. Az
oszteoblasztokat jelentds szekrécios aktivitdsuk miatt kiterjedt endoplazmas retikulum
¢és Golgi jellemzi.

A csontdllomany felépitése sordn egyes oszteoblasztokat teljesen koriilzar az
extracellularis matrix. Ezek a sejtek oszteocitakkd alakulnak és a tovabbiakban
mechanoreceptorként érzékelik a csontot érd mechanikai terhelést. Ezen informaciok

fontos szerepet jatszanak a csont atépiilésének a szabalyozasaban. Az oszteoblasztokkal
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szemben az oszteocitdk metabolikusan inaktiv sejtek, ezért benniik nagyon kevés
endoplazmas retikulum és Golgi talalhato.

Az oszteoklasztok a csont felszinén taldlhatd nagyméretli, sok sejtmaggal
rendelkez6 oridssejtek, melyek a szervezetben egyediiliként képesek lebontani a csontot,
illetve az elmeszesedett porcszovetet. Az oszteoklasztokat csont-specifikus makrofag-
jellegli sejteknek tekinthetjiik, melyek hemopoetikus dssejtekbdl a monocita/makrofag
sejtvonal iranyaba vald korai fejloddés, majd oszteoklasztokkd vald differencidlodas
soran keletkeznek [12, 13] . Az oszteoklasztok érését elsOsorban az oszteoblasztok altal
termelt citokinek szabalyozzak. Keletkezésiik jellemzO 1épése a mononuklearis
preoszteoklasztok fuzidja. A csontlebontas soran az oszteoklasztok specialis
citoszkeletdlis és membranstrukturdk segitségével zart teret hoznak Ilétre a
csontfelszinen, melybe sésavat és emésztdenzimeket szecerndlnak a csontdllomany
lebontésa érdekében.

A fenti sejttipusok jellegzetes egyiittmiitkodését a csontanyagcsere egyik

komplex folyamata, a csont-
atépiilés (bone remodeling) mutatja | Csontbontas
(1. ébra). Ennek soran az Oszteoklasztok ~ | Csont
elhasznalodott csontallomany
felszinén talalhatd oszteoblasztok

Oszteoblasztok O
az oszteoklasztok aktivalodasat | megjelenése
hozzak létre. Az oszteoklasztok Oszteoblasztok Ceont
ezutan Hkiragjak” a
csontallomanyt, majd | Csontmatrix
(feltételezetten a matrixbol létrehozasa Csont
felszabaduld  faktorok hatasara)
inaktivalédnak és  apoptozissal w
elpusztulnak. A létrejott ,ragasi Mineralizacié W@
lireget” az oszteoblasztok elébb Coont
szerves allomannyal toltik ki, majd 1. abra: A csontatépiilés folyamata [2]

létrejon a matrix mineralizdcidja és ezaltal a csont teljes Ujraképzddése. Ez a
korfolyamat a szervezetben folyamatosan miikodik €s évente a teljes csontallomany

mintegy 5-25 %-at megujitja [14].
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3.2. A csontanyagcsere betegségei

A fent jellemzett csont-felépitd, csontbont6 és csont-atépité folyamatok
elengedhetetlenek az egészséges csontszerkezet 1étrejottéhez és megtartasahoz. Szamos
olyan korallapotot ismeriink, melyekben a fenti folyamatok valamelyikének a
karosodasa miatt a a csontszerkezet jelentds mértékben karosodik. Ezek kozil a
legjellemzObben az oszteopetrozis €s az 0szteoporozis.

Oszteopetrozisban a normalisndl tomorebb csontallomany jon Ilétre, ami
els@sorban vazrendszeri rendelleneségekkel jar, illetve paradox modon a nagyon tomor
csontok fokozott toréshajlammal rendelkeznek (porcelan-csont jelenség). A betegségnek
korai és késoi tipusat kiilonboztetik meg. Korai tipusat legtobbszor mar csecsemokorban
diagnosztizaljak és kezeletlen esetben az érintett betegek kisgyermekkorban meghalnak.
A korai halal oka a csontvel6i hemopoetikus tér besziikiilése és az emiatt kialakulod
sulyos vérszegénység ¢és az immunvédekezés zavara. Serdiild vagy fiatalkorban
megjelend formdjanal az életkor elérehaladtaval a csont striisége novekszik, de az
¢letkilatasok 1ényegében normadlisak. Az oszteopetrozist leggyakrabban az
oszteoklasztok hianya vagy mikodésiik zavara okozza. Mivel az oszteoklasztok
hemopoetikus eredetii sejtek, a Dbetegség legsulyosabb formadit csontvel6-
transzplantacidval lehet gyogyitani.

Az oszteoporotikus allapotra a csonttomeg csokkenése és a csont szerkezetének
degeneralodésa jellemzd, amely szintén a csont fokozott torékenységét eredményezi. A
betegség foleg idds betegekben, kiillondsen a menopauzan tal levé ndékben jelenik meg.
A posztmenopauzalis oszteoporozis esetén a csontvesztést feltehetdleg az 0sztrogének
hidnya eredményezi. Oszteopordzis fiatal korban is kialakulhat, ekkor elsésorban
endokrinologiai betegségek (hiperkortizolizmus, hiperparatiroidizmus, stb.) vagy
iatrogén okok (gliikokortikoid-terapia) allnak a hattérben. Az oszteopordzis minden
formajara jellemz6 a csontatépiilés egyensulyanak eltolodasa, vagyis az oszteoblasztok
csontfelépitd miikddésének a csokkenése ¢és/vagy az oszteoklasztok csontbontd

tevékenységének a kdrosodasa.

3.3. Az oszteoklasztok fejlodése és miikodése
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Mivel dolgozatom elsddleges témaja az oszteoklasztok fejlodésében ¢és
muikodésében szerepet jatszo jelatviteli folyamatok vizsgalata, a kdvetkezdkben

részletesebben jellemzem ezen sejtek fejlodését s mitkodését.

3.3.1. Az oszteoklasztok fejlédése

Az oszteoklasztok a monocita/makrofag sejtvonal sejtjeivel rokon sejtek, melyek
a hematopoietikus 6ssejtekbdl (HSC) alakulnak ki. Az oszteoklasztok fejlodésének elsd
1épései megegyeznek a makrofagok fejlodésének elsé 1épéseivel. Ehhez a kezdeti
éréshez elengedhetetlen az M-CSF citokin jelenléte (2. dbra), amit a M-CSF-hianyos
op/op egerekben megfigyelhetd stlyos oszteopetrdzis (az oszteoklasztok hianya és a

kovetkezményes csonttérfogat-novekedés) is mutat [15, 16].

Hematopoietikus M®/OC Preoszteoklaszt ~ Multinuklearis Csontbonté
Sssejt eléalak oszteoklaszt oszteoklaszt
&-0-® "
M-CSF RANKL B integrin B integrin
I I
[ [ [
Differentacio Fuzio Csontbontas
2. abra: Az oszteoklasztok fejlédése

A csontfelszin kozelében elhelyezkedd makrofag/oszteoklaszt eldalakok a
csontfelszinen taldlhatd oszteoblasztokkal érintkezve atprogramozodnak és makrofag
helyett oszteoklaszt-irdnyba differencidlodnak tovébb. Ezt az atprogramozoddast az
oszteoblasztok felszinén taldlhato, a TNF-szupercsaladba tartoz6 RANK ligand
(RANKL; masnéven TRANCE, OPGL, ODF vagy TNFSF11) citokinnek a
makrofag/oszteoklaszt eldalakok felszinén megtalalhat6 RANK (masnéven TNFRSF11)
receptorhoz vald kapcsoldodasa valtja ki (2. abra). A RANKL hatdsara jellegzetes
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génexpresszids  valtozasok, tobbek kozott az  oszteoklaszt-specifikus  gének
expressziojanak dramai novekedése jon létre. Ezen gének kozé tartozik szamos
transzkripcids faktor, koztiik a c-Fos és az NFATcl génje, az oszteoklasztokra jellemzd
tartarat-rezisztens savanyu foszfatdzt (TRAP) kodolé gén és szdmos tovabbi,
oszteoklaszt-specifikus expressziot mutaté gén. A RANK/RANKL receptor/ligand
kapcsolodas jelentdségét mutatja, hogy barmelyik fehérje hidnya teljesen meggatolja az
oszteoklasztok fejlédését és az in vivo csontbontdst [17-19]. Az oszteoblasztok a
RANKL kifejezése mellett szecerndlnak egy szolubilis RANK-szerli molekulat, az
oszteoprotegerint (OPG)-t (3. dbra). Az OPG a RANKL megkotésével megakadalyozza
annak makrofag/oszteoklaszt-eldalakok altali felismerését ¢€s ezaltal gatolja az
oszteoklasztok fejlodését és mitkodését. Az oszteoklasztok aktivalodéasa tehat tulajdon-

képpen az oszteoblasztok altal termelt RANKL és OPG aranyatol fiigg.

Oszteoblaszt

Q%PG
7

Q/ Aktivacié |

Preoszteoklaszt

3. abra: A RANK OPG altali kompetitiv gatlasa [1]

A RANKL hatasara torténd génexpresszios valtozasok jellegzetes biokémiai
valtozasokat eredményeznek, melynek hatdsara az érett oszteoklasztokhoz biokémiailag
hasonl6 mononukleéris sejtek, in. preoszteoklasztok jonnek létre (2. abra). Ezen sejtek
egymassal valo fizidja hozza 1étre az oszteoklasztokra jellemz6 sokmagvl oOriassejtes
transzmembran receptor, a DC-STAMP [20, 21] sziikséges, és elengedhetetlen hozzé a

Bs-integrineken keresztiili sejtadhézio [22, 23] is.

10
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A sikeres fuzidhoz sziikség van arra is, hogy a preoszteoklasztok megfeleld
kozelségbe keriiljenek egymashoz. Ehhez feltételezhetéen hozzajarul a sejtek
kemotaktikus vandorldsa, amelyet kemokinek, csontmatrix-fehérjék és a kiilonbozd
tul feltételezhetden szamos tovabbi, még nem teljesen tisztazott jelatviteli folyamat is
sziikséges.

A fenti ismeretek tiikrében ma mar lehetdvé valik az oszteoklasztok
hemopoetikus sejtekbdl (csontveldi sejtekbdl, monocitakbdl) vald in vitro tenyésztése.
Ennek legkézenfekvobb modja az oszteoklaszt-eldalakok M-CSF és RANKL citokinek
jelenlétében vald in vitro tenyésztése, melynek hatdsara sokmagvi TRAP-pozitiv
oriassejtek (oszteoklaszt-szerli sejtek) alakulnak ki. Ezen folyamathoz elengedhetetlen a
Bs-integrineken keresztiili sejtadhézio [22, 23]. Osszefoglalva tehit elmondhatjuk, hogy
az oszteoklasztok kialakuldsdhoz jelenlegi ismereteink szerint elsdsorban harom kiilsé

tényezd, az M-CSF, a RANKL ¢és a sejtadhéziot lehetove tevo felszin sziikséges.

3.3.2. Az oszteoklasztok reszorpcios miikodése

A fenti differencidcios €s fuzids 1épések révén létrejonnek a sokmagvi oriassejt
oszteoklasztok, melyek a tovabbiakban a csontfelszin lebontdsat végzik. Utobbi
folyamat a csontfelszin oszteoklasztok alatti teriiletén, az Un. reszorpcids iiregekben
vagy Howship-lacunakban (4. 4bra) jon létre azaltal, hogy az oszteoklasztok szamos
kiilonb6zé, a csontmatrix lebomlasat eredményezd kémiai agenst és enzimet
szecernalnak ebbe a térbe.

A hatékony csontbontas egyik feltétele, hogy az oszteoklaszt a reszorpcios iireg
pereme mentén lezarja (szigetelje) a sejt és a csont kdzotti teret, kiillonben a csontmatrix
lebontasat eredményezé anyagok az ilireg pereménél kidiffundalnanak a kornyezo
extracellularis térbe (4. dbra). A szigetelés szerkezeti alapjat a sejten beliili aktin-gy{iri
adja, amely szdmos fehérje, koztiik a sejtmembrant 4térd és a csontmatrixhoz kotédo Bs-

integrinek lehorgonyzasat végzi.
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Funkcionalis szekretoros domén

Sejtmagok

Integrinek
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; ) Reszorpcids ureg
hatarmembran

Csont
4. abra: Oszteoklaszt csontbontas kozben

A hatékony reszorpcié masik feltétele a sejt polarizacidja, vagyis a reszorpcios
tireg felé nézo apikalis és az intersticidlis tér feldli bazolateralis membran funkcionalis
szétvalasztasa (4. abra). Ez egyrészt a két membran eltéré iontranszport-funkcioi,
masrészt a kiilonb6z0 endo/exocitotikus mikodések (enzimek apikalis exocitozisa,
lebontott matrixallomany apikalistél bazolaterdlis irdnyba torténd transzcitézisa) miatt
sziikséges. A polarizacié tovabbi jellegzetessége az apikalis membran redézottségének
(az un. hulldmos hatarnak) a kialakuldsa, ami feltételezhetben a megndvekedett
transzportaktivitassal, illetve a transzporter-fehérjéket tartalmazéd szekretoros vezikulak
exocitozisaval van kapcsolatban.

A reszorpcids lireg lezarasat és az oszteoklaszt polarizacidjat az aktiv
csontbontas fazisa koveti (5. dbra). Ennek sordn az apikalis membranban vakuolaris
tipust H'-ATPazok jelennek meg, melyek nagy mennyiségben transzportdlnak H'
ionokat a reszorpcios liregbe. A protonok transzportjahoz sziikséges toltéskompenzaciot
a hullamos hatarmembran CIC-7 Cl -csatorndja biztositja [27], igy az oszteoklaszt
Osszességében sosavat lirit a reszorpcios liregbe, melynek pH-ja 4,5 koriili értékre

csokken. A protonok forrasa az intracelluldris szénsav-anhidraz, az ennek mikodése
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soran a citoplazmaban felszaporodo6 HCO; ionokat pedig a bazolateralis CI /HCOs~

antiporter  tavolitja  el,

egyben utanpdtlast bizto-

~->

sitva az apikélis CI - HCO;
H,CPe— H,0 +CO,

transzporthoz is. A HCI-
szekrécion tal az O ATPe
oszteoklasztok  proteoli-
tikus enzimeket is
szecerndlnak a reszorpcios

tiregbe (5. dabra). Ezek

koziil kiemelendo6 a 5. abra: A csontbontas részfolyamatai

katepszin K mint a csont szerves allomdnyanak lebontasaért elsdsorban felelds
oszteoklaszt-eredetli enzimfehérje.

A reszorpcios liregbe lritett sdésav ¢€s katepszin K egyiittesen sem képesek a
csontdllomany teljes megemésztésére, ezért a csontallomany kisebb darabjai a
reszorpciods térben maradnak. Ezeket az oszteoklaszt (mint aktiv fagocita-sejt) felveszi,
vezikularis transzporttal atszallitja a sejten keresztiil, majd a hullamos hatarmembrannal
atellenes oldalon exocitozissal az intersticialis térbe iiriti [28]. A bazolateralis membran
exocitozisban résztvevo terliletét funkciondlis szekretoros doménnek nevezziik (4.

abra).

3.4. Az oszteoklasztokban lezajlo jelatviteli folyamatok

Az oszteoklasztok fejlodése és mitkodése soran szamos intracellularis jelatviteli
folyamat aktivalédik. Mivel az oszteoklasztok fejlddéséhez sziikséges legfontosabb
harom kiilsé tényezé az M-CSF, a RANKL ¢és a sejtadhéziot lehetévé tevd felszin, a
tovabbiakban ezek jelatvitelét kiilon-kiilon targyalom. A fejezet végén kitérek egy uj, a
fenti harom jelpalyaba nem egyértelmlien beilleszthetd szignalizacios folyamat

szerepére. A jelatviteli folyamatok egy részét a 6. dbra mutatja.
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6. abra: Az oszteoklasztok jelatvitele a fejléddés egyes lépéseiben [5]

3.4.1. M-CSF altal aktivalt jelatviteli folyamatok

Mint méar korabban emlitettem, az oszteoklasztok hemopoetikus 6ssejtekbdl vald
differencialodasanak elsé 1épéséhez elengedhetetlen az M-CSF citokin. Az M-CSF a
sajat  receptoran  (a  receptor-tirozin-kindz  c-Fms-en) hatva elOsegiti a
RANK expresszidjat, ami nélkiilozhetetlen a késdbbi oszteoklaszt-iranyt
differenciaciohoz. Ebben a fazisban kiilonleges szerepe van a PU.1 transzkripcios
faktornak, amely egyrészt fokozza a c-Fms transzkripcidjat, masrészt sajat maga is a c-
Fms altali pozitiv szabalyozas alatt all. A c-Fms aktivalasa ezaltal a PU.1-en keresztiil
pozitiv visszacsatoldssal tovabb fokozza a receptor expressziojat [29].

Az M-CSF képes aktivalni az ERK1/2 fehérjéket is. Ez ugy jon 1étre, hogy a c-
Fms aktivalodasa aktivalja a Ras kis G-fehérjét, ezzel a membranhoz vonzza a Raf
szerin/treonin-kindzt, ami egy tovabbi Iépés kozbeiktatdsdval az ERKI1/2 fehérjék
foszforilacijat eredményezi. Az ERKI1/2 fehérjék aktivdlédasa ezutan a
sejtproliferacidohoz sziikséges szamos jelatvivé molekula (pl. ciklin-dependens kinazok)

aktivalodasat eredményezi [30].

14



DOI:10.14753/SE.2012.1700

3.4.2. A RANKL ltal aktivalt jelpalyak

A RANKL a TNF-szupercsaladba tartoz6 membran-kotott citokin-molekula,
melyet els6sorban az oszteoblasztok termelnek. A RANKL receptora, a RANK mar a
korai makrofag/oszteoklaszt eldalakokon megjelenik ¢és aktivalodasa jelentdsen
modositja a sejtek differenciacios programjat. Amint kordbban emlitettem, a RANKL
RANK-hoz valo kotddését gatolja az OPG, amely egy szolubilis RANK-hoz hasonld
fehérje és igy blokkolni képes az oszteoblasztok felszinén jelen levé RANKL-t (3.
abra).

A RANK-nak nincs sajat enzimaktivitasa, ehelyett egy adaptor molekula, a
TRAF6 segitségével szignalizdl [31]. A RANK citoplazmatikus doménje harom
TRAF6-kotohelyet és a TRAF-csaldd mdas tagjai szdmara tovabbi két kotShelyet
tartalmaz. A receptor aktivaloéddsa a TRAF6 trimerizaciojat hozza létre, ami tovabbi
disztalis jelatviteli folyamatokat, koztiik szdmos transzkripcios faktor aktivalodéasat
inditja el. Ezek koziil legfontosabbak az NF-kB, az NFATc1 és az AP-1 transzkripcios
faktorok (7. ébra).

Extracellularis
tér

OPG

Intracellularis
tér

AN
Ca 2t JNK ERK p3g PI3K
! 1

NFATc1 NF«xB AP1

Differenciacié  Aktivacio  Tulélés

Sejtmag

7. abra: A RANK jelatviteli mechanizmusa [4]
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A RANK ligandkotés eredményeként képes aktivalni az NF-xB transzkripcios
faktort. Az NF-kB aktivalédasanak szdmos mechanizmusa van (8. ébra), ezek koziil a
TRAF-6 a TAK-1 kindz kozvetitésével a klasszikus jelatviteli utat aktivalja,
amennyiben foszforilalodik az NF-kB komplexet (p50 és RelA) nyugalomban a
citoplazmaban tartdé IkBa molekula, aminek hatasara az IxkBo ubikvitindlodik és
degradalodik, az NF-kB pedig a sejtmagba jutva kifejtheti transzkripcids faktor hatasat
¢s a célgének (koztiik az alabb emlitendd NFATc1) aktivalasat [4].

’ Klasszikus tutvonal ‘ ’ Alternativ utvonal

i |

IkB-kinaz komplex NF«B-kinaz
aktivacio

aktivacio

Citoplazma

Sejtmag

Célgének

8. dbra: Az NF-kB jelatvitele. (Forras: University of Pittsburgh Cancer Institute alapjan)

A RANK fokozza a c-Fos, Jun és ATF fehérjékbol allo6 AP-1 komplex
aktivitasat is. A komplex oszteoklasztokban betoltott szerepét mutatja, hogy c-Fos
hidnyaban oszteopetrdzis alakul ki a kisérleti allatokban [32]

A RANKL RANK-hoz val6 kotédése TRAF6-on keresztil az NF-kB
aktivaciojahoz vezet. Az NF-kB szikséges az NFATcl transzkripcids faktor
expreszidjanak megkezdéséhez. Az NFATcl aktivalédasdhoz sziikség van az

intracellularis kalcium-szint emelkedésére (oszcillacidjara), ami a kalcium/kalmodulin
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komplexen keresztil aktivalja a kalcineurin  foszfatazt, amely NFATcl
defoszforilacigjaval felfedi annak nuklearis lokalizacios szignaljat. Az NFATc1 ezutan
a magba vandorol, ahol szdmos fehérje expresszidjat szabalyozza. Az NFATcl a sajat
expresszigjat is fokozza, ezéltal pozitiv visszacsatolds jon létre, ami nagymértékben
megemeli az NFATcl szintjét. Az NFATc] a tovabbiakban az oszteoklaszt-specifikus
génexpresszid egyik kozponti szabalyozo-fehérjéjeként mukodik [33]. Az NFATcl
szabalyozza tobbek kozott a TRAP, a kalcitonin-receptor és a katepszin K expressziojat.
A fenticken til a RANK aktivalodasa fokozza a MAP-kinazok, azok koziil is elsGsorban
a p38 MAP-kindz aktivitdsat. Ez feltételezhetben szintén szerepet jatszik az

oszteoklaszt-specifikus gének transzkripcios szabalyozasaban [34].

3.4.3. Sejtadhézio szerepe oszteoklasztok jelatvitelében

Az oszteoklasztok fejlodésében és miikodésében az M-CSF és RANKL
citokinek mellett nagyon fontos tovabbi tényezd a sejtek adhézidja. Erre utal a f3;
integrin-hidnyos egerekben megfigyelhetd csontanyagcsere-zavar [22] és az, hogy
sejtadhézio hianyaban nem jon létre az oszteoklasztok in vitro fejlodése [23]. A
sejtadhézio feltehetdleg elsésorban az avf; integrinen keresztiil jon 1étre (ami képes
felismerni a csontmatrix RGD-szekvenciaval rendelkezd integrin-ligandjait, koztiik pl.
az oszteopontint), és fontos szerepe van a sejtek citoszkeletdlis atrendezddésében,
koztik a fokalis adhéziés komplexek és az aktin-gyiirii kialakuldséban, illetve
feltételezhetdleg tovabbi intracellularis jelpalydk aktivalédasaban is. Az integrinek
jelatvitele feltehetéleg legalabbis részben az Src tirozin-kinazon keresztiil jon létre,
illetve szerepet jatszanak benne a fokalis adhézios kinazok csalddjaba tartozo FAK és
Pyk2 fehérjék is. Ezen kindzok legalabbis részben a podoszémak (aktin-citoszkeletonnal
rendelkezd adhézids strukturdk) atrendezddésében jatszanak szerepet [35]. Az
integrinek jelatvitelében fontos szerepe van tovabba a Vav3 fehérjének, amely az M-
CSF feldli aktivalédas hatasara lecsokkend PIP2-szint és az integrinek feldl érkezd

foszforilacios szigndl hatésait integralja [36].

3.4.4. Az oszteoklasztok és az immunsejtek jelatvitele kozti hasonlosagok
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A fentiekben az oszteoklasztok fejlodéséhez elengedhetetlen harom szignal, az
M-CSF, a RANKL ¢és a sejtadhézio jelatvitelét targyaltam. Az elmult években azonban
szamos olyan kozlemény jelent meg, amelyek az oszteoklasztok és az immunsejtek
jelatvitelének hasonlosagait targyalja. Ezen eredmények egy Uj tudoményag, az
oszteoimmunologia alapjait fektették le. Bar ezen eredményeknek a kordbban targyalt
harom jelpalyahoz val6 viszonya mindmaig nem teljesen tisztazott, kutatasi projektem
szempontjabol fontosnak tartom roviden targyalni ezen eredményeket.

Az oszteoklasztok és az immunsejtek jelatvitele kozti hasonlosag kiterjed a
hasonlo6 aktivald ligandok (pl. TNF-csalad), transzkripcids faktorok (NF-xB, NFATcl),
vagy sejtadhézidos molekulak (pl. integrinek) alkalmazéasara. Az elmult évek egyik
jelentds megfigyelése volt, hogy két munkacsoport (koziilik az egyik sajat
munkacsoportunk volt) parhuzamosan kimutatta, hogy az oszteoklasztok fejléddéséhez
¢s az in vivo csontbontashoz elengedhetetlen egy, a limfocitdk antigén-receptorainak
jelatviteléhez nagyon hasonlo jelatviteli folyamat [37, 38]. Ennek a jelatvitelnek a soran
a Syk tirozin-kindznak két, in. ITAM-ot (immunreceptor tirozin-bazisu aktivacios
motivumot) tartalmazé adapter-fehérje, a DAP12 és az Fc-receptor y-lanc (FcRy) 4ltali
aktivacigja jatszik elengedhetetlen szerepet az oszteoklasztok fejlédésében ¢és
mikddésében (9. abra). A DAP12 ezek koziil feltételezetten egy oszteoblaszt-fiiggetlen,
mig az FcRy egy oszteoblasztok altal indukalt jelpalydban vesz részt. A két fehérje
feltételezhetden az  oszteoklasztok  felszinén taldlhatdo  immunreceptor-szerii
receptorokhoz kapcsolodik és az immunreceptorokéhoz hasonlé modon aktivalja a Syk
tirozin-kindzt [39]. Az oszteoklasztokban kifejez6d6 DAP12- ¢és FcRy-asszocialt
receptorok ¢s azok funkciondlis jelentdsége mindmaig nem pontosan tisztazott. A
DAP12-h6z kapcsoldodd receptorok koziil leginkdbb a TREM2 fehérje [40] szerepe
valoszint, kiilondsen annak fényében, hogy TREM2-hidnyos egér és emberi sejtekben
az in vitro oszteoklaszt-fejlodés zavarat figyelték meg [41-43]. Az FcRy-hoz
kapcsolodo fehérjék kozil elsésorban az OSCAR elnevezésii, oszteoklasztokban
kifejez0dé transzmembrdn receptornak [44] tulajdonitottak fontos szerepet az
oszteoklasztok fejléddésében (elsdsorban az oszteoklasztok és az oszteoblasztok kozotti
kapcsolatok kialakitdsdban), bar ezen feltételezést mindmdig nem sikeriilt minden

kétséget kizardan bizonyitani. A TREM2 ¢és az OSCAR mellett felmeriilt a DAP12-
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asszocialt SIRPB1, valamint az FcRy-asszocialt PIR-A szerepe [37], bar ezek tényleges

crer

Oszteoblaszt

OSCAR?
PIR-A?

TREM2?
SIRPB1?

Oszteoklaszt

9. abra: Immunreceptor-szerii jelatvitel oszteoklasztokban

A fenti immunreceptor-szerli jelpdlya szerepe és az oszteoklaszt-jelatvitelben
valé elhelyezkedése mindmaig vita targya. Koga és munkatarsai [37] a jelpalyat a
RANK altal aktivalt ko-stimulaciés jelpalyaként irtdk le, tehat a RANK jelpalyajaba
helyezték a DAP12 és FcRy fehérjéket (10. dbra). Munkacsoportunk ezzel szemben azt
javasolta, hogy az immunreceptor-szerii szignalizacids lépések inkdbb a sejtadhézio
jelatvitelébe illeszkednek. Ezzel egybecsengenek a munkacsoportunk altal neutrofil
granulocitdkban leirt, a [, integrineck immunreceptor-szerti jelatvitelére utald
megfigyelések [45] és egy késObbi, az oszteoklasztok integrinjeinek ITAM-tartalmu
adaptereken vald szignalizdcidjara utald kozlemény [46] (részletesebben 1d: [47]).
Tovabb bonyolitja a képet, hogy egy tovabbi kozlemény a DAP12-nek az M-CSF
jelpalyajaval valod kapcsolatat is kimutatta [48]. Osszességében tehat elmondhatjuk,
hogy bar a DAP12 és az FcRy bizonyosan részt vesznek az oszteoklasztok fejlddésében,

az oszteoklaszt-jelatvitelben elfoglalt helyiikk nem teljesen tisztdzott és az altalanos
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vélekedés tovabbra is az, hogy a két fehérje a RANK jelpalyajdban egyfajta ko-

stimulacios tényezoként vesz részt (10. abra).

Oszteoblaszt

OSCAR?

TREM2?

M-CSF SIRPR1?

receptor

Oszteoklaszt NFATc1

—Kalcium- jel

OC Differenciacio

10. abra: Kostimulator jelpalyak. [6]

Az immunrendszer jelatviteléhez vald hasonlosag tovabbi lehetséges példédja a
PLCy fehérjék szerepe az oszteoklasztok jelatvitelében. Koga és munkatarsai [37]
feltételezték, hogy a DAP12 és az FcRy a limfocitdk hasonld adapter-molekulaihoz
hasonldan aktivalja a PLCy fehérjéket és ezaltal hozza Iétre az oszteoklasztok
intracellularis Ca®"-oszcillaciéit. Feltételezésiik szerint ez a jelpalya lett volna felelSs a
korabban emlitett, az NF-kB és az AP-1 transzkripcios faktorok hatasara expresszalodo
NFATc! transzkripcios faktor Ca®'-fiiggd aktivalodasaért és a tovabbi, NFATc1-fiiggd
oszteoklaszt-specifikus génexpresszid beinditasaért (10. abra). Ez magyarazatot adott
volna a Ca*"-szignal és az NFATcl-aktivacio elmaradasara DAP127 FcRy ™ sejtekben
[37]. Erre a folyamatra és a PLCy-izoformdk oszteoklasztokban betoltott szerepére

azonban kisérleteink kezdetén semmilyen kozvetlen bizonyiték nem allt rendelkezésre.
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3.5. A csontszovetre hato kiilso tényezok

Az eddigiekben azokat a folyamatokat irtam le, amelyek a csont nyugalmi
(bazalis) fel- és leépiilésével, illetve a csontatépiilés folyamataval kapcsolatosak. A
csontanyagcserét azonban szdmos, a szervezet allapotatél ¢s homeosztatikus
folyamataitél fiiggd, a csontszoveten kiviili tényezOk is befolyasoljak. Ezek koziil
kiemelkedd jeletdségliek a csontszdvetre hatd endokrin tényezok.

A csontszovetre hatd hormonok koziil a parathormon (PTH) a kalcium- és
fosztatanyagcsere egyik f6 szabalyoz6 molekuldja. Alacsony vér kalcium-szint esetén a
mellékpajzsmirigyekb6l PTH fog szecernalodni a vérkeringésbe. Vesére hatva a
disztalis tubulusokban ndveli a kalcium reabszorpciojat, proximalis tubulusokban pedig
csokkenti a foszfat reabszorpcidjat. Ezek mellett a csontban lezajlé folyamatokat a
csontbontés irdnyaba tereli, igy pedig a csontokbdl valé kalcium felszabadulasa révén

noveli a vér kdlciumszintjét. (11. abra).

Kozvetlen hatas:
Osztrogén Kozvetlen hatas:
Kalcitriol Kalcitonin
PTH
Glikokortikoidok

Indirekt hatasok :

Kalcitriol, PTH,
Gliikokortikoidok

> v
RANKL 1
Oszteoblasztok - Oszteoklasztok
Osztrogén '
RANKL ¥
Csontépités Csontbontas

11. abra: Lokalis és szisztémas hatasok a csontépités és csontbontas egyensulyara
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Jelentés hatdst gyakorolnak a csont mineralizalt vazanak felépitésére a D-
vitaminbol keletkez6 hormonok is, koztik elsésorban a PTH hatasara a vesében
keletkezd 1,25-(OH),-kolekalciferol (kalcitriol). Bar a kalcitriol legfontosabb feladata a
bélcsatorna Ca®'-felvételének a szabalyozasa, kozvetlen hatissal van a csontok
mikddésére is. Direkt modon a kalcitriol fokozza az oszteblasztok RANKL-
expressziojat ¢és ezaltal gyors oszteoklaszt-aktivalddast €s csontlebontdson keresztiili
Ca*"-mobilizaciot hoz létre. Indirekt hatasként ugyanakkor a kalcitriol mar
kiegyenstlyozottabb hatast fejt ki a csontra, melynek kdvetkezménye az oszteoblasztok
miikodésének a serkentése és ezaltal magas asvanyianyag-tartalommal rendelkezd
csontmatrix létrejotte (11. dbra).

A csontanyagcserét szabalyozd tovabbi hormon a kalcitonin. Jelenlegi
ismereteink szerint ez az egyetlen olyan hormon, amely kozvetlenil az
oszteoklasztokon hatva képes gatolni a csontlebontast. Ennek molekuléris alapja az
oszteoklasztokon nagy mennyiségben expresszalodd kalcitonin-receptor. A kalcitonin
pontos €lettani szerepe mindmaig kevéssé tisztazott.

A fentiek mellett jelentds hatasa van a csontanyagcserére a nemi hormonoknak
(szexudlszteroidoknak) is. Az Osztrogének legfontosabb hatdsa az oszteoblasztok
RANKL-expressziojanak csokkentése ¢és OPG-expresszidjanak ndvelése [49]. A
RANKL/OPG arany csokkentésével ezaltal indirekt modon jelentdsen gatoljak az
oszteoklasztok kialakuldsat és aktivalodasat. Ez a hatas elengedhetetlen a csontallomany
egyensulydhoz a menopauza elott, és feltehetden ennek a hatdsnak a kiesése tehetd
feleldss¢ a posztmenopauzalis iddszakban az oszteoklasztok altali fokozott
csontlebontésért (a posztmenopauzalis oszteopordzisért).

Az Osztrogénnek az Osztrogén-receptorhoz valdo kotédése a receptor
transzkripcidjanak atirasat szabalyozza. Jelenleg két Osztrogén-receptort ismeriink: az
ERa mind az oszteoblasztokban, mind az oszteoklasztokban expresszaldodik, mig az
ERP epitél sejtekben, mesenchyma eredetli szovetekben és oszteoblasztokban jelenik
meg (oszteoklasztokban valé megjelenése vitatott). Osztrogén receptor stimulalasa
oszteoblasztokon csokkenti az oszteoklasztok oszteoblasztokon keresztiili aktivitasat,

mig oszteoklaszt eldalakokon megakaddlyozza az érett oszteoklasztok kialakulasat,
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illetve mar érett oszteoklasztokon megakadalyozza azok csontbontdsat [50, 51] és
noveli azok apoptotikus hajlamat [52, 53].

Az 0Osztrogénekhez hasonléan az androgén-hormonok is a csontfelépiilés
iranyadba toljdk el a csontanyagcserét, amiben részben az androgénekbdl a
csontszovetben aromatizacidval keletkez6 6sztrogének tehetok feleldssé.

A fenti hormonokon kiviil a csontanyagcserét befolydsoljak még a
glukokortikoid hormonok is. Ezek fokozzdk az oszteoblasztok RANKL-expresszidjat és
csokkentik az OPG termelését, ezaltal indirekt modon fokozzak az oszteoklasztok
fejlodését ¢és mikodését. A tartdés glukokortikoid-terapia ennek megfeleléen

mellékhatasként stilyos oszteopordzist eredményezhet.

3.6. A PLCy2 és a p190RhoGAP fehérjék

PhD-munkam soran a PLCy2 foszfolipaz és a p190RhoGAP-izoformék szerepét
vizsgaltam oszteoklasztok jelatvitelében és az in vivo csontanyagcserében. A
kovetkezOkben e két fehérje(csalad) szerkezetét ¢s mas sejtekben betoltott szerepét

targyalom.
3.6.1. A PLCy2 szerkezete és miikodése

A foszfolipdz C (PLC) fehérjecsalad tagjai a sejtmembran foszfatidilinozitol
foszfolipidjeit a glicerin-vaz és az inozitol-gyliri foszfat-csoportja kozott hasitjak, igy
diacil-glicerolt (DAG) és inozitol-foszfatokat hoznak létre. A PLC fehérjecsaladnak
emldsokben 6 alcsaladja (PLCB, PLCy, PLCS és PLCe, PLCE, PLCn) van, melyek koziil
legjobban a PLCPB és a PLCy fehérjék ismertek. Mind a PLCP, mind a PLCy a
plazmamembran PIP; lipidjeit hasitja, igy DAG mellett inozitol-trisz-foszfatot (IP3) hoz
létre. A DAG a PKC enzimek aktivalasaban, az IP; pedig az intracellularis Ca®'-
raktarakbol valo Ca®'-iiritésben vesz részt. Mig a PLCP fehérjéket elsésorban G-fehérje-
kapcsolt receptorok aktivaljak, a PLCy izoformak aktivaldodasat tirozin-foszforilacids
jelpalyak hozzak létre.

A PLCy alcsalddnak két izoformaja ismeretes. A PLCyl szinte minden

sejttipusban megtalalhatd, funkcidja azonban kevésbé ismert, tekintve, hogy
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inaktivacidja az egér embrionalis fejlédésének 8,5 napja koriil az embriok elhalasat
okozza [54]. A PLCy2 ezzel szemben elsdsorban hematopoietikus eredetli sejtekben
fordul el6 és inaktivalodasa a PLCyl-gyel ellentétben nem okoz embrionalis letalitast
[55], bar a PLCY2" egyedek halalozasi aranya magasabb és a felnSttkort megélé
PLCy2™" him egerekben csokkent fertilitas figyelheté meg. PLCy2 hianyaban csokken a
B-sejtek szama, karosodik a vérlemezkék aggregacioja és csokken a kiilonbozo
immunsejtek (NK-sejtek, hizosejtek, makrofagok, neutrofilek) Fc-receptorokon és
integrineken keresztiili aktivalédasa [55, 56]. Eddigi ismereteink szerint a PLCy2_/_
sejtekben megfigyelhetd legtobb karosodas immunreceptorok (pl. B-sejt-receptorok
[55] és Fc-receptorok [56]) vagy immunreceptor-szerl jelatviteli folyamatokat hasznalo
receptorok (pl. Gp VI, integrinek [38]) jelatvitelének karosodasabol adodnak.

A PLCy2 igen Osszetett doménszerkezetli molekula (12. dbra). A fehérje N-
termindlisatdl indulva tartalmaz egy PH domént, mely lehet6vé teszi a szubsztratja
kozelében a sejtmembranhoz vald kikotddést. Ettél C-termindlis iranyban a katalitikus
domén N-terminalis felét (X domén) talaljuk. Ezt kdvetden két SH2 és egy SH3 domént
talalunk, melyek a mas fehérjékkel vald kapcsolodast segitik eld. Ezutan kovetkezik a
katalitikus domén C-terminalis masodik fele (Y domén), amely az X doménnel egyiitt
alakitja ki a fehérje katalitikus egységét. A fehérje C-terminalis végén egy C2 nevezeti
domén kovetkezik, aminek a fehérje szabéalyozdsdban van szerepe. A PLCy2
szerkezetében a fenti doméneken tul felismerhetd egy tovabbi "hasadt" PH-domén két
fele az SH2-SH2-SH3 doménblokk két oldalan. A PLCy2 szamos foszforilalhato
oldallancot is tartalmaz, melyek kozil kiemelendéek a C-termindlis SH2-domén és az

SH3-domén kozott talalhatd foszforilalhato tirozin oldallancok.

YY
@ Koo @D Ko
I

Hasadt PH, Hasadt PH;

12. abra: A PLCy2 fehérje szerkezete [3]

Amint azt kordbban emlitettem, munkéank kezdetén a PLCy2 immunreceptorok
jelatvitelében jatszott szerepe [57] és a tobbek kozott munkacsoportunk — altal

azonositott immunreceptor-szerli oszteoklaszt-jelpalya [58, 59] egyiittesen felvetették a
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PLCy2 oszteoklasztokban betoltott esetleges szerepét. Ezt a feltételezést erdsitette meg
a Koga ¢s munkatarsai [37] altal a DAP12-t61 és az FcRy-t6l feltételezetten disztalisan
elhelyezkeds, az NFATc] Ca®" altali szabalyozasaért felelds feltételezett jelpalya is. A
PLCy2 jelenlétét ezen tilmenden sajat munkacsoportunk és masok kimutattak egyéb
mieloid sejtekben is [56, 57, 60]. Mindezek egylittesen arra sarkalltak minket, hogy
PhD-munkam elsé felében megvizsgaljuk a PLCy2 szerepét az oszteoklasztok

fejlodésében ¢és miitkddésében.
3.6.2. A p190RhoGAP fehérjék

A pl90RhoGAP fehérjék a citoplazmaban talalhato fehérjék, melyeknek két
izoforméja (p190-A avagy ArhGAP35, ¢és pl90-B avagy ArhGAPS) ismert. Mindkét
izoforma tartalmaz egy N-terminalis GTP-koté domént, kiillonb6zd fehérje-fehérje
interakciés doméneket és egy C-termindlis GAP-domént (13. abra). A GAP-domén
fokozza a Rho-csaladba tartozé Rho, Rac és Cdc42 kis G-fehérjék endogén GTPaz-
aktivitasat, ezaltal azok inaktivalodasat, illetve ujabb GTP-4z ciklus beindulésat
eredményezi. A pl90RhoGAP fehérjéknek elsésorban az integrinek jelatvitelében
tulajdonitanak fontos szerepet, amikor is a Rho inaktivalasaval hozzajarulnak a
citoszkeleton atrendezddéséhez [61]. Felmeriilt tovabba a szabadgyokok termelésében
fontos NADPH-oxiddazok miikddésének pl90RhoGAP altali szabdlyozasa a Rac
gatlasan keresztiil [62].

N- terminalis C- terminalis
~ otear | (ore
RasGAP kbt
domén
13. abra: A p190RhoGAP fehérjék szerkezete

Brouns és munkatarsai korabban Iétrehoztak egy célzott mutaciot a p190-A-t

kodolo Grifl génben egérben. Bar a mutacio célja a gén teljes inaktivalasa volt, utolag
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kideriilt, hogy egy rejtett transzkripcids iniciacios helyrél a mutans allél is képes egy
csonkolt p190-A fehérjét szintetizalni, a mutacid tehat hipomorf mutacionak bizonyult
[63]. A hipomorf mutacidéra homozigdta egerek késdi embriondlis korban elpusztultak, a
magzatok pedig jellegzetes idegi fejodési zavart mutattak [63, 64]. A p190-B genetikai
hidanya is kés6i embrionalis letalitast eredményezett, a p190-B-hianyos magzatokban
pedig altalanos novekedési zavar és a sejtméret csokkenése volt megfigyelhetd [65].

A pl90RhoGAP-fehérjék integrinek jelatvitelében betdltott feltételezett szerepe
[61, 63, 64, 66-70] és a Ps-integrinek részvétele az oszteoklasztok fejlodésében és
mikdodésében [22] felvetette a lehetdségét a pl90RhoGAP-fehérjék szerepének az
oszteoklasztok jelatvitelében. Az idegrendszerben raadasul a p190-A az Src kinaz
els6dleges szubsztratja [64], mikozben Src ™" egerekben sulyos oszteopetrozis figyelhetd
meg [71]. A pl90RhoGAP-fehérjék jelenlétét kimutattdk szamos mieloid sejtben
(neutrofilekben [61, 72, 73], makrofagokban [74] és oszteoklasztokban [75]) és egyes
eredmények alapjan feltételezhetd volt a fehérjék funkcionalis részvétele a mieloid
sejtek jelatvitelében. Igy tehat Osszefoglaléan elmondhatjuk, hogy pl190RhoGap
szerepét valdsziniisitik fagocita sejtekben citoszkeletalis atrendezddésében [76] szerepét
mutattdk ki az adhézid hatdsara aktivalodo integrinek jelatvitelében illetve minden
olyan esetben kimutattak szerepét, mely a sejt citoszkeletalis valtozasait idézi eld, igy
adhézioban, migracioban, a sejt alakjanak barmilyennemi valtozasa esetén.

A pl190RhoGAP-fehérjék funkcionalis szerepét azonban mindeddig senki nem
vizsgalta oszteoklasztokban. Ezek az adatok arra 0sztonoztek benniinket, hogy
megvizsgaljuk a pl90RhoGAP-izoformdk szerepét oszteoklasztok fejlddésében és

mukodésében.
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4. Célkituzések

Kisérleteink sordn a kovetkezd kérdésekre szerettiink volna valaszt kapni:

1) Milyen szerepet jatszik a PLCy2 fehérje az oszteoklasztok in vitro fejlédésében és
mikodésében?

2) Milyen jelpalya mitkodésében vesz részt a PLCy2 oszteoklasztokban?

3) Szerepet jatszik-e a PLCy2 az in vivo csontanyagcserében egészséges €s koros

koriilmények kozott?

4) Hogyan vizsgalhato az embrionalis letalitast okozo p190-A és p190-B fehérjék
funkcioja oszteoklasztokban?
5) Van- e szerepe a pl90RhoGAP fehérjének az oszteoklasztok in vitro fejlédésében

és mukodésében?
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5. Modszerek

5.1. Kisérleti allatok

A PLCy2-t kodold Plcg? gén inaktivalasat eredményezd Pleg2™™

(tovabbiakban: PLCy2") mutaciét Dr. James N. Ihle (St. Jude Children's Research
Hospital, Memphis, TN, USA) hozta 1étre [55] és bocsatotta a mutacidét hordozo
egereket a rendelkezésiinkre C57BL/6 genetikai hattéren. Az egereket heterozigota
(PLCy2"") formaban tartottunk fent PLCy2"~ x PLCy2"" és/vagy PLCy2"" x C57BL/6
paroztatassal. Az el6bbi paroztatas elénye PLCny/f egerek nyerése volt, mig az utobbit
a mutacio rutin fenntartasara és a C57BL/6 genetikai hattérre vald folyamatos tovabbi
visszakeresztezésre hasznaltuk. Az utodokat allél-specifikus PCR-reakcid segitségével
genotipizaltuk [60].

A p190-A fehérjét kodold Grifl gént inaktivald GrifI™ " (tovabbiakban: p190-
A") és a p190-B fehérjét kodold Arhgap5 gént inaktivald Arhgap5™ ™ (tovabbiakban
p190-B") mutaciokat Dr. Jeffrey Settleman (Massachussets General Hospital, Boston,
MA, USA) hozta Iétre €s bocsatotta rendelkezésiinkre az azokat hordoz6 egereket. Mig
a p190-B™ mutaciot mar korabban leirtdk [65], a p190-A™ mutacié munkank kezdetén
még nem keriilt kozlésre (a p190-A fehérjét kodoldo Grifl génnek munkank kezdetén
csak egy hipomorf mutacidja, a GrifI"™"" (tovabbiakban p190-A™"°) [63] mutaci6 volt
ismert). Mivel mind a pl190-A, mind a p190-B hidnya késdéi embrionalis letalitast
eredményez [65, 77] (I1d. még lent), mindkét mutacidt heterozigdta formaban tartottuk
fent C57BL/6 egerekkel valo péaroztatassal. Az utddokat allél-specifikus PCR-reakcio
segitségével genotipizaltuk [65, 77] (tovabbi részleteket Id. az Eredmények fejezetben).

A kisérletekhez sziikséges C57BL/6 egereket a budapesti Orszagos Onkologiai
Intézettdl vagy a Charles River-tdl (Wilmington, MA, USA) vasaroltuk. A
késébbiekben leirt csontveld-transzplantaciohoz sziikséges, a C57BL/6 genetikai
hattéren az Ly5.1 (CD45.1) allélt hordozé egereket a Jackson Laboratories-tol (Bar
Harbor, ME, USA) vasaroltuk. Az egyes torzseket sajat koldniankban
tovabbtenyésztettiik. Az egereket konvencionalis allathdzban egyedileg szelloztetett

ketrecallvanyban (Tecniplast, Buguggiate, Olaszorszag) tartottuk. A kisérleteket a
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Semmelweis Egyetem Munkahelyi Allatvédelmi Bizottsaga ajanlasira a Févarosi

Allategészségiigyi és Elelmiszerellenérzd Allomas engedélyezte.
5.2. Csontvelo-kimérak 1étrehozasa

A dolgozatomban leirt in vitro kisérletek nagyszamu egér csontveldi sejtjeinek
felhasznalasat tették sziikségessé, ami mind a PLCy2”", mind a p190-A és p190-B-
hidnyos egerek esetében nehézségbe 1itk6zott. Ezt a problémat olyan csontveldi kimérak
létrehozasaval oldottuk meg, amelyek csak a hemopoetikus rendszeriikben hordozzak az
adott gén hianyat okozé mutacio(ka)t. A PLCy2 esetén ezt PLCy2” egerek csontveldi
abra). A donor sejteket tovabbi frakcionalas nélkiil injektaltuk intravénasan a recipiens
egyedekbe, akiket az injekcio el6tt °°Co y-sugarforrasbol 11 Gy dozissal letalisan
besugaraztunk. Kontrollként vad tipusi C57BL/6 egerekbdl szarmaz6 csontveldi

sejteket is injektaltunk recipiensekbe vad tipust kimérak Iétrehozasa céljabol.

Donor N N Recipiens
(Ly5.2) (Ly5.1)

Csoqtveléi o0 P Leta’llis '
sejtek  <co L besugarzas
N Csontvel6-
kiméra

14. abra: A csontvel6-transzplantacié menete

A transzplantacid sordn recipiens torzsként olyan egereket hasznaltunk, amelyek
a C57BL/6 genetikai hattéren homozigdta formaban hordoztdk a Ly5.1 leukocita
sejtfelszini markert kodolo allélt (14. abra). Mivel a donor sejtek a C57BL/6 hattérbol
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adddoan LyS5.2 allélt hordoztak, ilymodon lehetdvé valt a transzplantacié utan az egyes
hemopoetikus sejtek eredetének és ezaltal a transzplantdcid hatékonysaganak az
ellendrzése (1d. alabb).

A pl90-A™" és a pl190-B” mutaciok esetében hasonld csontvel$-kimérakat
hoztunk létre azzal a kiillonbséggel, hogy a donor sejteket nem intakt felndtt egér
csontvelejébdl, hanem idozitett terhességbdl szarmazd magzatok méjabol nyertiik.
Kontrollként azonos terhességbdl szarmazd, az adott p190RhoGAP-fehérjét expresszalo
Eredmények fejezetben targyalom.

A transzplantacid hatékonysagat, vagyis hogy milyen mértékben sikertlt
lecserélniink a recipiens egerek vérképzd rendszerét donor-eredeti vérképzd sejtekre, a
kapott kimérak periférias vérében a neutrofil-kompartment (Grl-pozitiv sejtek) Ly5.2
festddésének vizsgalataval, dramlési citometrids modszerrel hataroztuk meg (ld. alabb).
Ehhez a periférias vérmintdkat PE-konjugalt anti-Gr-1 antitesttel (RB6-8C5 klon; BD
Biosciences) illetve FITC-konjugalt anti-CD45.2- vel ("104" klon; BD Biosciences)
festettik meg. A 15. abra egy ilyen ellenérzé kisérlet eredményét mutatja. A
kontrollként vizsgalt recipiens egerek sejtjei alacsony, a donor egerek sejtjei magas
Ly5.2-fest6dést mutatnak. A vizsgalt kiméra sejtjeinek gyakorlatilag mindegyike
(99,7%-a) a donorra jellemzd festddést mutatott, tehat kimondhatjuk, hogy sikeriilt
gyakorlatilag teljesen lecserélniink a recipiens vérképzo rendszerét a donor sejtjeire. Ezt
a vizsgalatot munkdm sordn minden egyes kiméraval elvégeztiik. A dolgozatban
bemutatott kisérletek mindig 95% feletti, altaldban pedig 98% feletti tisztasagu
kimérakkal késziiltek.
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- Donor
Recipiens i Recipiens (Ly5.2)
(Ly5.1) (Ly5.1)

Kiméra

15. dbra: A transzplantacioé sikerességének ellendrzése aramlasi citometriaval.

Az abra a donor-specifikus Ly5.2 expresszidjat mutatja recipiens, donor és kiméra egerek
periférias neutrofiljein. Az A panelen csak a donor és recipiens térzsek profiljat mutatom, a B
panelen erre ravetitettem a kiméra sejtjeinek Ly5.2-expressziéjat is. A B panelen bemutatott

kiméra egyedben a sejtek 99,7%-a donor-eredetl (Ly5.2-pozitiv) volt.

5.3. Egér csontveldi sejtek izolalasa és tenyésztése

In vitro sejtkultirdkhoz a csontveldi sejteket PLCy27, p190-A™", p190-B™ ¢és
megfeleld kontroll kiméra egerek comb- és labszarcsontjainak kimosaséaval nyertiik. A
csontokbol kipreparalt sejteket 10% FCS-sel (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 2 mM
L-glutaminnal, 100 egység/ml penicillinnel, 0,1 mg/ml streptomicinnel és 10 mM
HEPES-sel (pH 7,4) kiegészitett a-MEM (Invitrogen) médiumban egerenként 1-2 db 10
cm atmérdji szovettenyésztd csészébe helyeztiik és 10 ng/ml egér M-CSF (Peprotech,
Rocky Hill, NJ, USA) jelenlétében 2 napon keresztiil tenyésztettiik. Ilymodon korai
makrofag/oszteoklaszt-eldalakokat nyertiink, melyeket az adott vizsgalattol fiiggd
moddon tenyésztettlink tovabb.

Az oszteoklasztok morfologiai vizsgalatdhoz €s a génexpresszids vizsgalatokhoz
24-lyukt sejtkultira-kezelt lemezre lyukanként 1 ml-ben 5x10°/ml koncentraciéja
sejtszuszpenziot helyeztiink és azokat 20-50 ng/ml rekombinans egér M-CSF
(Peprotech) és 0-20-50 ng/ml rekombinans egér RANKL (Peprotech) jelenlétében o-
MEM médiumban tenyésztettiik. A médiumot 2-3 naponta cseréltik. A 24-lyuku
lemezre vald kihelyezést kovetd 3-5. napon a tenyészeteket tartarat-rezisztens savas
foszfataz (TRAP) kit (Sigma, St. Louis, MO, USA) segitségével megfestettiik. A
tenyészeteket Leica Microsystems (Wetzlar, Germany) DMI6000B inverz mikroszkop
segitségével vizsgaltuk. Az oszteoklasztok szdmoldsa manualis Uton tortént, ahol a
minimum 3 sejtmaggal rendelkezd TRAP-pozitiv sejteket tekintettiik érett (sokmagvi)

oszteoklasztoknak.
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Az oszteoklasztok funkcionalis vizsgalatdhoz a prekurzor sejtekbdl lyukanként
tartalmazé 16-lyuktt lemezekre (BD BioCoat Osteologic slides; BD Biosciences,
Bedford, MA, USA) helyeztiik és rekombinans M-CSF és RANKL jelenlétében 10-14
napon keresztiil o-MEM médiumban tenyésztettiik. A médiumot 2-3 naponta cseréltiik.
A hidroxiapatit-réteg oszteoklaszt-aktivitast jelzé kiragodasat Leica DMI6000B inverz
mikroszkop segitségével rogzitettiik és az ImageJ szoftver (NIH, Bethesda, MD, USA)
segitségével szdmszerisitettiik.

Makrofagok kinyerése céljabol a sejteket 5 millio sejtenként 10 cm atmérdji
baktérium-tenyészté edénybe helyeztiik ¢és rekombinans egér M-CSF-et termeld
CMG14-12 sejtek [78] kondicionalt médiumat 10%-ban tartalmazé a-MEM-ben 5-8
napig tenyésztettiilk tovabb. A médiumot 2-3 naponta cseréltiik. A makrofagok érését
F4/80 antitest (AbD Serotec, Kidlington, UK) segitségével aramldsi citometriaval
vizsgaltuk [58].

5.4. A génexpresszio vizsgalata

Az oszteoklasztokra jellemzd gének expresszidjat kvantitativ real-time PCR
modszerrel vizsgaltuk.

A makrofag/oszteoklaszt eldalakokat a megadott szamu napon keresztiil
inkubaltuk 50 ng/ml M-CSF (makrofagok) vagy 50 ng/ml M-CSF ¢és 50 ng/ml RANKL
(oszteoklasztok) jelenlétében. Ezt kovetéen Trizol reagens (Invitrogen) segitségével
RNS-t nyertlink a sejtekbdl. A reverz transzkripcido 100 ng RNS-t felhaszndlva High
Capacity cDNA Archive Kit-tel (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 37 °C-on
2 oran keresztiil tortént. Ezutan ABI PRISM 7900 (Applied Biosystems) késziilékkel
Applied Biosystems Tagman Gene Expression Assay-t hasznalva megvizsgaltuk az egér
Acp5  (TRAP-ot kodoldé gén, Tagman MmO00475698 ml), Fos (c-Fos,
MmO00487425 ml), Calcr (kalcitonin rceptor, Mm00432271 ml ), Ctsk (katepszin K,
MmO00484039 ml), Nfatcl (NFATcl; MmO00479445 ml), Oscar (OSCAR;
Mm00558665 ml) ¢és Tm7sf4 (DC-STAMP; Mm04209235 ml) génjeinek
expressziojat. A normalizalashoz a Gapdh (GAPDH; Mm99999915 g1) haztartasi gén

expressziojat is meghataroztuk. A reakciot 40 cikluson keresztiil 94 °C-on 12
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masodpercig ¢és 60 °C-on 60 masodpercig végeztik. Az egyes reakciokat 3
parhuzamossal végeztiilk. A relativ transzkript mennyiségét az endogén haztartasi
Gapdh gén mennyiségével Osszehasonlitva komparativ C; mddszer segitségével kaptuk

meg.

5.5. Biokémiai és jelatviteli folyamatok vizsgalata

A PLCy2, pl90-A ¢és pl90-B expresszidjanak vizsgalata céljabol a
makrofagokat, az oszteoklasztokat és az embriondlis agymintakat protedz- és foszfataz-
gatlészereket és 1% Triton X-100-at tartalmazo lizis pufferben tartuk fel [60]. Az egyes
fehérjék jelenlétét Western Blot modszerrel vizsgaltuk.

A kiilonbozd fehérjék foszforilacidjat 5-8 napig rekombindns M-CSF (CMG14-
12 sejtek kondiciondlt médiuma) jelenlétében bakteridlis csészében tenyésztett
makrofagokon vizsgaltuk. A sejteket 5 mM EDTA-t tartalmazo6 PBS oldatban
felszuszpendaltuk, mostuk, majd 6 ordn keresztiil szérum- ¢&s citokin-mentes
médiumban tartottuk. A szérum-megvonast kdvetden sziikség esetén a sejteket 8 percre
10 uM PP2-vel (EMD Biosciences, Darmstadt, Németorszag) kezeltiik. A sejteket 50
ng/ml M-CSF vagy 50 ng/ml RANKL citokin segitségével szuszpenzidban stimulaltuk
vagy 6 cm atmérdju sejtkultira-kezelt miianyag csészébe helyeztiik. A kontroll sejteket
citokinek nélkiil szuszpenzidban hagytuk. 30 perces 37 °C-on torténd inkubalas utan a
sejteket proteaz- ¢és foszfatdz-gatloszereket ¢és 1% Triton-X-100-at (teljes sejt
lizatumokhoz) vagy azok mellett tovabbi 0,1% SDS-t és 0,5% natrium deoxikolatot
(radioimmunoprecipitacios puffer (RIPA); immunprecipitaciohoz) tartalmazo pufferben
tartuk fel. A mintdk egy részébdl PLCy2-ellenes antitesttel (Q-20; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), majd Protein A Sepharose (Zymed, South San
Francisco, CA, USA) ¢és Protein G Agarose (Invitrogen) 1:1 aranyu keverékével
kiprecipitaltuk a PLCy2 fehérjét.

A sejtlizatumokat €s az immunprecipitatumokat Western blot moddszerrel
vizsgaltuk tovabb. A vizsgéalathoz a PLCy2 elleni foszfospecifikus (pTyr 759, Cell
Signaling Technologies, Danvers, MA, USA) vagy nem foszfospecifikus (Q-20)
antitestet, foszfotirozinra specifikus (4G10; Millipore, Billerica, MA, USA) antitestet,
az ERK (#9101; Cell Signaling) és a p38 MAP-kinaz (#9211; Cell Signaling) elleni
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foszfospecifikus antitesteket, az ERK1/2 elleni antitest-keveréket (a C-16 (ERK1) és C-
14 (ERK2) antitestek (mindkett6 a Santa Cruz-tol) keverékét), valamint a p38 MAP
kinaz (C-20; Santa Cruz), az IxkBa (#9242; Cell Signaling), a p190-A (Clone 30; BD
Biosciences), a p190-B (Clone 54; BD Biosciences) és a B-aktin (AC-74; Sigma) elleni
els6dleges antitesteket hasznaltunk. Masodlagos ellenanyagként GE Healthcare
(Chalfont St. Giles, UK) reagenseket alkalmaztunk. Az immunreakciét ECL reagenssel
(GE Healthcare), kemilumineszcens modszerrel hivtuk el6 €s rontgenfilmre exponaltuk.

Szokasos esetben az immunoblot modszer a mintdk eldkészitésével ¢és
futtatasaval legalabb egy napot vett igénybe. A pl190-A és p190-B mutdns magzatok
azonositdsakot azonban egy ennél sokkal gyorsabb immunoblot protokollt kellet
hasznalnunk. Ennek érdekében a futtatasi, blokkolasi, jelolési és mosasi 1épések idejét
radikalisan csokkentettiik, ami lehetové tette a teljes immunoblot vizsgalat 4-5 oOréara
val6 leroviditését. Ehhez elengedhetetleniil sziikséges volt a nagyon érzékeny és

specifikus antitestek megléte.

5.6. A petefészkek eltavolitasa

Az 0Osztrogén hidnyaban létrejové csontvesztést a petefészkek sebészi
eltavolitasa (ovariektomia) segitségével vizsgaltuk. Vad tipusu és PLCy2 ™" egereket 8
hetes korban ketamin és medetomidin keverékével elaltattuk, majd az egerek méhét és
petefészkét felkerestiik. Ezt kdvetden eldszor a petefészkeket lekotottiik, majd ezt
kovetden azokat sebészi uton eltavolitottuk. Aloperalt (SHAM) kontroll allatokon
ugyanolyan sebészi feltarast végeztiink, de a petefészkek felkeresése utdn azokat nem
tavolitottuk el. 6 héttel az operaciot kdvetden az allatokat felaldoztuk és comb-, illetve

labszarcsontjaikat tovabbi vizsgalatok céljara eltavolitottuk.

5.7. Micro-CT analizis és hisztomorfometria

Az intakt egereken torténd vizsgalatokat 8-10 hetes himeken végeztik. Az
ovariektomia és parhuzamos aloperacio hatasat 14 hetes ndstény allatokon (a 8. héten
végzett mitétet kovetd 6. héten) vizsgaltuk. A vad tipust kontroll egyedek mindig a

PLCy2 " egyedekkel azonos nemiiek és koraak voltak.
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Mikro-CT vizsgélat céljara a combcsontokat 0,1% Na-azidot tartalmaz6é PBS
oldatban taroltuk, majd fogéaszati gyanta segitségével 1,5 ml-es Eppendorf-csévekben
immobilizaltuk. A micro-CT analizist SkyScan 1172 (SkyScan, Kontich, Belgium)
késziilékkel végeztik. A mintdk beszkennelésére 50 kV ¢és 200 pA erdsségii
rontgensugar forrast alkalmaztunk 0,5 mm vastagsagu aluminium sziiré mellett. A
mintakat 0,5 fokonként forgattuk. Ezek a beallitasok 4,5 pm oldalhosszisagu
izometrikus voxeleket eredményeztek. A haromdimenziés (3D) rekonstrukciot NRecon
szoftver segitségével hoztuk létre, és a késdbbiekben a CT-Analyser (SkyScan)
szoftverrel dolgoztuk fel. A mintdknak a ndvekedési hatartdél szamitott 50. szelettol
kezd6dd 400 szeletét hasznaltuk fel a vizsgalathoz. A csont-denzitds hatarértékeinek
beallitdsa vizualis megfigyelés alapjan tortént. A parhuzamosan késziilt mintak
mindegyikénél ugyanazt a hatarértéket alkalmaztuk. Kétdimenzidés csontszelet
bemutatdsdhoz a novekedési hatartél szamitott 250. szeletet, mig a haromdimenzi6s
képi megjelenitésre a novekedési hatartdl szamitott 150. és 450. szelet kozotti, 700 pm
atmérdjli tengelyiranyt hengert hasznaltuk fel.

Hisztomorfometriai analizis céljara az egerek tibidjanak proximalis metafizisét
hasznaltuk fel. Az egerek felaldozésa utan a csontokat 70%-os alkoholban taroltuk,
majd egy éjszakan at 4%-os formalinban fixaltuk, amit dekalcinalas nélkiili bedgyazas
kovetett metilmetakrilban. A polimerizaciot kovetéen a metafiziseket 3-4 pm-enként
lemetszettiikk és az igy kapott mintdkat Kossa ¢és Goldner szerint festettik. A
metszetekrdl késziilt digitalis képeket Osteomeasure (Osteometrics, Decatur, CA, USA)

szoftver segitségével nemzetkozi standardok [79, 80] szerint elemeztiik.

5.8. Statisztikai analizis

Az in vitro kisérletek legalabb haromszor megismételtiik, az in vivo kisérleteket
pedig elvégeztiik legalabb harom, korban és nemben megegyezd egéren. A micro-CT
analizis az esetek nagy részében mindkét combcesonton megtortént és az igy kapott
eredmények atlagat hasznaltuk fel a végsd szamolashoz. A statisztikai hibak SEM-ben
vannak megadva. A statisztikai elemzést kiillonbozé elemszamu két populacidos nem-

parositott t-probaval, illetve kétutas ANOVA-val végeztiikk. A genotipus és az elvégzett
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beavatkozdsok kozotti interakciot Tukey poszt-hok vizsgalattal hataroztuk meg.

Statisztikailag szignifikdnsnak a p < 0,05 értékeket tekintettiik.
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6. Eredmények

Kisérleteink sordn a PLCy2 ¢és a kiilonb6z6 pl90RhoGAP fehérjék szerepét

vizsgaltuk az oszteoklasztok miikddésében és az in vivo csontanyagcserében. A

tovabbiakban a két fehérje(csalad) vizsgalatat kiilon targyalom.

6.1. A PLCy2 szerepének vizsgalata oszteoklasztokban és a

csontanyagcserében

Ahogy azt az irodalmi attekintés alkalmaval mar emlitettem, munkacsoportunk

korabbi, részben publikalt [38],

részben munkam kezdetén még nem publikalt [60]

eredményei, valamint mas munkacsoportok publikacioi [37] alapjan felmeriilt a PLCy2

esetleges szerepe az oszteoklasztok fejlédésében és/vagy miikodésében. Munkam

kezdetén errdl a kérdésrdl 1ényeg

¢ben semmilyen informacié nem allt rendelkezésre. A

kérdést PLCy2-hidnyos egerek vizsgalataval terveztilk megkozeliteni.

6.1.1. PLCy2 jelenlé

Kisérletes tevékenységem

csontveldi  sejtekbdl in  vitro
differencialtatott makrofagokban
¢és oszteoklasztokban. Amint az a
16. abran lathato, a PLCy2 vad
tipust makrofagokban és
oszteoklasztokban egyarant jelen
van ¢és a fehérje expresszidja
Osszevethetd a két sejttipusban.
A PLCy2 "sejtkultirakban ezzel
szemben nem jelenik meg a
PLCy2 immunreaktivitds, ami

igazolja.

te makrofagokban és oszteoklasztokban

soran eldszor megvizsgaltuk a PLCy2 jelenlétét egér

\i
oC

PLCy2™~
M® oC

Mo

PLCy2
TSL
e s e AKEIN

16. abra: A PLCy2 fehérje jelenlétének vizsgalata
makrofagokban és oszteoklasztokban

A PLCy2 jelenlétét intakt vad tipust (VT) és PLCy2™~

egerek csontvelbi sejtjeibdl in vitro tenyésztett makrofag
(M®) és oszteoklaszt (OC) mintak teljes-sejt-
lizatumaiban (TSL) immunoblot moédszerrel vizsgaltuk.
Az aktin immunoblot a felvett fehérjemennyiség
ellendrzésére szolgalt.

az alkalmazott immunoblot moddszer specificitasat
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6.1.2. PLCy2-hianyos egerek tenyésztése és PLCyZ_/ ~ kimérak létrehozasa

Tovabbi kisérleteinket vad tipusu és PLCy2-hidnyos egerek és csontveldi eredetii
sejtek vizsgalataval terveztiik végrehajtani. Ehhez nagy mennyiségii PLCy2” egérre,
illetve —in vitro kisérletek céljara— PLCy2”~ csontveldi sejteket hordozd egérre volt
sziikségiink. A PLCy2*/* egereket létrehoz6 munkacsoporttél kapott informaciokkal
megegyezben sajnos nem sikeriillt homozigota formaban fenntartanunk a PLCy2 ™
egértorzset. Ezért a PLCy2  muticié heterozigota (PLCy2"") egyedekben vald
fenntartasa mellett dontottiink. A tdrzset PLCy2"" x PLCy2"" vagy PLCy2""
x C57BL/6 paroztatassal tartottuk fent. Az utodokat allél-specifikus PCR reakcio
segitségével genotipizaltuk [60]. Nagyszamu utdod genotipizdldsa alapjan azt
tapasztaltuk, hogy a heterozigota PLCy2 egerek (PLCy2"" x PLCy2™)
keresztez6désébol szarmazo, az elvalasztast (2-3. hét) megéld PLCy2™ utodok aranya
még ilyen keresztezés mellett is csak kb. a felét éri el a mendeli 6roklddés alapjan

varhat6 25%-nak (1. tablazat).

Genotipus PLCy2" PLCy2"" PLCy2™" Osszesen
Vart arany 25% 50% 25% 100%
Kapott arany 32% 56% 12% 100%

1. tablazat: PLCy2"" allatok paroztatasabdl sziiletett utodok genotipusa
(379 utdd 2-4 hetes korban tortént genotipizalasi eredményei alapjan)

A fentiek alapjan nyilvanvaloéva valt szamunkra, hogy a PLCyZ’/* egerek
csontanyagcseréjének ¢€s oszteoklasztjainak vizsgdlatdira nagyon nehezen tudnank
megfeleld szamu intakt PLCy2 " egeret kitenyészteni. Mivel az oszteoklasztok in vitro
vizsgalatdhoz elégséges, ha az egereknek csak a csontveldi sejtjei PLCy27
genotipustiak, a tovabbiakban 1ugy dontéttiink, hogy a csontveld-transzplanticiod
segitségével PLCy2” hemopoetikus rendszerrel rendelkezé —csontveld-kimérakat
hozunk 1étre. Ennek a megkozelitésnek az az eldnye, hogy egy PLCy2_/_ donor egér
csontveldi sejtjeit akar 10 recipiensbe is be lehet injektalni, ilymodon meg lehet

sokszorozni az in vitro kisérletekre rendelkezésre allo egerek szdmat. A transzplantaciot
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a Modszerek fejezetben leirtaknak (14. dbra) megfelelden letalisan besugarazott, LyS5.1
markert hordozé recipiens egerek felhasznaldsaval végeztiik. Donorként felndtt vad
tipusu és PLCny/f egerek csontveldi sejtjeit alkalmaztuk. A transzplantacio sikerességét
a 15. 4bran bemutatott moddszer segitségével aramldsi citometrids megkozelitéssel
ellendriztiik. A keringé neutrofil kompartmentben a vizsgélt kimérdk dontd részében a
sejtek >95%-a donor eredetlinek bizonyult. Tovabbi ellendrzés céljabol esetenként a 16.
abran bemutatotthoz hasonlé médon immunoblot modszerrel is megvizsgaltuk a PLCy2
jelenlétét a kimérakbol szarmazo makrofagok teljes-sejt-lizatumaiban. Itt nem mutatott
eredményeink alapjan a PLCy2”~ kimérak csontveléi sejtjeibsl — tenyésztett
makrofagokban teljes mértékben hidnyzott a PLCy2 fehérje, ami meger0siti, hogy

ténylegesen lecseréltiik a recipiens egyedek vérképzését a donor sejtekbdl szarmazora.
6.1.3. Oszteoklasztok in vitro fejlodése és miikodése

A kovetkezdkben azt szerettik volna megvizsgalni, hogy a PLCy2 hidnya
milyen hatdssal van az oszteoklasztok in vitro fejlodésére és milkddésére. Ennek
érdekében vad tipust és PLCy2” csontvelé-kimérdk hossza csdves csontjaibdl a
Modszerek fejezetben leirtaknak megfelelden kiilonbozé (20 és 50 ng/ml) M-CSF ¢és
RANKL koncentracié jelenlétében megprobaltunk oszteoklasztokat tenyészteni. Az
oszteoklasztok fejlédését a rajuk specifikus TRAP enzim citokémiai festése utan a
lathato, hogy vad tipusu csontveldi sejtekbol mindegyik alkalmazott citokin-kombinécid
mellett kialakultak sokmagva TRAP-pozitiv driassejtek (oszteoklasztok), illetve hogy a
oszteoklasztok szamat és méretét. A PLCy2™ csontveldi sejtekbél ezzel szemben egyik
citokin-koncentracio mellett sem alakultak ki sokmagvu o6ridssejtek, bar a keletkezett
mononukledris sejtek jelentds része TRAP-pozitivnak mutatkozott (17. abra). A PLCy2
hianya tehat dramaian csokkentette a TRAP-pozitiv sokmagvl oszteoklasztok szamat,

rrrrr

enzim expressziojat.
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20 ng/ml M-CSF 50 ng/ml M-CSF

20 ng/ml RANKL

20 ng/ml RANKL
g o :

50 ng/ml RANKL

17. abra: Vad tipusu és PLCy2 hianyos egerek oszteoklaszt-tenyészetei kiilonb6z6
koncentracioju M-CSF és RANKL jelenlétében
Vad tipusu (VT) és PLCy2‘/‘ kimérak csontvelbi sejtjeit a megadott citokin-koncentraciok
jelenlétében in vitro tenyésztettiik, majd a tenyészeteken TRAP-festést végeztiink

A fenti kisérletet szamos alkalommal elvégeztiikk és megszamoltuk a 24-lyuku

lemez egy lyukéban taldlhato

oszteoklasztok szdmat. Ezen g 150 4
. . : '
kisérletek soran azon sejteket | 3 N mVT
) N Dx = 0O PLCy2—/—
tekintettilk oszteoklasztoknak, £ 8 0;’100
w N
melyekben legalibb 3 sejtmag | € & O
xXx0 .
nos s o 0™~
volt megfigyelhetd €s pozitivan | ¢ @
N
festédtek az osztoklaszt-marker 3 . nd. n.d.
TRAP enzimre. Eredményeink 20 M-CSF 20 M-CSF 50 M-CSF 50 M-CSF

20 RANKL 50 RANKL 20 RANKL 50 RANKL

0sszegzését mutatja a 18. abra.
Az abrdbdl kitlinik, hogy vad
tipusu tenyészetekben mar a

fiziologiashoz kozeli (20 ng/ml

Citokin koncentracié (ng/ml)

18. abra: A PLCy2 szerepének kvantitativ vizsgalata
az oszteoklasztok fejlédésében
A sokmagvu oszteoklasztok szamat a 17. abran
lathatéhoz hasonlé tenyészeteken vizsgaltuk. n.d.: nem
detektalhatd

M-CSF ¢és 20 ng/ml RANKL)
citokin-koncentraciok mellett is jol megfigyelhetd az oszteoklasztok kialakuldsa és az
oszteoklasztok szama az M-CSF koncentracié 50 ng/ml-re emelése hatdsara lényegében
megduplazodik. PLCy2 ™ tenyészetekben ezzel szemben alacsony M-CSF-koncentracio
mellett egyaltalan nem alakulnak ki oszteoklasztok és azok szdma magas M-CSF-

koncentracio jelenlétében is elhanyagolhatonak tlinik. Ezen kvantitativ eredményeink
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megerdsitik, hogy az M-CSF és RANKL hatasara in vitro kialakuld6 multinuklearis
oszteoklasztok fejlédéséhez elengedhetetlen a PLCy2 jelenléte.

Ezt kovetden azt szerettiik volna megtudni, hogy a PLCy2 hidnya milyen
hatassal van az oszteoklaszt-kultirak funkciondlis (reszorpcids) aktivitasara. Ennek
érdekében vad tipusu és PLCy2”" kimérak csontveldi sejtjeit szovetkultura-kezelt
muianyag felszin helyett mesterséges hidroxiapatit felszinre helyeztik ¢és azon
tenyésztettiik kiilonbozé6 M-CSF és RANKL-koncentraciok jelenlétében. A tenyésztés
mikroszkoppal vizsgaltuk. A 19. abran bemutatott eredményeink jol mutatjak, hogy vad
tipusu kulturak esetében mar 20 ng/ml M-CSF ¢és 20 ng/ml RANKL jelenlétében is jol
kivehetd bontési teriiletek (az dbran vilagosabb teriiletek) jonnek 1étre és ezek mérete és
szama 50 ng/ml M-CSF és 50 ng/ml RANKL jelenlétében jelentésen emelkedik.
Hasonloképpen kezelt PLCy2™" sejtek tenyészetében ugyanakkor alacsony citokin-
koncentraciok mellett egyaltalan nem, magas citokin-koncentraciok mellett pedig csak
elvétve jelennek meg kisebb bontési teriiletek. Ez a megfigyelés arra utal, hogy PLCy2
hianyéaban tényleg nem jon létre a szervetlen csontmatrix oszteoklasztok altali bontasa,
ami feltehetdleg legalabbis részben az oszteoklasztok 17-18. dbran bemutatott fejlédési

zavaranak az eredménye.

A 20 ng/ml M-CSF 50 ng/ml M-CSF
20 ng/ml RANKL 50 ng/ml RANKL B
& 4T VT
g £ O PLCy2—/-
8 31
E _
e
\'N = n.d.
Lo} 0 ' !
N e 20 ng/ml M-CSF 50 ng/ml M-CSF

20 ng/ml RANKL 50 ng/ml RANKL

19. dbra: Oszteoklasztok csontbontasa mesterséges hidroxiapatit felszinen.

Vad tipustl (VT) és PLCy2™~ csontveldi sejteket mesterséges hidroxiapatit felszinen
tenyésztettiink a megadott citokin-koncentraciok jelenlétében, majd vizsgaltuk a felszin
kiragasanak jeleit. Az A panel egy jellemzé fénymikroszkopos képet, a B panel a reszorpcid
kvantifikalasat mutatja. n.d.: nem detektalhato
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6.1.4. Mi okozza az oszteoklaszt-fejlodés zavarat?

A kovetkezdkben azt szerettiik volna megvizsgéalni, hogy mi okozza a PLCny/f
sejtek multinukledris oszteoklaszt irdnyba torténd differenciacionak a zavarat. Els6ként
altalanos zavarat okozza. Ennek érdekében vad tipusu és PLCyZ*/* makrofag-
tenyészetek sejtjeiben megvizsgaltuk a makrofagok érése soran megjelend F4/80 marker
expresszidjat. Amint azt a 20. dbra mutatja, a PLCy2 hidnya nem befolydsolta a
makrofagok F4/80 expresszidjat. Itt nem bemutatott kisérleteinkben nem talaltunk
érdemi kiilonbséget a vad tipusu és PLCVZ*/* makrofagok morfologiaja kozott sem.
Ezen kiviil munkacsoportunk neutrofil granulocitdkon végzett kisérletei [60] is azt
mutattak, hogy a PLCy2 hidnydban nem karosodik a neutrofilek érése, a vizsgalt
sejtfelszini markerek expresszidja és szamos, csak az érett neutrofilekre jellemzd

sejtvalasz 1étrejotte. Osszességében tehat elmondhatjuk, hogy a PLCy2 hidnya nem

rrrrrr

hogy ez lenne az oka az oszteoklaszt-
1 17 —/— r o
fejlédés  PLCy2 tenyészetekben 8 _ Izotipus kontroll
megfigyelhetd kdrosodasanak sem. e — F4/80
*©
Az oszteoklasztok  fejlédése | . 2
. ) o > 3
soran az egyik legdramaibb valtozast %
(2]
szamos oszteoklaszt-specifikus gén -
expresszioja mutatja. FEzek kozé T TR ' 02 To4
tartozik a TRAP-ot kddold gén (Acp)), 8
az oszteoklasztokra jellemz6 : e
.. , T ©
calcitonin-receptor (Calcr) és | 2
c
katepszin K (Ctsk) génje, a C-Fos Q 1
o 2
(Fos) és NFATcl (Nfatcl) w
transzkripcids faktorokat, valamint az o0 T et oz 03 04
oszteoklasztok sejtfelszini OSCAR Fluoreszcencia
) 20. abra: A makrofagok érésének vizsgalata
(Oscar) ¢és DC-STAMP (Tm7sf4) | vad tipusa (VT) és PLCy2™~ csontveléi sejtekbdl
torait kodolé ek A in vitro differencialtatott makrofagok érését az
receptoral odolo genek. F4/80 differenciacios marker aramlési citometrias
kovetkezOkben kvantitativ RT-PCR vizsgalataval kovettik
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reakcio segitségével megvizsgaltuk ezen gének expresszidjanak valtozasat az
oszteoklasztok fejlodése sordn. A kisérletekhez vad tipusu és PLCyZ*/* kimérak
csontveldi sejtjeibdl 2 napos alacsony (10 ng/ml) M-CSF kezelés hatdsara 1étrejovo
makrofag/oszteoklaszt eldalakokat hasznaltunk (0. napos sejtek), melyeket a
tovabbiakban 1-3 napig 50 ng/ml M-CSF (makrofagok) vagy 50 ng/ml M-CSF és 50
ng/ml RANKL (oszteoklasztok) jelenlétében tenyésztettiink. A 21. dbran jol lathato,
hogy RANKL jelenlétében (oszteoklaszt mintdk; "OC") mindegyik vizsgalt gén
expresszidja nagymértékben emelkedett, mig RANKL hianyaban (makrofag mintak;
"M®") mindegyik gén expresszio-ndvekedése elmaradt. Ez azt mutatja, hogy az
altalunk alkalmazott mddszer ténylegesen alkalmas a vizsgélt gének oszteoklaszt-
specifikus expressziojanak a kimutatisira. Erdekes modon a vizsgalt gének
mindegyikének expresszidja RANKL-kezelt PLCy2 ™ tenyészetekben is megnétt és ez a
novekedés az esetek tobbségében a vad tipusu sejteknél megfigyelthez hasonld mértékii
volt. A PLCy2 hianya tehat nem okozza az oszteoklaszt-specifikus gének
expressziojanak dramai csokkenését, ezért nem valoszinti, hogy ez 4llna a PLCy2 ™"

tenyészetekben megfigyelhetd oszteoklaszt-fejlodési zavar hatterében.
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21. abra: Génexpresszié vizsgalata oszteoklasztokban és makrofagokban
Oszteoklaszt specifikus gének expressziéjanak vizsgalata vad tipusu és PLCy2™" oszteoklaszt (OC) és
makrofag (M®) kulturakban kvantitativ RT-PCR segitségével. A vizsgalt gének (zarojelben az altaluk kédolt
fehérjék) a kdvetkezbk voltak: Acp5 (TRAP), Calcr (Calcitonin receptor), Ctsk (Cathepsin K), Fos (c-Fos),

Nfatcl (NFATc1), Oscar (OSCAR) és Tm7sf4 (DC-STAMP).

Osszességében elmondhatjuk, hogy a fenti kisérleti eredmények alapjan sikeriilt
kizarnunk két lehetséges mechanizmust a PLCy2 oszteoklaszt-fejlddésben betdltott
szerepének magyarazatara. Bar tovabbra sem teljesen értjiilk, hogy a PLCy2 hianya
miért eredményezi az oszteoklasztok fejlodésének zavarat, munkacsoportunk tovabbi,
folyamatban levd kisérletei arra utalnak, hogy a PLCy2 feltehetdleg a mononuklearis
tenyészetekben megfigyelheté nagyszami mononukleéaris, de TRAP-pozitiv (tehat

biokémiailag legalabbis részben oszteoklaszt-szerii) sejtek jelenlétére.

6.1.5. A PLCy2 aktivalodasi mechanizmusanak vizsgalata

Ezt kovetden azt szerettik volna megvizsgalni, hogy az oszteoklasztok

fejlodését kivalto kiilonbozo extracellularis szignalok koziil melyik hozza 1étre a PLCy2
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aktivalodéasat. Amint azt kordbban emlitettem, az oszteoklasztok in vitro fejlédéséhez

sziikségesek az M-CSF ¢s RANKL citokinek ¢s elengedhetetlen a folyamathoz a sejtek

felszinhez (szovetkultura-kezelt
. - . A —  M-CSF RANKL Adh
mianyaghoz vagy csontmatrixhoz) vald
PY
e o PLCy2 - : el
adhézioja is [22]. A tovabbiakban i = —
—  PLCy2
megvizsgaltuk, hogy e harom
stimulacids Utvonal koziil melyik hozza B —  M-CSF RANKL Adh
1 1s s e foszfo-
létre a  PLCy2  aktivalodasat. A _ === E;ZKO
kisérleteket technikai okok miatt az = == == /R
foszfo-
oszteoklaszt-eldalakokkal rokon — pog,sgz °
makrofagokon végeztiik. A sejteket TSL| - G G at— 58
szuszpenzioban stimulaltuk 50 ng/ml M- . S— e hBa
foszfo-
CSF vagy 50 ng/ml RANKL citokinnel, T PLCy2
vagy szovetkultira-kezelt —milanyag PLCy2

22. abra: A PLCy2 foszforilaciéja adhézio
hatasara jon létre.
Vad tipusu makrofag-tenyészeteket 50 ng/ml
M-CSF-fel vagy 50 ng/ml RANKL-lel
jelentdségli, hogy az M-CSF és RANKL _ stimulaltunk szuszpenzidban, vagy
szovetkultura-lemezre helyeztik 6ket (Adh). A
stimuldciot nem adherens koriilmények sejtek jelatvitelét immunprecipitacio (IP) és
L ) . . L . immunoblot modszerrel vizsgaltuk. PY:
kozott végeztik, igy kizarhatjuk egy foszfotirozin; TSL: teljes-sejt lizatum

felszinre helyeztiik 6ket. A kisérletek

értelmezése  szempontjabdl — kiemelt

masodlagos adherens aktivacid6 hatdsait. A PLCy2 aktivaloédasat a fehérje
foszforilacidjanak vizsgalataval kovettik. Amint az a 22. abran lathatd, a sejtek
adhézidja mind immunprecipitaciot kovetd foszfotirozin-immunoblot moédszerrel (A
panel), mind foszfo-specifikus PLCy2 antitestekkel vizsgalva (B panel) a PLCy2
foszforilacigjat indukalta. Ezzel szemben sem az M-CSF, sem a RANKL nem okozott
érdemi PLCy2-foszforilaciét annak ellenére, hogy mindkét stimulus kivaltotta a ra
ismerten jellemzo jelpalyak aktivalédasat (M-CSF esetében az ERK foszforilacigjat,
Ezen eredményeink arra utalnak, hogy a PLCy2 aktivalodasa a sejtadhézio, nem pedig
az M-CSF vagy a RANKL hatasara jon létre.

A kovetkezokben azt szerettik volna megtudni, hogy milyen folyamatok
vesznek részt a PLCy2 adhézio-fliggd aktivalodasaban, kiilonos tekintettel az Sre-tipust

tirozin-kindzokra, melyek mas sejttipusokban az integrin-fiiggd sejtadhézid kozponti
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jelatvivo molekuldi. Amint az a 23. abran lathato, a sejtek PP2-vel, az Src-kindzok
gatloszerével valo elokezelése teljes egészében megsziintette a PLCy2 adhézio-fiiggd
foszforilacigjat. A PLCy2 aktivalodasa a sejtadhézid soran tehat feltételezhetéen az Src-

tipusu tirozin-kinazok részvételével jon létre.

_ PP2
- M-CSF RANKL Adh — M-CSF RANKL Adh
-— PY
PLCy2 «h ok Bl Bl oo o -

23. abra: Az Src-csalad szerepe a PLCy2 foszforilaciojaban.
Vad tipusu makrofagokat 10 uM PP2-vel vagy PP2 nélkil el6inkubaltunk, majd a 22. abran
bemutatott médon aktivaltunk és vizsgaltunk.

A fenti eredmények Gsszességében arra utalnak, hogy a PLCy2 az oszteoklasztok
fejlédése soran a sejtadhézid jelatvitelében jatszik szerepet. Ennek igazolasara azonban
sziikséges lenne kimutatni, hogy PLCy2" sejtekben karosodtak a sejtadhézio hatasara
aktivalodo disztalis jelatviteli 1épések. Bar PhD-munkdm sordn szamos ezzel
kapcsolatos eldzetes kisérletet végeztiink, a kérdés megnyugtatd tisztdzdsa tovabbi

kutatomunkat tesz sziikségessé.
6.1.6. Intakt PLCy2™ egerek csontjainak vizsgalata

Béar az oszteoklaszt-tenyészetek eddig bemutatott funkciondlis és biokémiai
vizsgalata igazolta a PLCy2 szerepét az oszteoklasztok 1étrejottében az adott in vitro
koriilmények kozott, ezek az eredmények Onmagukban nem bizonyitjdk a PLCy2
szerepét az in vivo csontanyagcsere folyamataiban. Kisérleteinket ezért intakt vad tipust
és PLCy2 " egerek csontjainak vizsgalataval folytattuk.

Az in vivo kisérletek elsé részében 8-10 hetes (paronként azonos koru) vad
tipusu ¢€s PLCVZ’/* him egerek femurjanak disztalis metafizisét vizsgaltuk mikro-CT
modszerrel (24. dbra). Mind az abra A paneljén bemutatott kétdimenziods csontszelet,
mind a trabekularis éallomany egy részének a B panelen lathatdé hiaromdimenzids
rekonstrukcidja jol mutatja, hogy a PLCy2” egerekben jelentésen nagyobb a

trabekularis csontdllomany mennyisége. A tovabbiakban a haromdimenzios
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rekonstitiicié kvantitativ vizsgalataval megprobaltuk szamszertisiteni a csontszerkezet
valtozasait (24. abra C panel). A relativ csonttérfogatra vonatkozd6 BV/TV (bone
volume/total volume) paraméter azt mutatja, hogy a vizsgalt Ossztérfogat hany
szdzaléka a ténylegesen mineralizalodott csontallomany. A BV/TV érték a PLCy2"
egerekben szignifikdnsan (61%-kal) magasabb volt, mint a vad tipusu allatokban
(p=0,011; n = 5). A BV/TV emelkedésének hatterében a csontgerenddk szamanak
¢s/vagy azok vastagsaganak az emelkedése allhat. Ezt a kérdést megvizsgdlva azt
tapasztaltuk, hogy a PLCy2"~ egerekben jelentdsen megemelkedett az egységnyi
tavolsagra es® csontgerenddk szama, mig a csontgerendak atlagos vastagsaga nem
valtozott (24. abra C panel). Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy a PLCy2 hianyaban
a trabekulak szamanak a megemelkedése a mineralizalddott csontdllomany ardnyanak a

megnodvekedését okozza.
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24. abra: Vad tipusu és PLCy2 hianyos egerek disztalis femurjanak micro-CT analizise.
A-B: 8 hetes vad tipust(VT), illetve PLCy2™~ him allatok combcsontjai disztalis metafizisének egy
szelete (A) illetve 3D rekonstrukcidja (B). C: Kvantitativ micro-CT analizis eredménye. BV/TV:
relativ csonttérfogat. *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.002; n.s.: nem szignifikans.

A fentieck megerdsitése ¢és tovabbi elemzése érdekében hisztomorfometriai

crer

trabekularis halozatan (25. dbra). Amint az az dbra A paneljén lathat6, a csontgerendak
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hisztomorfometriai vizsgalata megerdsitette a korabbi micro-CT vizsgalatok (24. dbra C
panel) eredményeit, miszerint a PLCVZ*/ ~ egerekben a trabekuldk szdmanak
megemelkedése miatt megemelkedett a mineralizalodott csontallomany relativ térfogata
(BV/TV). A mikro-CT-vel szemben a hisztomorfometriai vizsgalat a csontsejtek
szdmanak a meghatarozasat is lehetdévé teszi. Amint az a 25. abra B paneljén lathato, a
PLCVZ*/ ~ egerekben az egységnyi csontfelszinre jutd oszteoklasztok szamanak a jelentds
csOkkenését figyeltik meg. Az oszteoblasztok aranya ezzel szemben nem mutatott
eltérést a vad tipusu egerekhez képest. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a PLCy2
hianya in vivo koriilmények kozott is gatolja az oszteoklasztok kialakuldsat, €s hogy a
PLCyZ’/* egerekben megfigyelhetd csontdllomany-emelkedést feltételezhetéen az

oszteoklasztok zavara, nem pedig az oszteoblasztok tilmiikddése okozza.
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25. abra: Vad tipusu és PLCy2"' egerek tibiajanak hisztomorfometriai vizsgalata.

A: 8 hetes vad tipust (VT) és PLCy2™~ him egerek tibidja proximalis metafizisének kvantitativ
csontgerenda-morfoldgiai elemzése. B: a csontgerendak felszinén talalhat6é oszteoklasztok és
oszteoblasztok szamanak vizsgalata. BV/TV: relativ csonttérfogat. *: p<0.05; **: p<0.01; ***:
p<0.002; n.s.: nem szignifikans.

6.1.7. Ovariektomia hatasanak vizsgalata
A bazalis csontatépiilésben betoltott szerepiik mellett az oszteoklasztoknak

fontos szerepiik van a koros csontbontas, koztiik a menopauzat kovetd oszteoporozis, a

gyulladasos csontbetegségek altal kivaltott csonter6zidk és a csontmetasztazisok koriili
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csontfelszivodas kialakuldsaban is. Ezek koziil a tovabbiakban az ovariektomia hatdsara
1étrejové  csontszerkezet-valtozdsokat (mint a postmenopauzalis oszteopordzis
allatmodelljét), illetve a PLCy2 ezen korfolyamatban betoltott szerepét vizsgaltuk.
Elozetes feltételezéseink alapjan azt vartuk, hogy a PLCy2” egerekben ovariektomia
hatdsara nem vagy csak csokkent mértékben alakul ki csontvesztés, tehat az
ovariektomizalt PLCyZ’/* allatokban a hasonldan kezelt vad tipusu egerekhez képest
még nagyobb mértéki kiilonbséget latunk, mint intakt egerekben.

Az ovariektomia (OVX) hatasanak vizsgalatara vad tipusu és PLCy2” néstény
egerek mindkét oldali ovariumat 8 hetes korban eltavolitottuk, majd tovabbi 6 hét
elteltével az allatokat ledltiik és megvizsgaltuk a disztalis femur és a proximalis tibia
trabekularis alloméanyanak a szerkezetét. Kontrollként olyan 4loperalt (Sham) allatokat
hasznaltunk, amelyekben a miitéti feltarast elvégeztiik, de nem tavolitottuk el az
ovariumokat.

A femur disztalis metafizisének mikro-CT vizsgalata (26. dbra) azt mutatta,
hogy vad tipusu egerekben az ovariektomia hatisara jelentds mértékben csokkent a
trabekularis csontallomany mennyisége €s az azt jellemzd relativ csonttérfogat (BV/TV)
érték. Ezt a csokkentést elsOsorban a csontgerendak szamdanak, nem pedig azok
vastagsaganak a csokkenése okozta (26. abra C panel). Varakozéasainkkal ellentétben
ugyanakkor ovariektomia hatdsara a PLCy2" egerek disztalis femurjaban is 1étrejott a
trabekularis csontallomany jelentés csokkenése, amit ezekben az egerekben is a
trabekulak szaméanak a csokkenése eredményezett. A két genotipussal kapott
eredmények Osszehasonlitdsa azt mutatta, hogy a létrejové csontlebontds (a BV/TV
érték csokkenése) mind abszolut értékben, mind ardnyaban lényegesen magasabb volt a
PLCy2" egerekben (a BV/TV 4,1 %-ponttal vald, vagyis 50%-os csokkenése), mint a
vad tipust egerekben (a BV/TV 1,6 %-ponttal vald, vagyis 36%-0s csokkenése). Ez a
kiilonbség a genotipus és a sebészi beavatkozas hatasdnak interakcidjat vizsgaldo Tukey
poszt-hok tesztben is szignifikansnak bizonyult (p = 0,009), vagyis a PLCy2"
egerekben szignifikdnsan nagyobb csontvesztés kovetkezett be, mint a vad tipusu
allatokban. A jelenséget 0sszességében legjobban talan az szemlélteti, hogy mig az
aloperalt vad tipusu ¢és PLCVZ’/* egerek BV/TV értéke kozott statisztikailag igen
jelentds kiilonbség mutatkozott (p = 0,00031; n =7 (VT) vs. 4 (PLCy27/7)), addig a két
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genotipus kozti kiilonbség ovariektomiat kovetden mar nem volt megfigyelhetd (p =

0,25;n=7 (VT) vs. 4 (PLCy2)).
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26. abra: Ovariektomizalt vad tipusu és PLCy2"‘egerek combcsontjainak micro-CT analizise.
A-B: 14 hetes vad tipusu (VT), illetve PLCy2™" ndstény egyedek combcsontjai disztalis metafizisének
egy jellemz6 szelete (A) illetve 3D rekonstrukcidja (B) 6 héttel ovariektomiat (OVX) illetve aloperaciét

(SHAM) kovetéen. C: Kvantitativ micro-CT analizis. BV/TV: relativ csonttémeg; ***: p<0.002; ****;
p<0.0004; n.s.: nem szignifikans.

A fenti, varakozasainkkal ellentétes megfigyelés megerdsitése céljabol a
kovetkezOkben hisztomorfometriai modszerrel is megvizsgaltuk a trabekularis
csontszerkezetet (27. abra). A tibia proximalis metafizisének vizsgdlata megerdsitette,
hogy az aloperalt PLCy2™~ egerekben a trabekulék szaménak a megnovekedése miatt a
vad tipust egereknél lényegesen magasabb relativ csonttérfogat (BV/TV) alakult ki.
Erdekes modon ez a modszer is megerdsitette azonban, hogy ovariektomia hatésara a
PLCy2™" egerek is képesek voltak érdemben csokkenteni a BV/TV értékét (27. abra A
panel), s6t a BV/TV csokkenése hisztomorfometriai modszerekkel is mind abszolut

értelemben, mind aranyadban magasabbnak bizonyult a PLCVZ*/* egerekben (a BV/TV
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9,9 %-ponttal valo, vagyis 38%-o0s csokkenése) mint a vad tipust allatokban (a BV/TV
4,3 %-ponttal vald, vagyis 24%-os csokkenése). A tovabbi statisztikai analizis itt is
kimutatta, hogy a genotipus statisztikailag szignifikdns mdodon befolyasolta a sebészi
beavatkozas hatasat (p = 0,013), vagyis a PLCy2™~ egerek csontbontéasa szignifikansan
nagyobb volt, mint a vad tipusu allatoké. Itt is elmondhatjuk tovabba, hogy mig az
aloperalt csoportban a vad tipusu ¢és PLCyZ*/* egereck BV/TV értékei kozott
statisztikailag szignifikans kiilonbség volt (p = 0,001; n = 3), ez a kiilonbség az

ovariektomian atesett egerekben mar nem volt megfigyelhetd (p = 0,24; n = 3).

n.s. n.s. n.s.
*k% *k%k © n.s.
A N Y = p—
30 W Sham W Sham '3 r- W Sham
o ovX O ovX g 8 O ovX
> 20 H i 8 =
.§ S i E E 60
o 4 ¥ = 40
2 20
]
0 2 0
VT PLCy2—/— VT PLCy2—/— = VT PLCy2—/—
% © n.s
B & E _ ns
£t § EA5 7 peeeedum W Sham
»E o E E O ovX
< = %
% % E % 10
0w O © O
® X b X
=t g £S5
o O o ©9
838 N 8
B < g <o
o VT PLCy2—/— VT PLCy2—/—
27. abra: Ovariumektomiat kovetoé hisztomorfometriai vizsgalat vad tipusu és PLCy2™
egerekben.

A: 14 hetes vad tipust (VT), illetve PLCy2™~ néstény egyedek tibiai proximalis metafizisének
kvantitatav csontgeranda-morfolégiai vizsgalata 6 héttel ovariektomiat (OVX) illetve aloperaciot
(SHAM) kovetéen. B: a csontgerendak felszinén talalhaté oszteoklasztok és oszteoblasztok
szamanak vizsgalata. BV/TV: relativ csonttdmeg; ***: p<0.002; ****; p< 0.0004; n.s.: nem
szignifikans.

A hisztomorfometriai elemzés soran megvizsgaltuk az egyes csontsejttipusok jelenlétét
is az egerek csontjaiban (27. abra B panel). Az intakt egerekhez (25. dbra) hasonldan azt
talaltuk, hogy az aloperalt egerekben a PLCy2"" mutacié szignifikansan csokkentette az
oszteoklasztok szamat az aloperalt vad tipusii egerekhez képest. Erdekes médon
azonban a petefészek-eltavolitas hatdsara az oszteoklasztok szdma mind a vad tipusu,

mind a PLCVZ*/* egerekben jelentésen megemelkedett, ezaltal az ovariektomizalt
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egerekben a két genotipus kozotti kiillonbség mar Iényegesen kisebbnek bizonyult. A
genotipus €s a sebészi beavatkozas hatasanak interakciojat vizsgalé Tukey poszt-hok
teszt azt mutatta, hogy a genotipus nem befolydsolta szignifikansan a sebészi
beavatkozas hatasat (p = 0,56), vagyis az oszteoklasztok szdmanak az emelkedése a
PLCy2 7 egerekben is a vad tipushoz hasonlé értékeket mutatott. Ez legalabbis részben
magyarazatot ad arra, hogy a PLCy2’/* allatokban nem csokkent az ovariektomia-
kivaltotta csontvesztés mértéke. Az oszteoblasztok szamdban ugyanakkor nem talaltunk
kiilonbséget egyik csoport kozott sem (27. dbra B panel), ami arra utal, hogy a
csontmennyiség kiilonbségeit valoszinileg nem az oszteoblasztok fejlodésének és

mukodésének az eltérése okozza.

6.2. p190RhoGAP-fehérjék vizsgalata oszteoklasztokban

Ertekezésem kovetkezd részében a pl90RhoGAP fehérjék oszteoklasztokban
betoltott szerepének vizsgalataval foglalkozom. Ezen kisérleteket tobb tényezd is
jelentdsen nehezitette. Egyrészt bar a p190-A fehérjét kodolo gént inaktivalo p190-A*/*
mutaciot a veliink egytittmiikodd Jeffrey Settleman amerikai munkacsoportja korabban
létrehozta, a labor témavaltdsa miatt a mutaciot nem publikaltdk és a mutaciot hordozéd
egértorzs a kihalds szélére keriilt. Emiatt nekiink kellett "megmenteni" a mutans torzset
és szamos alapvetd informacidt (pl. genotipizalasi protokollt) visszamendlegesen
kinyerni beldliik. Tovabbi nehézséget jelentett, hogy mind a p19O-A7/7, mind a p190-B~

" mutéci6 kés6i embrionalis letalitist eredményez, ezért az oszteoklasztokra kifejtett

crer

crer

kozott nem volt kovetkezetesen lathatd kiilonbség) a knockout magzatok gyors és

megbizhatd azonositdsdnak a modszerét.

6.2.1. A p190-A~" muticié altalanos jellemzése
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A pl90RhoGAP-fehérjék oszteoklasztokban betoltott szerepének azonositasa
céljabol tobbek kozott vizsgalni szerettiik volna a p190-A7/ ~ csontvel6i sejtekbdl in vitro
differencidltatott oszteoklasztok fejlodését és miikodését. Ezt azonban nagymértékben
megnehezitette, hogy kisérleteink kezdetén nem 4allt rendelkezésre olyan publikalt
egértorzs, melyben teljes mértékben inaktivaltdk a p190-A fehérjét kodoldo gént. A

veliink egylittmiik6d6 Jeffrey Settleman amerikai munkacsoportja kordbban létrehozott

crer

crer

kiindulépontjat [63]. A p190-A™™ mutacié vizsgalatakor kideriilt azonban, hogy egy
rejtett masik transzlacios kezddpontrdl a mutans allélrdl is kifejezddik és a teljes p190-
A-hoz hasonld6 mennyiségben jelen van a fehérje megrovidiilt formaja [63]. Ez a
mutacid tehat egy hipomorf allélt hozott 1étre, amely csak korlatozottan volt alkalmas a
p190-A biologiai szerepének a vizsgalatara. Jeffrey Settleman munkacsoportja ezért
létrehozott egy masodik pl90-A mutaciét, melyben mar ténylegesen teljesen
inaktivaltak a p190-A fehérjét kodolo gént (p190-A™ muticid). Az 1) mutacidt azonban
soha nem publikaltak és azt hordozé egértorzs kisérleteink kezdetén majdnem kipusztult
a Massachusetts General Hospital allathazaban.

Kisérleteink kezdetekor létre kellett hoznunk egy, a p190-A™ mutaciot hordozo
stabil koloniat. Ehhez a feltételezett p19O—A+/7 egereket C57BL/6 egerekkel paroztattuk,
és megprobaltuk azonositani az utédok kozétt a pl190-A™ hordozokat. A mutacio
1étrehozasanak moédjardl ekkor még nagyon bizonytalan informaciokkal rendelkeztiink
¢és lényegében csak azt tudtuk, hogy a p190-A-t kdédold gént a neomycin-rezisztenciat
eredményezd aminoglikozid foszfotranszferdzt kodold kazetta (Neo) inzercidjaval
inaktivaltdk. Ezért genotipizalasi protokollként bedllitottunk egy, a Neo kazetta
jelenlétét kimutato allél-specifikus PCR-reakciot. Ennek segitségével azonositani tudtuk
a Neo kazettat hordozo, tehat feltételezhetéen p190-A+/ ~ genotipusu utdédokat és igy mar
fenn tudtuk tartani a mutaciot. A Neo-specifikus PCR, mint a mutacié jelenlétét mutato
pozitiv kontroll, illetve a p190-A-t koédolod gén ismert genomialis szekvenciaja alapjan
korrigaltuk az amerikai partnerektdl kapott p190-A genotipizalasi protokollt, igy egy
masodik, a pl190-A~ mutaciora specifikus PCR-protokollt hoztunk Iétre (a Neo-t

kimutaté PCR reakcié minden Neo-t hordoz6 mutacidt kimutat, tehat nem specifikus a
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pl90-A~ mutaciora). A két genotipizalasi protokoll jellemzdit és az egyes

genotipusokndl varhaté eredményeket a 28. dbra mutatja.

Alkalmazott primerek

Primer neve Szekvencia (5’ — 3’)

p190-A* szenz ACA GCA AAG GAC AAG TAT GAG T
p190-A- szenz GAG TCG AAT CAA GCT GAT C
p190-A k6z0s antiszenz CCA TCA AGT CAA AGG GAA TC

Neo szenz GCA GCT GTG CTC GAC GTT GTC
Neo antiszenz CCA CCA TGA TAT TCG GCA AGC AGG

Alkalmazott PCR-reakciok

PCR neve 1. primer 2. primer T,‘fg;‘;fé‘ p ;ﬁ:lf,‘:iQ;::_ii?m:ﬂl;s&;\_,_
p190-A* | p190-A* szenz | P19C-AKOZoS | 409 by v v -
p190-A- | p190-A-szenz | P19CAKOZoS | 547 1, - v v

Neo Neo szenz ant'i\lsez%nz 364 bp - v v

28. abra: A p190-A-t kédol6 gén genotipizalasahoz hasznalt allél-specifikus PCR-
reakciok jellemzéi

A fenti két allél-specifikus PCR-reakcio segitségével sikeriilt stabilan és
kovetkezetesen azonositani a p190-A~ mutéaciot hordozé egereket. Egy ilyen kisérlet
eredményét mutatja a 29. dbra, melyen egy pl90-A"" x p190-A™" keresztezésbdl
szarmaz6 utdd-alom genotipizalasdnak az eredménye lathato. A kisérletben az utdédok
farok-mintaibol izolalt genomialis DNS-en a pl190-A~ allélre és a Neo kazettara
specifikus PCR-reakcidkat futtattunk. Jol lathatd, hogy varakozasainknak megfelelden a
p190-A~ és a Neo PCR ugyanazokban az egerekben mutatott reaktivitast. A mindkét
PCR-ben negativ reakciot adod egyedek vad tipusu (p190-A+/ ) genotipusuak voltak. A
p190-A -ra és és a Neo-ra pozitiv egyedekben jelen van a p190-A~ allél. Bar a p190-
A" x p190-A™" keresztezési séma miatt nem zarhatjuk ki, hogy ezek az egyedek p190-
A" genotipusiiak voltak, a pl90-A”"" muticio 4ltal feltételezhetden kivaltott
embrionalis letalitds (ld. alabb) miatt feltételeztiilk, hogy ezen egyedek mindegyike
p19O—A+/7 genotipusu volt. Ugyanezen megfontolasbdl (vagyis mivel nem vartunk olyan
egereket, amelyekben nincs benne a p190-A" allél) az é16 utoédokon rutinszeriien nem is

végeztiik el a p190-A" PCR-reakciot.
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Egér azonositészama

50 51 52 53 54 55 56 57 58

p190-A-

Neo

29. abra: p190-A*" x p190-A*" keresztezésbél szarmazé utédok genotipizalasa
A vizsgalatot a p190-A™ mutéciora és a Neo kazetta jelenlétére specifikus PCR-reakciokkal
végeztiik. Az utodok koziil az 51, 52 és 54 azonositdszamuak vad tipust (p190-A™"*)
genotipusuak, az 50, 53, 55, 56, 57 és 58 azonositoszamuak feltételezhetéen p190-A*"
genotipustak voltak (a p190-A~" egerek feltételezhetéen késdi embrionalis korban

elpusztulnak).

Ahogy korabban emlitettem, a p190-A-t kédold gén hipomorf mutécioja (p190-
AMPOYPOy L essi embrionalis letalitast okozott [63], ezért mi sem szamitottunk ra, hogy
az ennél stlyosabb genetikai kdrosodast (a pl190-A teljes hidnyat) okozo p19O—A7/7
mutacidot hordozo egerek életképesek. A kérdés ellendrzésére ennek ellenére a
genotipizalasi protokoll bedllitdisa utdn elvégeztink egy korlatozott elemszamu
vizsgalatot, melyben p190-A+/* X p190-A+/* keresztezésbol szarmazod egerekben
vizsgaltuk mind a p190-A", mind a p190-A~ allél jelenlétét. 68 utdd 1 hetes korban vald
genotipizalasa soran a mendeli 6roklddési szabalyok szerint varhato kb. 17-tel szemben
egyetlen pl90-A”" utédot sem talaltunk. Ez megerSsitette azon eredeti
feltételezéslinket, hogy a p190-A*/* egerek ¢életképtelenek. Ennek megfelelden a
tovabbiakban nem is torekedtiink €16 p19O—A7/ " allatok l1étrehozasara.

A p190-A" mutécioval ellentétben a p190-B™ mutacidt mar kordbban publikaltak
¢€s a genotipizalas maddja is megfeleléen dokumentélva volt [65]. Ebben az esetben ezért
a publikalt genotipizalasi protokollt alkalmaztuk a mutaci6 fenntartasara.

Mivel mind a p190-A’/*, mind a p190-B’/* mutacional késdi embrionalis
letalitdst vartunk, mindkét muticiét heterozigdta formdban tartottuk fent. Ehhez
rutinszeriien heterozigdta x C57BL/6, esetenként heterozigdta x heterozigota paroztatast

alkalmaztunk.
6.2.2. p190-A~"" és p190-B™" csontvelé-kimérak létrehozasa

A pl190-A™" és a p190-B™ egerek feltételezett késéi embrionalis letalitasa miatt

nem volt lehetéség az egyes knockout egerek csontveldi sejtjeinek kinyerésére és in
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vitro tenyésztésére. Ezért ugy dontottiink, hogy iddzitett terhességbdl szarmazd
magzatokbol a kivant genotipussal rendelkezé magzati majsejteket nyeriink és ezeket
(mint magzati korban a hemopoetikus sejtek f6 forrasat) letalisan besugarazott
recipiensekbe transzplantalva a kivant genotipusti hemopoetikus rendszerrel rendelkezd
csontvelo-kimérakat hozunk 1étre (30. abra). A 14. abran bemutatotthoz hasonldéan
ebben az esetben is ugy valasztottuk meg a recipiens egereket, hogy azok a donortol
eltérd (Ly5.1) sejtfelszini leukocita-antigént hordozzanak, ami a tovabbiakban lehetdvé

tette a donor és recipiens sejtek elkiilonitését.

Donor Y N Recipiens
(Ly5.2) (Ly5.1)

.

Majseijt- oL Y Letél’lis )
szuszpenzio ©° & | Dbesugarzas
° Csontvel6-
kiméra

A magzati majsejtek l1étrehozasahoz heterozigota egyedeket paroztattunk (p190-

A" xpl190-A"" vagy pl190-B”" x p190-B"" péroztatss), az idézitett terhesség
harmadik trimeszterében (a 15-18.

napon) a magzatokat eltavolitottuk, és X
azok majabol majsejt-szuszpenziot / l\

hoztunk 1étre. A magzatok

genotipusdnak  megéllapitdsa  utdn
kivalasztott ~ megfeleld6  knockout ‘ ‘

(p190-A™" vagy p190-B™") magzatok

majsejtjeit hasznaltuk fel donorként

Vad tipusu donor Knockout donor

knockout csontveld-kimérak

létrehozasa  céljabol  (31.  abra). 31. abra: Vad tipust és knockout donor
magzatok létrehozasa és felhasznalasa

Kontrollként ugyanolyan szamii nem-
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knockout (vad tipusu vagy heterozigdta) magzat majsejtjeit hasznaltuk fel donorként
kontroll csontveldi kimérak létrehozasara (31. 4bra). A tovabbiakban nem tettiink
kiilonbséget a vad tipusu és a heterozigota kontroll donorok, illetve az azok segitségével
1étrehozott kimérak kozott (a tovabbiakban mindegyiket vad tipustiként fogom jeldlni).
A transzplantacid soran egy magzati maj sejtjeit atlagosan 5-8 recipiensbe injektaltuk.

A fenti megkozelités soran komoly nehézséget okozott a kapott magzatok koziil
a knockout (p19O—A7/7 vagy p190—B7/7) magzatok azonositdsa, kiilonosen mivel a
transzplantacidra és azt megel6z6en a donor magzatok kivalasztasara minddssze néhany
ora allt rendelkezésre. A knockout magzatok azonositdsara elvileg harom lehetdség
lenne: 1) lathatd vagy mas modon kimutathatd fenotipus alapjan vald azonosités; 2)
genomidlis DNS-bdl vald genotipizéalas (pl. allél-specifikus PCR reakcidval); illetve 3)
az adott fehérjék fehérje-szinten torténd kimutatasa. Bar a pl190-A™ magzatokban (a
p190-AMPOMPemagzatokhoz  [63] hasonléan) gyakran megfigyeltink  lathato
idegrendszeri fejlodési zavart [77], ez nem volt annyira kovetkezetes, hogy erre
alapozhattuk volna a pl90-A” magzatok azonositdsat (a genotipus idénkénti
megerSsitésében viszont komoly segitségiil szolgalt). Hasonloképpen a pl190-B7
magzatokban is leirtak egy fejlodési zavart, ami miatt a magzatok a vad tipusu
kontrolloknal kisebbek voltak [65], de ez sem bizonyult annyira kovetkezetesnek, hogy
erre alapozzuk a transzplantaciora keriild p190-B”~ magzatok kivélasztasat. Bar a PCR-
alapu genotipizalas jarhaté utnak tint, a PCR soran torténd sokszoros jelerdsités miatt
felmertilt a lehetdsége az esetleges alpozitiv vagy alnegativ iranyba mutat6 eltérések
feler6sodésének, aminek a korrekcidjara (4 DNS-minta tisztitasara és futtatasara) a
transzplantacié el6tt mar nem maradt volna id6, illetve ez a verzid6 mas labortagok
idobeosztasat is nagymértékben korlatozta volna. Osszességében ezért a harmadik
verzid, az adott fehérje kimutatasa tlint a legjarhatobb megoldasnak, kiilonosen mivel
mindkét p190RhoGAP-izoforma ellen rendelkeztiink nagyon érzékeny és specifikus
monoklonalis ellenanyagokkal és irodalmi adatok és sajat eredményeink is azt mutattak,
hogy mindkét fehérje nagy mennyiségben expresszalodik a magzatok agydban. Bar
tovabbi nehézséget jelentett, hogy egy szokasos Western Blot egy teljes napot is
igényelhet, ezt sikerlilt az egyes lépések "felporgetésével" 4-5 orara lecsokkenteni.
Ilymodon végiil a kiilonb6zé p190RhoGAP fehérjéket a magzatok agylizatumabol

"hiperakut" Western Blot moddszerrel mutattuk ki, ami lehetdvé tette a knockout
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magzatok azonositasat. Egy-egy ilyen procedura eredményét mutatja a 32. abra, melyen
jol lathatd, hogy teljesen egyértelmiien el lehetett kiiloniteni az adott fehérjét
expresszaldo és azt nem expresszald mintdkat. A tovdbbiakban a nem-expresszalo
mintdkkal azonos eredeti ma4jsejteket haszndltuk knockout donorként, kontroll
donorokat pedig a fennmaradé magzatok koziil valasztottunk. Ezzel a megkdzelitéssel
kapcsolatban hangsulyozni szeretném, hogy mivel csak a fehérjék jelenlétét vizsgaltuk,
a kontroll donorok kozott nem tudtunk biztosan kiilonbséget tenni a homozigdta vad
tipusu és a heterozigdta egyedek kozott (bar a fehérje-expresszid kiilonbségei gyakran
nagy valdsziniséggel ezt is lehetdvé tették). Ilymodon a kontroll (tovabbiakban vad
tipusu) kimérakban kozel véletlenszertien egy vagy két példanyban volt jelen az adott

fehérjét kifejezd allél.

p190-A*- x p190-A*- keresztezés
= magzati agylizatumok

1 2 3 4 5 6 7
- s $190-A WB

p190-B*- x p190-B*- keresztezés
= magzati agylizatumok

1 2 3 4 5
T ——s P190-B WB

32. abra: A p190-A™" és a p190-B™ magzatok azonositasa magzati agylizatumbol
A megadott keresztezésekbdl szarmazé magzatok agylizatumabdl a megadott fehérjére
specifikus antitestekkel végeztiink Western Blot (WB) vizsgalatot

A fentieken tul a transzplantacid sikerességét a transzplantaciot kovetd 4-6.
héten a periférias vérben keringd neutrofilek Ly5.2-festddésének vizsgalataval, aramlasi
citometrias modszerrel is ellendriztiik a 15. abran bemutatott modon. A kisérletekhez
hasznalt kimérdkban a keringd neutrofilek >95%-a (4ltaldban >98%-a) donor-
eredetlinek bizonyult, ami arra utalt, hogy sikeresen lecseréltiik a recipiens egerek teljes

hemopoetikus rendszerét.
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6.2.3. p190RhoGAP-fehérjék jelenlétének vizsgalata makrofagokban

Kovetkez6 kisérleteinkben VT p190-A+ VT p190-B--

igazolni szerettik volna a pl190-A ¢és
e p190-AWB NS S—

p190-B fehérjék kifejezddését mieloid-
eredetli  sejtekben. Ennek €rdek€ben | s s 1905 WE  SeG—_:
immunoblot modszerrel megvizsgaltuk a

két fehérje jelenlétét vad tipust, p190-A~ 33. abra: p190-A és p190-B jelenléte

makrofagokban
= &g p190-B7/7 kimérak csontveldi A.me’g’;a.dotltgenotl’p’usu kimérak c§ontveI§i
sejtjeibdl in vitro tenyésztett makrofagok teljes-
sejtjeibdl  in  vitro  differencialtatott sejt-lizatumain a megadott fehérje elleni
) ] ) antitesttel végeztiink Western Blot (WB)
makrofag-sejtekben. Amint azt a 33. vizsgalatot

abra mutatja, vad tipusu sejtekben mind a p190-A mind a p190-B immunoblot erds
reaktivitast mutatott. Varakozéasainknak megfeleléen a p190-A~ sejtekben hianyzott a
pl190-A immunreakcid, mig p190-B’/* sejtekben a pl90-B fehérje nem volt
megfigyelhetd. Ez a kisérlet egyrészt azt mutatta, hogy makrofagokban mind a p190-A,
mind a pl90-B jelen van, egyben igazolta az alkalmazott immunoblot technika
specificitasat és a hasznalt magzati majsejt-transzplantacié alkalmassagat p190-A- és

p190-B-hidnyos mieloid sejtek 1étrehozasara.

6.2.4. A p190RhoGAP-fehérjék szerepének vizsgalata oszteoklasztokban

Ezen utols6, még nem publikalt kisérleteinkben arra voltunk kivancsiak, hogy
hogyan befolyésolja a p190-A vagy a p190-B genetikai hidnya az oszteoklasztok in
vitro fejlédését és mitkodését. Ennek érdekében vad tipusu, p190-A™ és pl190-B7
kimérdk csontvel6i sejtjeit M-CSF és RANKL citokinek jelenlétében a korabban
bemutatott médon in vitro differencialtattuk és vizsgaltuk a keletkezo tenyészetekben a
TRAP-pozitiv sokmagva sejtek (oszteoklasztok) megjelenését, illetve mesterséges
hidroxiapatit-felszinen vizsgaltuk a tenyészetek in vitro reszorpcios képességét.

A pl90-A vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a vad tipusa és pl190-A~"
tenyészetekben egyarant kialakultak sokmagvia TRAP-pozitiv sejtek és ezek szdma és
megoszldsa nem mutatott érdemi kiilonbséget a két genotipus kozott (34. abra). A

tenyészetek in vitro reszorpcios képességének vizsgalata szintén azt mutatta, hogy nincs
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jelentds kiilonbség a kétféle genotipust oszteoklasztok funkciondlis kapacitdsa kozott
(34. éabra). A pl90-A tehat onmagdban nem jatszik elengedhetetlen szerepet az

oszteoklasztok in vitro kialakulasaban és azok funkcidjaban.
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34. abra: A p190-A szerepének vizsgalata oszteoklaszt-tenyészetben
Vad tipust (VT) és p190-A™~ kimérak csontvelsi sejtjeib8l 50 ng/ml M-CSF és 50 ng/ml
RANKL jelenlétében in vitro oszteoklasztokat tenyésztettiink. Vizsgaltuk a szévetkultura-
felszinen tenyésztett sejtek TRAP-festés utani morfologiajat (felll), illetve a mesterséges
hidroxiapatit-felszin lebontasat (alul)

Ugyanezeket a kisérleteket elvégeztik p190-B™~ oszteoklaszt-tenyészeteken is.
Amint az a 35. abran lathato, a p190-B hianyaban is a vad tipusuhoz hasonlé mértékben
jottek 1étre oszteoklasztok M-CSF és RANKL hatésara, és ezek az oszteoklaszt-
tenyészetek a vad tipushoz hasonlé mértékben bontottak le a mesterséges hidoxiapatit
felszint. Onmagéban tehat a p190-B sem elengedhetetlen az oszteoklasztok M-CSF és
RANKL hatasara vald létrejottéhez és az oszteoklasztok in vitro reszorpcios

mukodéséhez.
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35. abra: A p190-B szerepének vizsgalata oszteoklaszt-tenyészetben
A 34. abran bemutatott modszerekkel vizsgaltuk a vad tipusu (VT) és p190-B"‘oszteokIaszt-

lebontasat (alul).
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7. Megbeszélés

PhD-munkam sordn kiilonb6zé fehérjék szerepét vizsgéaltam az oszteoklasztok
fejlodésében, miikodésében ¢€s intracellularis jelatvitelében, illetve a nyugalmi
(egészséges) ¢s koros csontanyagcserében. Munkdm kozéppontjdban a PLCy2
foszfolipaz és a pl90RhoGAP fehérjecsalad szerepe allt. Irodalmi adatok mindkét
esetben felvetették, hogy ezen fehérjék komoly szerepet jatszhatnak az oszteoklasztok
jelatvitelében ¢és a csontanyagcsere folyamataiban, konkrét eredmények azonban
munkam kezdetén egyik esetben sem alltak rendelkezésre. A PLCy2 esetében sajat
eredményeink megerdsitették a fehérje fontos szerepét az oszteoklasztok jelatvitelében
¢s a nyugalmi (bazalis) csontanyagcserében, de meglepetésiinkre nem tdmasztottak aléa a
fehérje szerepét az ovariektomia-kivaltotta csontvesztés (a posztmenopauzalis
oszteopordzis allatmodellje) 1étrejottében. A pl 90RhoGAP-fehérjék p190-A és p190-B
izoformdjaval kapcsolatos eddigi eredményeink ezzel szemben arra utalnak, hogy
onmagaban egyik izoforma sem elengedhetetlen az oszteoklasztok in vitro fejlédéséhez
¢s mikodéséhez. A kovetkezokben a munkdm fokuszdban 4ll6 molekulakkal

kapcsolatos eredményeket kiilon targyalom.
7.1.1. A PLCy2-vel kapcsolatos eredmények megbeszélése

A PLCy2-vel kapcsolatos in vitro kisérleteinket Osszefoglalva elmondhatjuk,
hogy a PLCy2 elengedhetetlen az oszteoklasztok csontveldi sejtekbél M-CSF és
valosziniileg ennek kovetkezményeként— az oszteoklasztok in vitro reszorpcios
aktivitadsahoz (19. abra). A PLCy2 hidnya nem okozza a mieloid sejtek altalanos
fejlodési zavarat (20. abra) és nem befolyasolja az osteoklaszt-specifikus génexpressziot
(21. abra). A PLCy2 foszforilaciojat a sejtek adhézidja (nem pedig az M-CSF vagy
RANKL citokinek altali stimulacid) eredményezi (22. dbra), és ehhez a folyamathoz
sziikségesek az Src-tipusu tirozin-kindzok (23. 4bra). Az eredményeink alapjan

felallitott oszteoklaszt-jelatviteli modellt a 36. adbra mutatja.
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Oszteoklaszt-fejl6dés
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36. abra: A PLCy2 feltételezett szerepe oszteoklasztokban

A PLCy2 szerepével kapcsolatos in vivo eredmények azt mutattdk, hogy a
PLCy2 hianyaban megndvekszik az intakt egerek trabekularis csontdlloméanyanak
mennyisége (24-25. abra), ami feltételezhetden a csokkent in vivo oszteoklaszt-szamnak
(25. abra) koszonhetd. Sebészi ovariektomiara azonban a PLCy2-hianyos egerek a vad
tipustiaknal nagyobb mértékii csontlebontassal valaszolnak, ezért ovariektomiat
kovetéen a két genotipus kozotti csontallomdny-kiilonbség eltlinik (26-27. ébra).
Utobbira feltételezhetben az ad magyarazatot, hogy az oszteoklasztok szama
ovariektomia hatasara PLCy2 hianyaban is jelentésen megemelkedik (27. 4bra).

A PLCy2 in vitro szerepére és a nyugalmi csontanyagcserére vonatkozo
eredményeinket toliink fliggetleniil két masik munkacsoport is publikalta [81, 82]. Bar a
két masik munkacsoport eredményei korabban (2006-ban, ill. 2008-ban) jelentek meg,
azonban sajat kisérleteinket elsésorban sajat munkacsoportunk [38] és egy japan
munkacsoport [37] egy a PLCy2-td] feltételezetten proximalis jelpalya azonositasara
vonatkoz6, 2004-ben lényegében egyidében publikdlt eredményei, valamint
munkacsoportunknak a PLCy2 neutrofilekben betoltott szerepére vonatkozo, 2007-ben
mar absztrakt forméaban [83], véglegesen pedig 2009-ben [60] publikalt eredményei
ihlették. Nyugodtan allithatjuk tehat, hogy sajat kisérleteink a masik két munkacsoport
eredményeitél fiiggetlentil kezdddtek. Ezt tamasztja ala, hogy a PLCy2
oszteoklasztokban betoltott szerepével kapcsolatos eredményeinket absztrakt formaban
mar 2007-ben publikéltuk [84]. Ezen eredményeink késdi formalis publikdlasanak oka
éppen a két masik pulikacid megjelenése volt, ami arra késztetett minket, hogy a
témaval kapcsolatos tovabbi, 0j aspektusokat vizsgdld (pl. a PLCy2 oszteopordzis-

modellben betdltott szerepére vonatkozo) kisérleteket is végezziink.
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A kiilonb6zé6  munkacsoportoknak a  PLCy2  oszteoklasztokban  ¢és
csontanyagcserében betoltdtt szerepére vonatkozod eredményeit Osszevetve a
hasonlosagok mellett érdekes kiilonbségekre is fény deriil. A PLCy2™ tenyészetekben
megfigyelhetd oszteoklaszt-fejlodési ¢és funkciondlis rendellenességet Mao és
munkatarsai [81] valamint Chen és munkatarsai [82] is a PLCy2-nek az oszteoklaszt-
specifikus gének expresszidjdnak szabalyozasdban betoltott szerepével magyaraztik.
Sajat, a masik két munkacsoport kisérleteinél [81, 82] sokkal részletesebb vizsgéalataink
(21. abra) ezzel szemben azt mutattdk, hogy az oszteoklaszt-specifikus gének
expresszidja PLCy2”" sejtekben is lényegében normalis kinetikaval zajlik. Ezzel
egybecseng az a megfigyelésiink, hogy PLCVZ’/* tenyészetekben is megfigyelheté a
mononukleéris sejtek TRAP-pozitivitdsa (17. abra) ami szintén az oszteoklaszt-
specifikus génexpresszid létrejottére utal. Sajat részletes, 7 kiilonbozd génre kiterjedd
vizsgalatainkban a vizsgalt gének expresszidjanak valtozasa jol kovethetd kinetikat irt le
¢s ez a valtozds nem jott 1étre parhuzamosan vizsgalt makrofag-tenyészetekben (21.
abra). Nem valoszinli tehat, hogy eredményeinket technikai problémak (pl. nem
oszteoklaszt-specifikus alpozitiv génexpresszios valasz) eredményezte volna. Bar a sajat
eredményeink és a masik két munkacsoport eredményei kozotti kiillonbség okat jelenleg
nem tudjuk, sajat, 1ényegesen részletesebb vizsgalataink arra utalnak, hogy a PLCy2
hidnya nem (vagy nem elsddlegesen) az oszteoklaszt-specifikus gének expresszidjanak
zavaran keresztiil fejti ki hatasat.

Tovabbi kérdéseink koz¢é tartozott, hogy a PLCy2 az oszteoklaszt-jelatvitel soran
milyen koriilmények kozott képes aktivalodni. Mao €s munkatéarsai [81] és Chen ¢€s
munkatarsai [82] kordbbi munkdikban arrél szdmoltak be, hogy a fehérje RANKL
hatdsara aktivalodik. Ebbol arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a PLCy2
feltételezhetden egy RANKL altal kozvetitett jelatviteli folyamatban vesz részt. Mivel
azonban mindkét munkacsoport adherens makrofagokon vizsgalta a PLCy2 aktivaciojat,
nem zarhato ki, hogy a PLCy2 nem a RANKL, hanem a sejtek letapadaséhoz sziikséges
sejtadhézio jelpalydjaban vesz részt. Sajat kisérleteinkben ezt az értelmezési nehézséget
ugy hidaltuk at, hogy az M-CSF ¢és a RANKL altali stimuldsat szuszpenzidban végeztiik
(22. ébra). Ilyen koriilmények kézott sem az M-CSF, sem a RANKL nem hozta Iétre a
PLCy2 aktivacigjat, mikdzben a rajuk jellemzod jelpalyak (ERK, p38 MAPK, IkBa)
aktivalodasa létrejott. A sejtek letapadasa ugyanakkor jol lathatdo PLCy2-foszforilaciot
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eredményezett (22. abra), ami arra utalt, hogy a PLCy2 aktivacioja elsésorban a
sejtadhézio hatasara jon létre (36. abra). Ez a megfigyelés 6sszhangban lenne a PLCy2-
alapjan betoltott szerepével, illetve a PLCy2-nek a preoszteoklasztok integrin-
jelatvitelét modositd hatasaval [85].

A PLCy2-nek az oszteoklasztok fejlodésében ¢s miikodésében valo szerepét az
in vitro kisérletek (17-19. 4bra) mellett az intakt egerek micro-CT (24. 4bra) és
hisztomorfometriai (25. 4bra) vizsgalata is megerdsitette. Osszességében tehdt
elmondhatjuk, hogy a PLCy2 mind in vitro, mind in vivo koriilmények kozott fontos
szerepet tolt be az oszteoklasztok fejlodésében és ezaltal az oszteoklaszt-fiiggd
csontlebontés folyamataban.

Az oszteoklaszt-tenyészeteken kapott in vitro eredmények és az intakt egereken
végzett micro-CT vizsgalatok alapjan feltételeztiik, hogy a PLCy2-nek a koros
csontbontasban is jelentds szerepe van. Ez az extrapoldcid tovabbi eredményeink
alapjan azonban tévesnek bizonyult. A PLCy2 ' egerek ugyanis ovariektomia hatasara a
vad tipusu egerekkel osszevethetd, sot annal fokozottabb csontbontast mutattak (26-27.
abra), melynek eredményeként a vad tipusa és a PLCy2” egerek kozott intakt
allatokban megfigyelhetd csontallomany-kiilonbség a petefészkek eltavolitasat kvetden
lényegében megsziint. Ez arra utal, hogy a petefészek eltavolitdsat kdvetd Gsztrogén-
hiany hatasara kialakul6 fokozott csontbontas a PLCy2-t6] fliggetlen mddon jon létre, az
oszteoklasztok szamanak ovariektomia hatasira PLCy2” allatokban megfigyelt
emelkedése pedig azt mutatja, hogy a PLCy2-fliggetlen jelpalya PLCyZ’/* allatokban is
képes fokozni az oszteoklasztok fejlodését. Mivel az 6sztrogén-hidny hatésara 1étrejovo

csontbontashoz nem sziikséges a PLCy2, a fehérje nem tekinthetd a posztmenopauzalis

cpey

7.1.2. A p190RhoGAP fehérjékkel kapcsolatos eredmények megheszélése

Munkank kezdetén szamos irodalmi adat utalt arra, hogy a pl90RhoGAP
fehérjéknek szerepe lehet az oszteoklasztok jelatvitelében. A p190-A tobb sejttipusban
is részt vesz az integrinek jelatvitelében [77], mikdzben az oszteoklasztok fejlddéséhez

¢s milkddéséhez is elengedhetetlen a Ps-integrinek miikodése [22]. A pl90-A az
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idegrendszerben az Src-kindzok f6 szubsztratja [64] mikdzben az Src”” egerek stlyos
oszteopetrdzisban szenvednek [71], melynek elsddleges oka feltételezhetéen az
oszteoklasztok kérosodasa [86, 87]. A pl190-A a Rho fehérjecsalad szabalyozasan
keresztiil fontos szerepet jatszik szamos citoszkeletalis funkcié szabalyozasaban,
mikozben az oszteoklasztok fejlédéséhez ¢és milkddéséhez szintén folyamatos és
szabalyozott citoszkeleton-atrendezddésre van sziikség [75], mely feltételezhetéen
szintén a Rho-fehérjecsalad kozremiikodésével valosul meg. Sajat munkacsoportunk
[77] és mas kutatok [61, 72-75] kordbbi eredményei azt is kimutattdk, hogy a
p190RhoGAP-fehérjék jelen vannak mieloid eredetii sejtekben is. Mindezen
eredmények a pl90RhoGAP fehérjék oszteoklasztokban betoltott szerepének a
vizsgalatara 0sztondztek benniinket.

Bar Jeffrey Settleman munkacsoportja kordbban mar létrehozta a pl190-A~
mutacidt hordozo egereket, a munkacsoport témavaltasa miatt azokat nem publikaltak
¢és a torzs a kihalas szélére keriilt a bostoni Massachusetts General Hospital
allathazaban. Rdadasul csak minimalis informécio 4allt rendelkezésre a mutéacio
létrehozasaval és az azt hordozd egerek azonositidsdval kapcsolatban. A p190-A+/_
egerek Budapestre szallitdsa utan ezért az elsé feladat a mutaciot hordozd egerek
megbizhatd azonositasara alkalmas allél-specifikus PCR-reakcio bedllitasa volt. Ezt a
neomicin-rezisztenciat koédold Neo kazettat kierdsitd primer-parral el is értilk, majd
ennek segitségével sikeriilt korrigalnunk az amerikai partnertl kapott genotipizalasi
protokollt is (28-29. abra), ami megteremtette az alapjat a p190-A~ mutacié stabil
fenntartasanak.

A pl90RhoGAP fehérjék oszteoklasztokban betoltott szerepének vizsgalatat
tovabb nehezitette a p190-A~" [77] és p190-B™ [65] egerek perinatalis letalitasa. Ezt a
31. éabra) oldottuk meg, amihez a knockout magzatokat egy gyors ¢és megbizhato
Western blot alapii moddszer segitségével azonositottuk (32. abra). Az ilymoddon
1étrehozott p190-A™" és p190-B™~ csontveldi kimérak hemopoetikus sejtjeib8l in vitro
tenyésztett makrofagokbol ténylegesen hianyzott a megfelelé fehérje (33. abra), ami
igazolta az Osszességében elég bonyolult magzati-maj-transzplantaciés megkdzelités

hatékonysagat.
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A fent leirt modon létrehozott p190-A*/* és p190-B*/* kimérak csontveldi
sejtjeibdl in vitro tenyésztett oszteoklasztok vizsgalata kimutatta, hogy 6nmagaban sem
a p190-A (34. dbra), sem a p190-B (35. abra) nem elengedhetetlen az oszteoklasztok
fejlédéséhez és in vitro reszorpcids képességéhez. Ezen eredményeink egybecsengtek
munkacsoportunk azon megfigyelésével, hogy a f,-integrinek jelatvitele nem karosodott
p190-A*/ ~neutrofilekben (a p190-B-vel kapcsolatban egyeldre nincs hasonl6 publikécio,
bar munkacsoportunk eldzetes kisérletei arra utalnak, hogy ez a fehérje sem
elengedhetetlen a neutrofilek miikodéséhez).

Bar a fenti eredmények arra utalnak, hogy sem a p190-A, sem a p190-B nem tolt
be jelentdés nem-redundans funkciot oszteoklasztokban, kisérleteink nem zarjak ki a
pl90RhoGAP-fehérjék szerepét az oszteoklasztok jelatvitelében. Egyrészt ugyanis
jelenleg nem tudjuk kizarni, hogy a két fehérje valamelyike szerepet jatszik valamilyen
olyan oszteoklaszt-funkcidban, amit a jelen projekt keretében még nem vizsgaltunk. A
p190-A*/* és p190-B’/* egerek letalitdsa miatt azt sem tudtuk vizsgalni, hogy a két
fehérje szerepet jatszik-e az in vivo csontanyagcserében. Az is elképzelhetd tovabba,
hogy a két fehérje egymast atfedd funkcioval rendelkezik, és jelentds oszteoklaszt-
fejlédési vagy -milkodési zavar csak a két fehérje egyiittes kiiitése utan (p190-A~ p190-
B kettds knockout sejtekben) jon létre. Ezen kérdésekre munkacsoportunk a jovében

probalja megtalalni a vélaszt.
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8. Kovetkeztetések

PhD dolgozatomban a PLCy2, pl190-A ¢és pl90-B fehérjék oszteoklasztok
jelatvitelében  betoltott szerepével ¢€és a  PLCy2-hidnyos egerek in  vivo
csontanyagcseréjének vizsgalataval kapcsolatos eredményeimet ismertettem. Munkdm
eredményeibdl az alabbi kovetkeztetések vonhatok le:

1) A PLCy2 fehérje elengedhetetlen az oszteoklasztok in vitro fejlédéséhez és az
oszteoklasztok altal kdzvetitett in vitro reszorpcios tevékenységhez.

2) A PLCy2 nem sziikséges az oszteoklaszt-specifikus gének expressziojdhoz.

3) A PLCy2 a sejtadhézid, nem pedig az M-CSF vagy RANKL citokinek
hatédsara aktivalodik.

4) A PLCy2 sziikséges a nyugalmi (bazalis) csontbontas folyamatahoz.

5) A PLCy2 nem sziikséges az ovariektomia-kivaltotta csontlebontashoz.

6) A bazalis és ovarietomia-indukalt csontlebontds kiilonb6zé folyamatokon
keresztiil jon 1étre.
oszteoklasztok tenyésztése és vizsgalata.

8) Onmagiban sem a pl90-A, sem a pl90-B nem elengedhetetlen az

rrrrrr
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9. Osszefoglalas

Az oszteoklasztok sokmagvu oriassejtek, melyek hemopoetikus dssejtekbdl M-
CSF ¢és RANKL citokinek hatasara, adherens koriilmények kozott alakulnak ki. Az
oszteoklasztok egyediiliként képesek a csontszovet lebontasara és ezaltal részt vesznek
mind a nyugalmi csontanyagcsere, mind a koros csontlebontas folyamataban.

Kisérleteinkben génhidanyos egerek segitségével vizsgaltuk a PLCy2 foszfolipaz
¢s a pl90RhoGAP-izoformak szerepét az oszteoklasztok in vitro fejlddésében és
miikodésében, valamint az in vivo csontanyagcserében nyugalmi koriilmények kozott és
a posztmenopauzalis oszteoporozist modellezd sebészi ovariektomiat kovetden.

PLCy2-vel kapcsolatos in vitro kisérleteinkben kimutattuk, hogy a PLCy2
hianyéaban jelentdsen karosodik az oszteoklasztoknak az egerek csontveldi sejtjeibol M-
tenyészetek in vitro reszorpcids képessége. A jelenség magyarazatanak vizsgalata soran
kimutattuk, hogy a PLCy2 sem a mieloid sejtek altalanos fejlddéséhez, sem az
oszteoklaszt-specifikus gének expresszidjdhoz nem sziikséges. Kimutattuk tovabba,
hogy a PLCy2 a sejtek adhézidja, nem pedig az M-CSF vagy a RANKL hataséara
aktivalodik €és hogy ehhez az aktivacidhoz sziikségesek az Src-tipust tirozin-kindzok.

A PLCy2-vel kapcsolatos in vivo kisérletekben kimutattuk, hogy PLCy2™"~
allatokban megnd a trabekularis csontallomany mennyisége, ami az oszteoklasztok
szamanak csokkenésével magyarazhat6. Ugyanakkor azt talaltuk, hogy ovariektomia
hatasara a PLCyZ*/ ~ allatokban a vad tipusu egerekkel 6sszemérhetd, sét annal nagyobb
mértékil csontlebontas jott 1étre. A PLCy2 tehat részt vesz a nyugalmi koriilmények
kozott torténd csontlebontasban, de nem sziikséges az Osztrogén-hidny altal kivaltott
csontvesztéshez.

A p190RhoGAP-fehérjéknek két izoforméja (p190-A és p190-B) van, melyek
barmelyikének hidnya kés6i embriondlis letalitdst eredményez. A pl90RhoGAP-
izoformdk vizsgalata sordn ezért el0szor bedllittottunk egy magzati majsejtek
mutaciot hordozé hemopoetikus eredetli sejtek vizsgalatat. Ezzel a megkdzelitéssel
kimutattuk, hogy sem a p190-A, sem a p190-B nem sziikséges az oszteoklasztok in vitro

differencidlodasahoz és az oszteoklasztok in vitro reszorpcios tevékenységéhez.
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10. Summary

Osteoclasts are multinucleated phagocyte cells that are formed from
haematopoietic stem cells. Development of mature osteoclasts is directed by M-CSF
and RANKL cytokines and adhesive signals. Previous studies suggested that PLCy2 and
p190RhoGAP proteins may have a role in osteoclastogenesis which was tested by using
mice genetically deficient of PLCy2 and pl 90RhoGAP isoforms.

During our experiments, bone marrow cells lacking PLCy2, p190-A or p190-B
were cultured under osteoclastogenic conditions and the development and resorptive
function of osteoclasts was tested. We also tested the role of PLCy2 in basal and
ovariectomy-induced bone resorption by micro-CT and histomorphometric analyses of
the trabecular architecture of long bone metaphyses. Postmenopausal osteoporosis was
modeled by surgical ovariectomy.

In vitro cultures of PLCy2”" bone marrow cells revealed that PLCy2 was
required for the development of multinucleated osteoclasts and for the resorption of
artificial bone surface. PLCy2 was activated upon adhesion of the cells but not by
stimulation with M-CSF or RANKL in suspension. PLCy2 was phosphorylated in a Src-
family-dependent manner upon adhesion but not upon stimulation by M-CSF or
RANKL. These results indicate that PLCy2 plays a critical role in the development and
function of osteoclasts and PLCy2 likely participates in adhesion-receptor signaling.

PLCny/f mice had significantly higher trabecular bone mass under basal
conditions than wild type mice. Surprisingly, ovariectomy-induced bone resorption in
PLCy2”" mice was similar to, or even more robust than, that in wild type animals.
Taken together, PLCy2 is required for bone resorption under basal conditions but it does
not play a major role in ovariectomy-induced bone loss. These results suggest that basal
and estrogen deficiency-induced bone resorption utilizes different signaling pathways.

Using bone marrow cells lacking the pl190-A or the pl90-B isoform of
p190RhoGAPs, we were able to show that neither isoform alone is dispensable for
osteoclast differentiation and function.

Taken together, these results indicate that the p190-A and p190-B proteins do

not have any non-redundant functions in osteoclasts.
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11. A tarsszerzok kozotti munkamegosztas

A dolgozatomban bemutatott projektek mindegyike tobb kutatd egyiittes
munkéjanak volt az eredménye. A kozds publikdciokban az egyes szerzok az aldbbiak

szerint vettek részt (kiilonos tekintettel mas PhD-hallgatok részvételére):

A PLCy2 szerepe oszteoklasztokban és a csontanyagcserében
Kertész et al., Eur J Clin Invest 2011 (nyomdaban)

Ezért a projektért els6sorban én voltam felelds. Az in vitro differenciacios és
funkcionalis mérések, valamint a biokémiai vizsgalatok nagy részét én, kisebb részét
Gyori David végezte. A génexpresszids vizsgalatokhoz a mintdk eldkészitését én és
Gyéri David, a qPCR méréseket Rajnavolgyi Eva feliigyeletével Kis-Toth Kata és
Fekete Tiinde végezte. Az ovariektomidra az egereket én ¢s GyOri David készitettiik eld,
az operaciot Kormendi Szandra végezte. A mikro-CT és hisztomorfometriai
vizsgalatokra a mintdkat én és GyOri David készitettiik eld. A micro-CT-mintak
szkennelését és elemzését én, Gyodri David, Kérmendi Szandra és Dobo-Nagy Csaba
végeztik. A hisztomorfometria vizsgalatokat Georg Schett végezte. Jakus Zoltan

szakmai tanacsokat adott. A projektet Mdcsai Attila iranyitotta és feliigyelte.

A p190-A vizsgalatanak modszertana
Németh et al., J Immunol 2010

Ezért a projektért elsésorban Németh Tamas volt felelds. En a p190-A kolonia
megalapitasdban, a genotipizalasi modszerek beallitasdban, a magzatok azonositasanak
kidolgozadséban és a csontveld-kimérak létrehozéasanak és ellendrzésének beéllitasaban
vettem részt. Az altalam beallitott modszereket Németh Tamdas részben késobb
tovabbfejlesztette. A projekt tovabbi részeiben (a pl90-A”" mutacid részletes

jellemzése, neutrofil-vizsgalatok, in vivo arthritis-es kisérletek) nem vettem részt.
A p190-A7" és p190-B™" oszteoklasztok vizsgalata

Ez a projekt eddig kizarolag az én feleldsségem ¢€s feladatom volt, abban mas

PhD-hallgat6 eddig nem vett részt.
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