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1. Bevezetés

A csontszovetnek szamos fontos funkcidja ismert, ezek kozé
tartozik a bels6 szervek védelme, megfeleld tartoszerkezet
biztositasa €s a testmozgasok kivitelezése. Emellett azonban a
csontok szdmos egyéb feladatot is ellatnak, mint a
csontveldben lezajlé hematopoiezis tdmogatdsa, &asvanyi
elemek raktarozasa és homeosztazisuk szabalyozasa, illetve a
zsirraktarozas. A csontszovet nem statikus allomany és az
egészséges csontszerkezet megtartdsdhoz sziikkség van
folyamatos atépiilésére, valamint a szervezet sziikségleteinek
megfeleléen alkalmazkodni a valtozasokhoz, igy megtartva
tdmogatd ¢és szabalyzd szerepét. A csontok atépiilése egy
¢élethosszig tartd folyamat, amelyben a csontbontast egy
felépitd szakasz kovet. Ha a két folyamat sordan azonos
mennyiségli csont ¢épiil fel, illetve bontodik le, akkor a
folyamatok egymassal egyensulyban vannak. Az atépiilés
fontos a csontdllomany fenntartdsahoz, emellett fontos szerepe
van a mikrosériilések kijavitdsdban és az dsvanyi sok
homeosztazisdban. Ha az egyensuly megbomlik a folyamat
oszteoporozishoz vezethet. Oszteoporozisban a csontok tomege
és mésztartalma lecsokken, amely fokozott torékenységgel, a

koros és spontan torések kockazatanak fokozddasaval jar.



A lebonto-, és felépitd folyamatokban kdzponti szerepet jatszo
sejtek az oszteoklasztok illetve az oszteoblasztok. Mig az
oszteoklasztok ~ hemopoetikus  dssejtekbdl, addig a
csontépitésben  résztvevd  sejtek, az  oszteoblasztok
mesenchymalis  Jssejtekb6l  alakulnak ki. Feladatuk a
csontszovet lebontasa. Az oszteoblasztok {6 feladata a szerves
matrix létrehozasa, ezenkiviil 6k feleldsek az oszteoklasztok
miikodésének szabalyozasaért is.

A foszfolipaz Cy2 (PLCy2) elsésorban hematopoietikus
eredetli sejtekben fordul eld. PLCy2 hidnyaban csokken a B-
sejtek szama, karosodik a vérlemezkék aggregicidja és
csokken a kiilonb6z6 immunsejtek (NK-sejtek, hizosejtek,
makrofagok, neutrofilek) Fc-receptorokon ¢és integrineken
keresztiili aktivalodasa. A PLCy2+ sejtekben megfigyelhetd
legtobb defektus immunreceptor-szeri jelatviteli folyamatokat
hasznalo receptorok, integrinek jelatvitelének karosodasabol
adodik.

A pl190RhoGAP fehérjéknek két izoformaja, a pl90-A és a
p190-B ismert. A p190RhoGAP-fehérjék szerepét feltételezik
az integrinek jelatvitelében, ahol B2 integrin altali aktivaciojuk
jon 1étre neutrofil granulocitakban. Ismert, hogy a Bs-integrinek
részt vesznek az oszteoklasztok fejlodésében és miikddésében.

A p190RhoGAP-ok hianya egérben embrionalis letalitast okoz.
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2. Célkituzések

2.1.

2.2.

2.3.

2.4.

2.5.

Milyen szerepet jatszik a PLCy2 fehérje az oszteoklasztok

in vitro fejlédésében és miikodésében?

Milyen jelpalya mukodésében vesz részt a PLCy2
oszteoklasztokban?

Szerepet jatszik-e a PLCy2 az in vivo csontanyagcserében

egészséges és koros korliilmények kozott?

Hogyan vizsgalhaté az embrionalis letalitast okozo p190-

A és p190-B fehérjék funkcidja oszteoklasztokban?

Van-e szerepe a pl90RhoGAP fehérjének az

oszteoklasztok in vitro fejlédésében és mitkodésében?



3. Modszerek

3.1 Kisérleti allatok

A PLCy2 egereket C57BL/6 genetikai hattéren Dr. James N.
Ihle (St. Jude Children's Research Hospital, Memphis, TN,
USA) bocsatotta rendelkezésiikre. A pl90-A és a p190-B
mutacidkat hordozd egereket Dr. Jeffrey Settleman
(Massachussets General Hospital, Boston, MA, USA) hozta
létre és bocsatotta rendelkezésiinkre. Mivel mind a p190-A,
mind a p190-B hianya kés6i embrionalis letalitast eredményez,
csontveld-kimérakat hoztunk létre ugy, hogy a donor sejteket

iddzitett terhességbdl szarmazd magzatok majabol nyertiik.

3.2 Egér csontveldi sejtek izolalasa és tenyésztése

In vitro sejtkultirakhoz a csontvel6i sejteket egerek comb- és
labszarcsontjainak  kimosasaval nyertilk. A  csontokbdl
kipreparalt sejteket o-MEM médiumban tenyésztettiik, 10
ng/ml egér M-CSF (Peprotech) jelenlétében 2 napon keresztiil
tenyésztettiik. Az oszteoklasztok morfoldgiai vizsgalatdhoz és
a génexpresszids vizsgalatokhoz 24-lyuka sejtkultira-kezelt
¢és azokat 20-50 ng/ml rekombinans egér M-CSF (Peprotech)
¢s 0-20-50 ng/ml rekombinins egér RANKL (Peprotech)



jelenlétében o-MEM médiumban tenyésztettiik. A 24-lyukt
lemezre valod kihelyezést kovetd 3-5. napon a tenyészeteket
tartarat-rezisztens savas foszfatiz (TRAP) kit (Sigma)
segitségével  megfestettik. A tenyészeteket  Leica
Microsystems (Wetzlar) DMI6000B inverz mikroszkop
segitségével vizsgaltuk. Az oszteoklasztok funkciondlis
vizsgalatahoz a prekurzor sejtekb8l 5x10°/ml koncentracidj
sejtszuszpenziot mesterséges hidroxiapatit-felszint tartalmazo
16-lyukt  lemezekre (BioCoat Osteologic slides; BD
Biosciences) helyeztik és rekombinans M-CSF és RANKL
jelenlétében 10-14 napon keresztil o-MEM médiumban
tenyésztettiik. A hidroxiapatit-réteg ragasnyomait Leica
DMI6000B inverz mikroszkop segitségével rogzitettiik és az

ImageJ szoftver segitségével szamszertsitettiik.

3.3 A génexpresszio vizsgalata

Az oszteoklasztokra jellemzé gének expressziojat kvantitativ
real-time PCR modszerrel vizsgaltuk. A makrofag/oszteoklaszt
eldalakokat a megadott szdmu 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 nyertiink a

sejtekbdl. A reverz transzkripcié 100 ng RNS-t felhasznalva
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High Capacity cDNA Archive Kit-tel tortént. Ezutan
megvizsgaltuk az egér Acp5 (TRAP), Fos (c-Fos), Calcr
(kalcitonin receptor), Ctsk (katepszin K), Nfatcl (NFATcl),
Oscar (OSCAR) ¢és Tm7sf4 (DC-STAMP) génjeinek
expresszidjat. A normalizalashoz a Gapdh (GAPDH) haztartasi
gén expressziojat is meghataroztuk. A reakciot 40 cikluson
keresztil 94 °C-on 12 masodpercig ¢és 60 °C-on 60
masodpercig végeztilk. A relativ transzkript mennyiségét az
endogén haztartasi Gapdh gén mennyiségével Osszehasonlitva

komparativ C; mddszer segitségével kaptuk meg.

3.4 Biokémiai és jelatviteli folyamatok vizsgalata

A PLCy2, pl90-A ¢és pl90-B expresszidjanak vizsgalata
céljabol a makrofagokat, az oszteoklasztokat és az embrionalis
agymintakat proteaz- és foszfataz-gatloszereket és 1% Triton
X-100-at tartalmaz¢ lizis pufferben tartuk fel.

A kiilonb6zo fehérjék foszforilacidjat 5-8 napig rekombinéns
M-CSF (CMG14-12 sejtek kondicionalt médiuma) jelenlétében
tenyésztett makrofdgokon vizsgéltuk. A sejteket 8 percre 10
uM PP2-vel (EMD Biosciences) kezeltiik. A sejteket 50 ng/ml
M-CSF vagy 50 ng/ml RANKL citokin segitségével
Szuszpenzidban stimuldltuk vagy 6 cm atmérdji sejtkultura-

kezelt plate-re helyeztiik. A kontroll sejteket citokinek nélkiil
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szuszpenzidban hagytuk. 30 perces 37 °C-on torténd inkubalas
utan a sejteket protedz- ¢s foszfataz-gatloszereket és 1%
Triton-X-100-at (teljes sejt lizatumokhoz) vagy azok mellett
tovabbi 0,1 % SDS-t és 0,5 % natrium deoxikolatot tartalmazo
pufferben tartuk fel (RIPA). A mintak egy részébol PLCy2-
ellenes antitesttel (Q-20; Santa Cruz Biotechnology), majd
Protein A Sepharose (Zymed) ¢és Protein G Agarose
(Invitrogen) 1:1 aranyu keverékével kiprecipitaltuk a PLCy2
fehérjét. A sejtlizdtumokat és az immunprecipitditumokat
Western blot modszerrel vizsgaltuk tovabb. A vizsgalathoz a
PLCy2 elleni foszfospecifikus (pTyr 759, Cell Signaling) vagy
nem foszfospecifikus (Q-20) antitestet, foszfotirozinra
specifikus (4G10; Millipore) antitestet, az ERK (#9101; Cell
Signaling) és a p38 MAP-kinaz (#9211, Cell Signaling) elleni
foszfospecifikus antitesteket, az ERK1/2 elleni antitest-
keveréket (C-16 (ERKI1) és C-14 (ERK2); Santa Cruz),
valamint a p38 MAP kinaz (C-20; Santa Cruz), az IxBa
(#9242; Cell Signaling), a p190-A (Clone 30; BD Biosciences),
a pl190-B (Clone 54; BD Biosciences) és a B-aktin (AC-74;
Sigma) elleni elsddleges antitesteket hasznaltunk. Masodlagos
ellenanyagként GE Healthcare reagenseket alkalmaztunk. Az
immunreakciot ECL reagenssel, kemilumineszcens mddszerrel

hivtuk el6 és rontgenfilmre exponaltuk.
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3.5 A petefészkek eltavolitasa

Vad tipusu ¢s PLCy2*/* egereket 8 hetes korban ketamin és
medetomidin keverékével elaltattuk, majd az egerek méhét €s
petefészkeket lekotottiik, majd ezt kovetden azokat sebészeti
Gton eltavolitottuk. Aloperalt (SHAM) kontroll allatokon
ugyanolyan sebészi feltarast végeztiink, de a petefészkek
felkeresése utan azokat nem téavolitottuk el. Hat héttel az
operaciot kovetden az allatokat felaldoztuk és comb-, illetve

labszarcsontjaikat tovabbi vizsgalatok céljara eltavolitottuk.

3.6 Micro-CT analizis és hisztomorfometria

Az intakt egereken torténd vizsgalatokat 8-10 hetes himeken
végeztilk. Az ovariektomia és parhuzamos aloperacio hatasat
14 hetes ndstény allatokon vizsgaltuk. Mikro-CT vizsgalat
céljara a combcsontokat 0,1 % Na-azidot tartalmazé PBS
oldatban taroltuk, majd fogaszati gyanta segitségével 1,5 ml-es
Eppendorf-csovekben immobilizaltuk. A micro-CT analizist
SkyScan 1172  késziilékkel = végeztik. A  mintak
beszkennelésére 50 kV és 200 pA erdsségli rontgensugar
forrast alkalmaztunk 0,5 mm vastagsagi aluminium sziiré
mellett. A mintakat 0,5 fokonként forgattuk. Ezek a beallitasok
4,5 pm oldalhosszusagu izometrikus voxeleket eredményeztek.

A haromdimenzios (3D) rekonstrukciot NRecon szoftver
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segitségével hoztuk létre, és a késdbbiekben a CT-Analyser
(SkyScan) szoftverrel dolgoztuk fel. A mintaknak a novekedési
hatartol szamitott 50. szelettdl kezdddd 400 szeletét hasznaltuk
fel a vizsgalathoz. A csont-denzitas hatarértékeinek beallitasa
manualisan tortént, a mintdk mindegyikénél egyforman.

Hisztomorfometriai analizis céljara az egerek tibiajanak
proximalis metafizisét hasznaltuk fel. Az egerek felaldozasa
utan a csontokat 70%-os alkoholba tettiik, 4%-0s formalinban
fixaltuk, majd dekalcindlds nélkiilli bedgyazas tortént
metilmetakrilban. A polimerizaciét kovetden, 3-4 pm-ként
tortént a metszése a metafizisnek. Az igy kapott mintikat
Kossa és Goldner szerint festettilk. A metszetekrol késziilt
digitalis képeket Osteomeasure (Osteometrics) szoftver

segitségével nemzetkozi standardok szerint elemeztiik.

3.7 Statisztikai analizis

Kisérleteinket legalabb  haromszor megismételtik. A
statisztikai elemzést kiilonb6zd elemszamu két populacios
nem-parositott  t-probaval, illetve kétutas ANOVA-val
végeztiik. A genotipus €s az elvégzett beavatkozasok kozotti
interakciot Tukey poszt-hok vizsgalattal hataroztuk meg.

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

4.1 PLCy2 szerepének vizsgalata

4.1.1 PLCy2 az oszteoklaszt fejlédésben és miikodésben
El6szor arra voltunk kivancsiak, hogy a PLCy2-nek milyen
hatasa van az oszteoklasztok fejlodésére és miikodésére. Azt
tapasztaltuk, hogy vad tipust csontveldi sejtekbdl, mindegyik
alkalmazott citokin-kombinacié mellett, kialakultak sokmagvu
TRAP-pozitiv driassejtek (oszteoklasztok), illetve hogy a
citokinek (kiilonésen az M-CSF) Kkoncentracidjanak a
megemelése jelentdsen fokozta az oszteoklasztok szdmat és
méretét. A PLCy2"~ csontveldi sejtekbél ezzel szemben egyik
citokin-koncentracié mellett sem alakultak ki sokmagvu
oridssejtek, bar a keletkezett mononukledris sejtek jelentds
része TRAP-pozitivnak mutatkozott. A PLCy2 hidnya tehat
dramaian  csokkentette ~a  TRAP-pozitiv ~ sokmagvu
oszteoklasztok szamat, de nem akaddlyozta meg teljesen az
oszteoklasztok biokémiai érésére jellemz6 TRAP enzim
expresszidjat. Ezt kovetden azt szerettiikk volna megtudni, hogy
a PLCy2 hianya milyen hatassal van az oszteoklaszt-kulturdk
funkcionalis (reszorpcios) aktivitasara. Ennek érdekében vad
tipusu és PLCy2_/_ kimérdk csontveldi sejtjeit szovetkultira-

kezelt milanyag felszin helyett mesterséges hidroxiapatit
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felszinre helyeztiik és azon tenyésztettiik kiilonb6zé M-CSF és
RANKL-koncentraciok jelenlétében. A tenyésztés végén a
fazis-kontraszt mikroszkdppal vizsgaltuk. Vad tipust kultardk
esetében mar 20 ng/ml M-CSF ¢és 20 ng/ml RANKL
jelenlétében 1s jol kivehetd bontadsi teriiletek (az abran
vilagosabb teriiletek) jonnek létre és ezek mérete és szadma 50
ng/ml M-CSF ¢és 50 ng/ml RANKL jelenlétében jelent6sen
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 hianyaban tényleg nem jon

létre a szervetlen csontmatrix oszteoklasztok altali bontasa.

4.1.2 PLCy2 hatasa a génexpressziora

A kovetkezOkben azt szerettilk volna megvizsgalni, hogy mi
okozza a PLCVTF sejtek multinukleéris oszteoklaszt irdnyba
torténd a zavarat. Elséként azt szerettilk volna kizarni, hogy a
zavardt okozza. Ennek érdekében vad tipust és PLCy2_/_
makrofag-tenyészetek sejtjeiben megvizsgaltuk a makrofagok

érése  soran megjelend F4/80 marker expresszidjat.
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Kiilonbséget nem tapasztaltunk a vad tipust és PLCy2 hidnyos
egerek makrofagjainak F4/80 expresszioja kozott. Ezt kovetden
az oszteokalszt specifikus gének expresszidjat vizsgaltuk meg a
fejléddés soran. A kisérletek soran a kovetkezd gének néztiik:
TRAP-ot kodolé gén (Acp5), az oszteoklasztokra jellemzd
calcitonin-receptor (Calcr) és katepszin K (Ctsk) génje, a C-
Fos (Fos) és NFATcl (Nfatcl) transzkripcios faktorokat,
valamint az oszteoklasztok sejtfelszini OSCAR (Oscar) és DC-
STAMP (Tm7sf4) receptorait kodold gének. A vizsgalt gének
mindegyikének expresszidja RANKL-kezelt vad tipusu és
PLCyT/* tenyészetekben is megnétt és ez a ndvekedés a
PLCy2 hianyos egerek sejtjeiben is a vad tipushoz hasonld

mértéki volt.

4.1.3 A PLCy2 aktivalodasanak modja

Az oszteoklasztok fejlodését kiilonboz6 — extracellularis
szignalok hozzdk létre. A vizsgalatokban arra kerestik a
valaszt, hogy vajon a PLCy2 aktivalédasat az M-CSF, RANK
ligand vagy az adhézido kozil melyik képes Iétrehozni.
Kisérletek értelmezése szempontjabol kiemelt jelentdségt,
hogy az M-CSF és RANKL stimulaciot nem adherens

korilmények kozott végeztiik, igy kizarhatjuk egy masodlagos
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adherens aktivacidé hatasat. A sejtek adhézidja valtotta ki a
PLCy2 foszforilacigjat, mig M-CSF vagy RANKL hatasara a
PLCy2 foszforilacioja nem jott 1étre. Ezen eredményeink arra
utalnak, hogy a PLCy2 aktivalodasa a sejtadhézid, nem pedig
az M-CSF vagy a RANKL hatasara jon létre. Szuszpenzios
koriilmények kozott azonban 1étrejott a mar irodalombdl is jol
ismert M-CSF altali ERK vagy RANK ligand hatasara
kialakulé p38 foszforilacio. Igy ezen eredmények ismeretében
arra engednek kovetkeztetni, hogy az adhézid valdban az a
stimulus, amely sziikséges a PLCy2 aktivalodasahoz.

A kovetkezdkben azt szerettilk volna megtudni, hogy milyen
folyamatok  vesznek részt a PLCy2 adhézio-fiiggd
aktivalodasaban. A sejteket PP2-vel kezelve, az Src-kinazok
gatloszerével, teljes egészében megsziintette a PLCy2 adhézio-
fliggd foszforilacigjat. A PLCy2 aktivalodasa a sejtadhézio
soran tehat feltételezhetden az Src-tipustu tirozin-kinazok

részvételével jon létre.

414 A PLCy2 szerepe az in vivo csontanyagcserében
Bér az oszteoklaszt-tenyészetek eddig bemutatott funkcionalis
¢s biokémiai vizsgélata igazolta a PLCy2 szerepét az

oszteoklasztok 1étrejottében az adott in vitro koriilmények
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kozott, ezek az eredmények Oonmagukban nem bizonyitjak a
PLCy2 szerepét az in vivo csontanyagcsere folyamataiban.
Kisérleteinket ezért intakt vad tipusu és PLCyTF egerek
csontjainak vizsgalataval folytattuk. Micro-CT analizissel
kapott eredmények azt mutattdk, hogy a PLCy2 hidnyédban a
trabekularis csontdllomany jelentésen megnovekedett, amelyet
kvantitativen 1is szamszerisitettink BV/TV, trabekulak
szamanak, illetve trabekuldk vastagsagdnak értékeinek
kovetésével. PLCyT/* egerekben jelentésebb magasabb
értékeket kaptunk BV/TV esetében, amelyet a kapott értékek
alapjan a trabekulak szdmanak novekedésével
magyarazhatunk. Ezen értékeket a  hisztomorfologias
eredmények is megerdsitettek.

Ezt kovetden az ovariektomia hatasat vizsgaltuk, hogy hogyan
befolyasolja a csontszerkezet alakuldsat a PLCy2 hidnya. A
femur disztalis metafizisének mikro-CT vizsgalata azt mutatta,
hogy vad tipust egerekben az ovariektomia hatdsara jelentds
mértékben csokkent a trabekularis csontdllomany mennyisége
¢s az azt jellemzd relativ csonttérfogat (BV/TV) érték. Ezt a
csOkkentést els@sorban a csontgerendak szamanak, nem pedig
azok vastagsaganak a csokkenése okozta. Véarakozasainkkal
ellentétben ugyanakkor ovariektomia hatdsara a PLCy2_/_

egerek disztalis femurjdban is 1étrejott a trabekularis
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csontallomany jelentds csokkenése, amit ezekben az egerekben
is a trabekuldk szdmanak a csokkenése eredményezett. A két
genotipussal kapott eredmények Osszehasonlitasa azt mutatta,
hogy 1étrejovd csontlebontas (a BV/TV érték csokkenése)

= egerekben, mint a vad

lényegesen magasabb volt a PLCy2
tipusu egerekben. A Dbazalis csontbontashoz hasonloan
ovarektomia esetében 1is alkalmaztunk hisztomorfoldgiai
elemzéseket a micro-CT vizsgalatok megerdsitésére €s tovabbi
vizsgalatok céljara. Az igy kapott eredmények Osszecsengtek a
mar korabban kapott micro-CT eredményekkel. Erdekesség
azonban az, hogy PLCy2 hianyaban is jelentésen
megemelkedett az oszteoklasztok szama a vad tipushoz

hasonléan, mig az oszteoblasztok szdmaban jelentds

kiilonbséget nem kaptunk.

4.2 pl90RhoGAP-k szerepe oszteoklasztok fejlodésében

és miikodésében

4.2.1 pl90-A és B in vitro kultarak létrehozasa

Bevezetdmben emlitettem, hogy a p190-A_/_ és a p190-B_/_
mutacional is késoi embrionalis letalitas varhato, emiatt nem
volt lehetdség az egyes knockout egerek csontveldi sejtjeinek

kinyerésére €s in vitro tenyésztésére. Ezért ugy dontottiink,
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hogy idozitett terhességbdl szarmazd magzatokbdl a kivant
genotipussal rendelkezé magzati méjsejteket nyeriink és ezeket
(mint magzati korban a hemopoetikus sejtek {6 forrasat)
letalisan besugarazott recipiensekbe transzplantdlva a kivéant
genotipustt hemopoetikus rendszerrel rendelkezd csontveld-
kimérakat hozunk létre. A magzati majsejtek létrehozasahoz
heterozigota egyedeket paroztattunk (p190-A+/7 X p190-A+/7
vagy p190-B*" x p190-B*" paroztatas), az id8zitett terhesség
harmadik trimeszterében (a 15-18. napon) a magzatokat
eltavolitottuk, és azok majabol majsejt-szuszpenziot hoztunk
létre. A  magzatok genotipusanak megallapitasa utan
kivalasztott megfeleld knockout (p190-A” vagy p190-B™)
magzatok majsejtjeit hasznaltuk fel donorként knockout
csontveld-kimérak létrehozéasa céljabol. A transzplantacio
sikerességét a transzplantaciot kovetd 4-6. héten a periférids
vérben keringd neutrofilek Ly5.2-festddésének vizsgalataval,
aramlasi citometrids modszerrel ellendriztilk. Vad tipusu
csontveldi sejtjeibol in vitro differencialtatott makrofag-
sejtekben p190-A ¢és pl190-B fehérjék jelen vannak, mig a
p190-A” sejtekben hianyzott a pl90-A immunreakcio, és
p190-B™~ sejtekben a p190-B fehérje nem volt megfigyelhetd.
Sikeriilt tehat kimutatni, hogy makrofdgokban jelen van a

p190RhoGAP mindkét izoformdja illetve, hogy az altalunk
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hasznalt magzati majsejt-transzplantacioval képesek vagyunk

p190-A- és p190-B-hianyos mieloid sejtek 1étrehozasara.

4.2.2 pl90RhoGAPok szerepe az oszteoklasztok
fejlodésében és milkodésében

Ezt kovetéen ezen két fehérje szerepét vizsgaltuk az
oszteoklasztok fejlddésében ¢és miikodésében. A pl190-A
vizsgalata soran azt talaltuk, hogy a vad tipusu és p190-A*/*
tenyészetekben egyarant kialakultak sokmagvii TRAP-pozitiv
sejtek €s ezek szama nem mutatott érdemi kiilonbséget a két
genotipus  kozott. A tenyészetek in  Vitro reszorpcios
képességének vizsgalata szintén azt mutatta, hogy nincs
jelentds kiilonbség a kétféle genotipusi oszteoklasztok
funkcionalis kapacitasa kozott.

- oszteoklaszt-

Ugyanezeket a kisérleteket elvégeztiik p190-B
tenyészeteken 1s. A pl190-B hianyaban is a vad tipusuhoz
hasonlé mértékben jottek létre oszteoklasztok M-CSF ¢és
RANKL hatasara, és ezek az oszteoklaszt-tenyészetek a vad
tipushoz hasonlé mértékben bontottdk le a mesterséges
hidoxiapatit felszint.

A pl90-A és a pl190-B oOnmagukban tehat nem jatszanak
elengedhetetlen  szerepet az  oszteoklasztok in  vitro

fejlédésében és funkcidjaban.

18



5. Kovetkeztetések

Munkdm sordn a PLCy2, pl190-A ¢és pl90-B fehérjék az

oszteoklasztok in vitro fejlédésében és funkcidjaban betoltott

szerepét ¢és a PLCy2 fehérje szerepét az in  Vivo

csontanyagcserében vizsgaltam.

Eredményeinkbdl az alabbi kovetkeztetések vonhatok le:

5.1. A PLCy2 fehérje elengedhetetlen az oszteoklasztok in
vitro fejléddéséhez és mitkodéséhez.

5.2. A PLCy2 nem sziikséges az oszteoklaszt-specifikus gének
expresszidjanak fokozodasdhoz.

5.3. A PLCy2 a sejtadhézid, nem pedig az M-CSF vagy
RANKL citokinek hatasara aktivalodik.

5.4. A PLCy2 sziikséges a bazalis csontbontas folyamatahoz.

9.5. A PLCy2 nem sziikséges az ovariektomia-kivaltotta
csontlebontashoz.

5.6. A bazalis és ovarietomia-indukalt csontlebontas kiilonbozd
folyamatokon keresztiil jon létre.

mutacidt hordozo oszteoklasztok tenyésztése és vizsgalata.

5.8. Onmagiban sem a pl90-A, sem a pl90-B nem

elengedhetetlen az oszteoklasztok in vitro fejlédéséhez és

mukodéséhez.
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