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3. Bevezetés

A modern tarsadalmakban a populaciéo oregedése soran a csontrendszert érintd
betegsegek eléfordulasi gyakorisaga novekszik, ami sziikségesse teszi e betegsegek
patomechanizmusdnak alaposabb megértését, a kialakuldsukban szerepld élettani és
korélettani folyamatok vizsgélatat. Az oszteoklasztok az emberi szervezetben egyeddili
sejtként képesek a csontszdvet lebontasara, mely 1épés elengedhetletlen a csontatépiilés
fiziologias folyamata soran. A hemopoetikus eredetii mieloid el6alakok M-CSF és
RANKL citokinek hatasara differencialédnak sokmagvl oOridssejttekké. Az eérett
oszteoklaszt miikddése soran polarizalodik, majd az aktingylrii strukturdk
létrehozésaval zart teret alakit ki a csontfelszinen, melybe sosavat és emésztéenzimeket
szekretal. A helyileg létrehozott savas kornyezetben a csontszOvet mineralizalt soi
kioldédnak, az extracellularis matrix fehérjéi pedig az emésztéenzimek - példaul
katepszin K - hatasara lebomlanak. Az oszteoklasztok fejlddése és miikddése soran
lejatsz6d6 folyamatok élettani alapjainak megismerése, és a csontanyagcsere
molekularis szinti szabalyozasanak megértése révén felvetédik a remény, hogy a

csontbetegségek oki kezelése lehetévé valjon.

3.1. A csontot érint6 betegségek

A latszat ellenére a csont dinamikusan valtoz6 szOvet: a csontatépilés soran a
csontképzd és a csontbontd folyamatok egyensulyban vannak. Ha ez az egyensuly
felborul, a csontszerkezet karosodik.

Az oszteopetrozis, vagy marvanycsont betegség esetében az oszteoklasztok
csokkent szama vagy mikodési zavara miatt a csont mésztartalma kéros mértékben
megnd. A nagyon ritka korai kezdetli forma mar csecsemdkorban haladlhoz vezet, a
kés6i kezdeti Albers-Schonberg kér pedig altaldban gyermekkorban jelentkezik.
Gyakori tiinetei a periférias idegek bénulasa, a vaksag, a vérszegénység, a véralvadasi
zavarok ¢és a sulyos fert6zések kialakulasa, illetve - paradox médon - a nagyon tomor

csontok fokozott téréshajlama (1).
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A fokozott csontvesztéssel jard betegségek az oszteopetrdzisnal joval gyakrabban
fordulnak eld a populacioban. Leggyakoribb megnyilvanulési formaik az oszteoporozis,
valamint az autoimmun iziileti gyulladast kisérdé csontvesztés.

Az oszteoporozis a csontrendszer szisztémas megbetegedése, melyre jellemzé a
csonttdmeg progressziv csokkenése, a csontszerkezet mennyiségi €és mindségi
karosodasa. Az oszteoporotikus csontok meggyengulnek, és a kordbban még elviselt
terhelések hatasara is eltérhetnek. A primer csontritkuldas néknél leggyakrabban a
menopauza tajan, az 6sztrogén hormonok csontvédé hatasanak hianyaban (1-es tipusd
vagy posztmenopauzalis oszteoporozis), idésekben pedig 75 éves kor felett (2-es tipusd
vagy szenilis oszteoporozis) jelentkezik. A szekunder csontritkulds hatterében
leggyakrabban endokrinoldgiai megbetegedések (hiperkortizolizmus,
hiperparatireoidizmus, hipogonadizmus) vagy iatrogén okok (glikokortikoid terapia)
allnak. Az oszteoporozis jelentdsen befolyasolja az egyén életmindségét, tarsadalmi és
népegészségiigyi kovetkezményei pedig messzemendek. A WHO az 0j évezred elsd
dekadjat a csont és az izilet évtizedének nyilvanitotta, becslések szerint a csontritkulas
az Amerikai Egyesilt Allamok 50 év feletti lakossaganak tobb mint a felét érinti (2),
hazénkban pedig koriilbeliil 900 ezer (600.000 nd és 300.000 férfi) oszteoporotikus
beteggel lehet szdmolni (3).

A csontot érint6 autoimmun iziileti gyulladds kronikus lefolydsu, progressziv
betegseg, amely fokozodd mozgaskorlatozottsaggal jar. A leggyakoribb forma, a
rheumatoid artritisz el6fordulasi gyakorisaga 1% koriil van a populacioban (4). A
betegség kezdetben jellegzetesen a kéz Kisizlleteit tamadja meg, majd ezt kovetéen
valik sokizlleti gyulladassa. A rheumatoid artritisz progredidlva, shubokban zajlik,
krénikusan fennallva izuleti karosodashoz es rokkantsaghoz vezet. A kezdeti, indukcids
fazisban az antigénfelismerés és a limfocitaaktivacio, a késobbi, destruktiv fazisban a
gyulladasos szovetszaporulat (pannus), és a krénikus szinovitisz soran kialakul6 porc-
és csontdestrukcio a meghatarozo (4).

3.2. A csont altalanos jellemzése

A csontszovet tartd vazat adja a szervezetnek, lehet6vé teszi a helyvaltoztatast,

védelmet nyujt a bels6 szerveknek, szinteret biztosit a verképzésnek, valamint asvanyi
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anyagokat és zsirt raktaroz (5-8). A csontrendszer az egyed fejlodése és novekedése
soran két eltéré uton, enchondralis vagy dezmélis csontosodassal a mesenchymabdl
keletkezik. Dezmalis csontosodaskor a mesenchymalis &ssejtek alakulnak —at
csontsejtekké, és kezdik termelni az alapallomanyt. A lapos csontok képzddnek igy.
Enchondrélis csontosodas sordn a mesenchymabol elészor porcszovet keletkezik, majd
a porcba benové ereck mentén aramlanak be késébb a differencialdédd porc- €s

csontsejtek (1. abra). gy alakulnak ki a csigolyéak és a hosszl cséves csontok (9).

1. &bra. Az enchondralis csontosodas fazisai. Az embriogenezis soran a csonttelep
helyének megfeleléen eldszor porc képzodik (1), majd megindul a csontosodds a széli
részek feldl (2), és ezzel parhuzamosan a porc centruma kalcifikalodik (3). Ezt kovetden a
kalcifikalodott porc felszivodik (4), majd erek nonek be a majdani csontveld helyére, és az
oszteoblasztok megkezdik a mineralizalt alapalloméany lerakasat (5). Az egyedfejlédés
sordan a mineralizdalt csont mennyisége nd (6). Gyermekkorban, az epifizis fugdban a
ndvekedési porc perzisztdl (7), majd a pubertds lezdrultaval, fiatal felndttkorban
elcsontosodik (8). Forras: (21).

Az enchondralisan csontosodott tamasztoszovet két eltéré szerkezetben jelenik

meg. A kortikalis csontban témor szerkezet alakul ki, nagy asvanyianyag tartalommal.
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A trabekularis csontban vékony csontlemezek talalhatéak, a nagyobb feluletnek
az egyes csontokban eltérd; a hosszu csoves csontok diafizise foként kortikalis csontbol,
mig példaul a csigolyak belseje és a combnyak dontéen trabekularis csontbdl épil fel
(9, 10).

A csontszbvet mineralizalt (szervetlen) és nem mineralizalt (szerves)
alapallomanybol  all. A  mineralizdlt  matrix  elsésorban  hidroxiapatitot
[(Ca1p(PO4)s(OH),] tartalmaz. A csontképzés soran kalcium- és foszfatkicsapodas
torténik, majd az alapallomanyba tovabbi ionok (OH~, CO5*) rakédnak le, igy
alakulnak ki végil a jellegzetes hidroxiapatit-kristalyok. A nem mineralizalt matrixot
nagy mennyiségben 1. tipusu kollagén épiti fel. A szerves matrixot alkotd tovabbi,
ugynevezett nem kollagén csontfehérjék kozil az adhézios fehérjék (fibronektin,
oszteopontin, csontszialoprotein, oszteonektin), a proteoglikanok (kondroitinszulfat,
heparinszulfat) és a kiilonb6z6 szabalyozd faktorok (TGF-B, IGF-1, PDGF, bFGF) a
legismertebbek (10).

3.3. A csontot alkot6 sejtek

A csontszdvet felépitését az oszteoblasztok végzik, melyek az adipocitakkal és a
csontvelbi stromasejtekkel k6zos multipotens eléalakokbol, mesenchymalis Gssejtekbol
differencialodnak (11) (2. abra). A prekurzor sejtek oszteoblaszt iranyl elkotelez6dését
meghatarozé Runx2 eés Osterix transzkripcios faktorok hianyaban nem alakulnak ki érett
oszteoblasztok (12, 13). A csont morfogenetikus fehérje (BMP) és a Wnt receptorok
altal elinditott jelatviteli utvonalak pedig elengedhetetlenek az eléalakok adipocita €s
oszteoblaszt iranyl fejlédésének meghatarozasdhoz (14-18). Az oszteoblasztok f6
feladata a kollagénben gazdag szerves alapallomany létrehozéasa, a matrixfehérjek
szekretalasa, és a csontmineralizacio eldsegitése. Az érett oszteoblasztokra a TGF-$3
receptor, oszteokalcin, oszteopontin és alkalikus foszfataz fehérjék fokozott
expresszidja jellemz6. Az oszteoblaszt-differenciacio legfontosabb hormonalis
szabalyoz6i a parathormon (PTH) és az 1,25-dihidroxi-Ds-vitamin. Az
oszteoblasztoknak a csontot alkotd tobbi sejttel megvalosuld direkt és indirekt

informéacidcseréje eredményezi a csontallomany folyamatos kicserél6dését.

10
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Ahogy az oszteoblaszt altal létrehozott alapallomany kalcifikalodik, a sejtek egy
része maga is beépiil a csontba. A csontszdvet belsejében csapdaba esett oszteoblasztok
nyulvanyos sejtekké alakulnak, melyeket oszteocitdknak neveziink (2. abra). Az
oszteocitak feladata a csontra hato er6k érzékelése, valamint a tébbi csontsejttel valo

kdlcsonhatasuk révén a csontatépiilés helyének meghatarozasa (19).

mesenchymalis 6ssejt mieloid prekurzor
— ' dendritikus sejt
adipocita l l

PP s B
stromasejt
makrofig

preoszteoblaszt preoszteoklaszt

oszteoblaszt l l oszteoklaszt
on - a®y s [
=<

csont

oszteocita

2. dbra. A csontsejtek eredete. 4 mesenchymalis Jssejtbdl alakulnak ki a csontveldi
adipocitak és stromasejtek, valamint a preoszteoblasztok, melyek a csont felszinén érett
oszteoblasztokka differencialédnak. Az oszteoblasztok a csontfelszinen maradnak, vagy
maguk is beépiilnek a csontmétrixba, és oszteocitdk lesznek. A mieloid prekurzor - a
makrofag és a dendritikus sejtek képzése mellett - az oszteoklasztok eléalakjanak
sz&mito preoszteoklasztokat hozza létre. Forrés: (21).

Az oszteoklasztok termindlisan differencialdédott, sokmagvi driassejtek,
melyeknek 6 feladatuk a csont lebontasa (20). Az oszteoklasztok a makrofagokkal és a
dendritikus  sejtekkel  k6z6s, hemopoetikus eredetli mieloid eldalakokbol
differencialodnak (2. abra) (20). Az oszteoklasztok fejlodésér6l ¢és mitkodésérol

részletesen a kovetkezo fejezetekben lesz szo6.

11
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3.4. A csontatépules folyamata

Feln6ttkorban évente a trabekularis csontadllomany kozel 15%-a atépul. A
csontreszorpcio a csontatépulés (remodelling) elsé 1épése. A csontbontds helyének
Kijelolésében fontos szereplik van az oszteocitdknak, amelyek — a csontra hato eréket
érzékelve - serkentik az oszteoblasztok mitkodését. Az oszteoblasztok pedig a megfelel6
citokinkdrnyezet letrehozasaval, és direkt sejt-sejt kontaktus révén hozzajarulnak az
oszteoklasztok differencialodasédhoz. A trabekuléris csont lemezein az oszteoklaszt
néhany nap alatt reszorpcids Ureget alakit ki, majd a csontbontas befejeztével
apoptdzissal elpusztul (8).

Az oszteoklasztok felszivoddsdval az oszteoblasztok elkezdik csontépitd
milkodésiiket a csont nem mineralizalt matrixanak lerakésaval, amely azutan
kalcifikalodik. Az Uj csont képzése soran az oszteoklasztok altal kialakitott reszorpcios
uregekbe oszteoblasztok vandorolnak, és matrixfehérjek intenziv termelésébe kezdenek.
Az oszteoblasztok legnagyobb mennyiségben az I. tipust kollagént termelik. A fehérje -
sejten belll éréset kovetéen - prokollagén formdjaban kerll dritésre. A
kollagénmolekulak kozott a tovabbiakban tobb keresztkotés alakul ki, Az
oszteoblasztok altal létrehozott fehérjematrixban az érési folyamat befejeztével megy
végbe a mineralizacio, azaz a hidroxiapatit-kristalyok keletkezése és ndvekedese. A
folyamat soran - az alkalikus foszfataz enzim miik6désének kovetkeztében - alkalikus
pH-n intenziv kalcium- és foszfatkicsapddas jon létre. A hidroxiapatit-kristalyok mellett
szamos fontos nyomelem (Mg, Na, Zn, F) és ion (foszfat, citrat, bikarbonat) is beépil a
csontba. Az oszteoblaszt-mediélta csontképzé folyamatok joval tobb id6t, honapokat
vesznek igéenybe (21).

3.5. Acsont és az immunrendszer kapcsolata

A csontszOvet szamos ponton érintkezik az immunrendszerrel, amit a csontvel6i
sejteknek a vérképzés soran megvaldsulo fizikai kozelsége is jol mutat. A mérfoldkének
szamitd megfigyelest, miszerint a T limfocitdk direkt és indirekt mddon is képesek
serkenteni az oszteoklasztogenezist, az 1990-es évek végén irtak le el6észor (22). Azota

tobb fehérvérsejt eredeti molekularél derllt ki, hogy szabalyozni képes az
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oszteoklasztok fejlédését és mitkodését, tovabba hogy a csontsejtek is hatni tudnak a
szervezet egyéb sejtjeire.

Az immunrendszer és a csontsejtek kozott kialakulo interakcidkat kiterjedten
vizsgalo interdiszciplinaris teriilet, az oszteoimmunoldgia 6nallo tudomanyagga valasa
az elmalt évtizedben tortént meg. Magat a fogalmat amerikai és japan kutatdk
hasznaltak el6szOr, ravilagitva az immun- és a csontrendszer sokrétii kapcsolatara
autoimmun és mas gyulladasos betegségekben (21, 23, 24). Az oszteoimmunoldgia
hatarteriiletekr6l vald levalasahoz nagyban hozzajarult e megbetegedések nagyszamu
el6fordulasa a modern tarsadalmak lakossaganak korében. Az oszteoklaszt-medialta
csontvesztés azonban nemcsak a gyulladasos betegségekre jellemzé. Egyre tobb adat all
rendelkezésre arra vonatkozoan, hogy a népbetegségnek szamitd oszteoporozis eseteben
is fennall a kapcsolat az immunrendszerrel. Az emlitett betegségekre egylttesen
jellemz6, hogy a fiziologias csontatéplilésben betdltott oszteoklaszt szerep megvéltozik,
és a csontszerkezet ké&rosodik. Az oszteoimmunoldgia kutatasi eredményei segitettek
megérteni a felsorolt betegségek hatterében all6 molekularis mechanizmusokat, és
felvetik a reményt, hogy Uj, innovativ terapiak bevezetésével a fokozott csontvesztessel

jaro betegségek oki kezelése lehet6vé valjon.

3.6. Az oszteoklasztok fejlodése

Az oszteoklasztok csontveldi eredetli mieloid prekurzorokbdl differencialdédnak.
Kialakuldsukhoz szolubilis citokinek jelenlétére, sejt-sejt kontaktusra, valamint az a3
integrinek altal kozvetitett adhézios szignalokra van sziikség.

Az oszteoblasztok Aaltal termelt kulcsfontossagu citokin, a makrofag kolonia
stimulalé faktor (M-CSF), amely mind a mieloid eléalakok differenciaciojahoz, mind a
tuléléséhez nélkildzhetetlen novekedési faktor (25) (3. dbra). Az M-CSF-hianyos op/op
egerekben megfigyelheté sulyos oszteopetrozis az oszteoklasztok hidnyanak a
kdvetkezménye (26, 27).

A kozvetlen sejt-sejt kapcsolat az oszteoklasztokon kifejez6dé RANK (receptor
activator of nuclear factor kB, méasnéven TNFRSF11), és az oszteoblasztok felszinén
megjelend RANK ligand (RANKL; masnéven TRANCE, OPGL, ODF vagy
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TNFSF11a) kapcsolodasa kovetkeztében jon létre (2. abra). A RANK-RANKL kot6dés
szelektiven serkenti az oszteoklasztok fejlédését (28) (3. abra).

Az oszteoblasztok a RANKL-on Kivil oszteoprotegerint (OPG, TNFSF11b) is
termelnek. Az OPG a RANKL-hoz koétédve megakadalyozza a RANK-RANKL
kapcsolodast, ezaltal kozvetetten gatolja az oszteoklaszt-fejlédést. Az oszteoblasztok
nyugalmi helyzetben jelentés mennyiségi OPG-t termelnek, aktivalodasuk utan
azonban az OPG termelddése lecsokken, a RANKL-é pedig megemelkedik. A RANKL
hatasanak hianyaban, OPG jelenlétében, az oszteoklasztok differencidcidja elmarad (29)
(3. &bra). Az 6sztrogének a csontbontast gatld hatdsukat feltehetéen az oszteoblasztok
OPG termelésének fokozasaval érik el.

g

OPG
r\ 1
M-CSF Oszteoblaszt Oszteoklaszt
RANKL
. Yo OLOLGDL
Mieloid prekurzor Preoszteoklaszt

3. dbra. Az oszteoklasztok fejlodése. A csontvelsi eldalakok M-CSF jelenlétében eldszor
makrofag iranyba differencialodnak, majd a RANKL hatdsara atprogramozédnak, és
preoszteoklasztok, majd azok fiiziéjaval érett oszteoklasztok jonnek létre beldliik (Mdcsai Attila
rajza).

A RANK-RANKL kotédés kovetkeztében atirddnak az oszteoklaszt fejlodés
kulcsfontossagu génjei, és a sejteken megjelennek az oszteoklaszt-markerek. Ezek kdzé
tartoznak az NF-kB, az AP-1 és a NFATc1 transzkripcios faktorok, a tartarat-rezisztens
savanyu foszfataz (TRAP), a kalcitonin receptor, az OSCAR, az o, 33 integrinek (24) és
a preoszteoklasztok fuzidjahoz sziikséges transzmembran receptor, a DC-STAMP (30,
31). A RANKL altal kivaltott génexpresszids valtozasok hatdsara a preoszteoklasztok
vandorlasa és egymassal vald fuzidja soran jon létre az oszteoklasztokra jellemzd

oriassejtes morfologia. A RANK-RANKL kapcsolodas jelentéségét mutatja, hogy mind
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a receptor, mind a ligand hianya gatolja az oszteoklasztok kialakulasat, ami egérben
oszteopetrozishoz vezet (20, 32).

Régota ismert, hogy a sejtadhézio hidnyaban nem jon létre az oszteoklasztok in
vitro fejlédése (33). Ez a letapadasi fliggés leginkabb az integrinek miikodésével
magyarazhatd, amely molekuldk informécidt juttatnak az oszteoklaszt belsejébe a
kortilotte 1évo csontszovet allapotérol. Az oszteoklasztokban a sejtadhézio elsésorban az
a3 integrinen keresztil jon létre (25). A B3 integrin-hianyos egerekben oszteopetrdzis
alakul ki, és karosodik az oszteoklasztok in vitro fejlédése (34).

Osszefoglalva: a mieloid eldalakok M-CSF hatasara el8szor makrofag iranyba
differencialodnak, majd az M-CSF és a RANKL egyiittes jelenlétének kdszonhetéen
alakulnak ki bel6liik a preoszteoklasztok, amelyek egymassal fuzionalva hozzak létre az
érett oszteoklasztokra jellemzdé Oriassejtes strukturat (35) (3. abra). Sejtkultdra
korilmények kozott lehetdség van csontveldi sejtekbdl vagy periférias vér eredetii
monocitakbol oszteoklasztokat differencialtatni rekombinans citokinek (M-CSF és

RANKUL) jelenlétében, a3 integrin ligandot tartalmazd mesterséges felszinen.

3.7. Az oszteoklasztok miikodése

Az erett oszteoklaszt a,f3 integrineken keresztul szoros kapcsolatot alakit ki a
csontfelszinnel. Ezutan a csonttal érintkez6 membranszakaszon, korben a sejt széle
mentén a fibrillaris aktin feldasul, és létrehozza az tgynevezett aktin gyiiri strukturét,
amelynek a reszorpcios Uregnek a kilvilagtol valo elszigetelésében van fontos szerepe.
Kozben a sejt polarizalodik: a csontfelszin felé néz6 apikalis membranban — ahol
jelentOs feliiletnagyobbitas torténik a hullamos hatar kialakulasaval - és az interstitialis
tér felé tekinté bazolateralis oldalon eltérd transzportfehérjék 1épnek mitkodésbe (35).
Az apikalis sejtmembranban a V-tipusi H* pumpa aktivalodik, a toltéskompenzalas
pedig megnyild CIC7 CI -csatornakon keresztiil megy végbe (36). A H* utanpotlasat az
intracellularis térben aktivalodo 2-es tipust szénsavanhidrdz biztositja, a keletkezd
HCO3; -ok pedig a bazolateralis membranban kifejez6d6 HCOg3 /CI antiporter
segitségével Cl ionokra cserélédnek ki (20) (4. abra).

Az iontranszporttal egyidejiileg a sejt belsejében a vezikuldkban tarolt

bontéenzim, a katepszin K az apikéalis oldalon szabadul fel. Mindezen valtozasok
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eredményeképpen az oszteoklaszt alatt kialakult elhatarolt térben megindul a
kalciumsok kioldodasa, amit a fehérjematrix lebontasa kovet. A lebontott anyagok
transzcitozissal el6szor a csont interstitialis terébe, majd onnan a keringésbe jutnak, az

oszteoklaszt alatt pedig Ureg, az igynevezett Howship-lacuna képzdédik (20) (4. abra).

Oszteoklaszt

Integrin

katepszin K

Howship-lacuna

4. abra. Az oszteoklaszgt mitkédése. Az érett
oszteoklaszt miikédése soran polarizalodik, majd a
citoszkeleton dtrendezédésével, és speciélis
membrénstrukturak létrehozéséaval zart teret alakit ki a
csontfelszinen, melybe sdsavat és emésztéenzimeket
(példaul katepszin K-t) szekretal (Mécsai Attila rajza).

Az oszteoklaszt-miikodés kulcsfehérjéi, az o,Bs integrinek, a V-tipusi H pumpa,
a 2-es tipusu szénsavanhidraz és a CIC7 CI  csatorna hianyaban egérben oszteopetrozis
alakul ki (37).

3.8. Az M-CSF jelatvitele az oszteoklasztokban

Az oszteoklasztok makrofag jellegli eldalakokbol differencidlédnak, ezért
magukon hordozzak a monocita sejtvonal fejlédési markerét, az M-CSF receptorat. Az
M-CSF segiti az oszteoklaszt el6alakok proliferaciojat, apoptdzisukat pedig gatolja (38).
Az M-CSF receptora, a c-Fms a tirozin kindz receptorok csaladjaba tartozik. A c-Fms
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ligandkotése utan a membranhoz horgonyozza a Grb2 adapter fehérjét, ami a Ras
monomer kis G-fehérjén keresztil aktivalja az ERK-1,2 fehérjéket. Az ERK-1,2 a
sejtciklus szabalyozasaban szerepet jatszo ciklin-dependens kinazokat foszforilalva
fokozza a sejtek proliferaciojat (25). Az c-Fms serkenti tovabba a PU.1 transzkripcios
faktor miik6dését, amely pozitiv visszacsatolassal fokozni tudja a receptor és igy sajat
maga kifejez6dését is (25).

A c-Fms altal aktivalt microphtalmia-asszocialt transzkripcios faktor (MITF)
fontos (39). Nem utolsosorban, a c-Fms ligandkdtése elésegiti a RANK expressziojat az

oszteoklaszt eldalakokon.

3.9. A RANKL jelatvitele az oszteoklasztokban

,,,,,,

direkt sejt-sejt kontaktusra. Az oszteoblaszt-membranfehérje RANKL extracellularis
doménje TNF-homoldg szekvencidkat tartalmaz, receptora, a RANK is a TNF
receptorcsaladhoz tartozik. A RANKL felfedezése, amit az6ta szamos néven ismernek
az irodalomban (TRANCE: TNF-related activation-induced cytokine, TNFSF1la: TNF
foglalkozokat, mind az immunologusokat meglepte, hogy a régota keresett oszteoklaszt-
differenciacios faktor (ODF) és a T sejt eredeti TRANCE azonosak (40, 41). A
TRANCE, késébbi nevén RANKL, képes az oszteoklasztogenezist in vitro
koralmények kozott serkenteni, és ami még fontosabb: az oszteoblasztok hianyaban is
meg tudja mindezt tenni (28, 42). Az oszteoklasztogenezist fokozd IL-1, IL-6 és IL-17,
mai tudasunk szerint, az oszteoblasztokon a RANKL expresszidjanak fokozasaval fejtik
Ki hatdsukat (35, 43). A RANKL génhianyos egér sulyos oszteopetrdzisban szenved az
oszteoklaszt-fejlédés zavara miatt (22). Miutdn az oszteoklaszt-mediélta csontbontas
elengedhetetlen a fogak attoréséhez, a RANKL ™~ egerek fogai hianyoznak, Iépiikben és
majukban pedig extramedullaris hemopoezis zajlik (44).

A RANK szintén a TNF szupercsaladhoz tartozik. A RANK '~ egér, a RANKL

génhianyos tarsahoz hasonloan, sulyos oszteopetrdzisban szenved (32). Emberben a
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RANK gain-of-function mutécidi familiaris expanziv oszteolizist és hiperfoszfatémiat
okoznak (45, 46).

A RANK ligandkotésének eredményeképpen a receptor trimerizalddik, és
tovabbitja a jelet az intracellularisan elhelyezkedé TRAF6 fehérjének (47). A TRAF6
disztélis jelatviteli folyamatokat aktival, amelyek végil az NF-xB és AP-1
transzkripcids faktorokon konvergalnak (48, 49). A TRAF6, NF-kB és AP-1 célzott
delécioja egérben oszteopetrotikus fenotipust eredményez (50-52). Az AP-1
aktivaciojaban szerepl® szignalizacios kaszkad alapvetéen MAP-kindz (MAPK)
medialt, ahol a MAPK-ok kozil dontéen a JINK-1 és a p38 MAPK aktivalodik (53-55).
A p38 MAPK végil fokozza a c-Fos, Jun fehérjékbol all6 AP-1 komplex aktivitasat
(56). A c-Fos hidnyaban ugyancsak oszteopetrdzis alakul ki a kisérleti allatokban (57).

A TRAF6 aktivalni tudja az NF-xB transzkripcios faktort is (37). A TRAF-6
hatasara foszforilalodik, majd degradalédik az NF-kB komplexet nyugalomban a
citoplazmaban tartd6 IkBa molekula, ezéltal az NF-xB felszabadulva a gatlas aldl, a
sejtmagba tud jutni, ahol aktivalja az NFATc1 transzkripcids faktort (58, 59). Az NF-xB
és az AP-1 egylttesen segitik el6 az NFATc1 kifejezédését. Az intracellularis kalcium-
koncentracié emelkedése - ami kalmodulinon keresztill aktivalja a kalcineurin foszfatazt
- szukséges az NFATcl aktivalddasahoz. A Kkalcineurin foszfatdiz az NFATcl
defoszforilacidjaval felfedi annak nukleéris lokaliz&cids szignaljat. Az NFATcl ezutan
az NFATcl az oszteoklaszt-specifikus gének atirdsdnak serkentésével meginditja a
TRAP, az a,fB3 integrinek, a kalcitonin receptor, a DC-STAMP, a V-tipusi ATP-4z, a
CIC7 klorid csatorna és a katepszin K kifejezodését a sejtekben (60).

Takayanagi ¢és munkacsoportja irta le el0szor, hogy az oszteoklasztok fejlodése
soran RANKL hatésara az intracellularis kalcium-koncentracio periddikus valtozasai, az
ugynevezett kalcium-oszcillaciok hozzajarulnak az NFATcl transzkripcids faktor
aktivalodasahoz (60). Az oszcillaciok pontos élettani jelentéségével maig nem vagyunk
teljesen tisztaban. Feltételezések szerint a Ca®*-hullamokkal kivédhets a sejtre hat6
hosszantartd magas kalcium-koncentracié végzetes kovetkezménye. A kalcium-
oszcillacid jelenségének létrejottét szdmos sejtben kimutattak, példaul az oocitdban a
megtermekenyités pillanataban, vagy az agykérgi neuronok axonndvekedésekor.
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A RANKL-RANK kapcsolédas altal beinditott legfontosabb  jelatviteli
eseményeket az 5. dbra mutatja be.

Oszteoblaszt
RANKL s
OoPG %_' RANK rlg-csezpet::ur
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}
&
|
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* DC-STAMP
= ATP6VOD2
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« MMP9

« ATP6I

« CIC7

Oszteoklaszt
differenciacio

5. dbra. A RANK és az immunglobulin-szerd receptorok
hatdsdra bekivetkezd legfontosabb viltozasok. A RANK-RANKL
kapcsolédas a TRAF6 fehérjét serketni, ami a MAPK kaszkadon
keresztiil az AP-1 transzkripcios faktort, kozvetetten pedig az NF-
kB-t aktivalja. Az AP-1 és az NF-«xB egyiittesen sziikséges az
NFATcl transzkripcios faktor aktivaciojahoz, és az oszteoklaszt-
specifikus gének atirddasahoz. Az immunreceptor-szerii receptorok
altal beinditott szignalizacios kaszkad mind direkt, mind indirekt
mddon hozzajarulhat az NFATc1 aktivaciojahoz. Forrés: (24).

3.10. Az o,fsintegrinek szerepe az oszteoklasztokban

A csontot alkotd sejteknek a tamasztészovet felépitéséhez 6ssze kell
kapcsolodniuk. Ez torténhet kdzvetlen modon, amikor sejt-sejt kapcsolatok jonnek létre,
vagy kozvetve, amikor a sejtek az extracellularis matrixhoz kapcsolodnak. Az

oszteoklasztok novekedesiikhoz, osztodasukhoz, s6t tulélésiikhoz is igénylik az
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extracelluldris matrix jelenlétét. Régota ismert, hogy a sejtadhézié hidnyaban nem jon
1étre az oszteoklasztok fejlédése in vitro korulmények kozott (33). Ez a letapadasi
fliggés leginkdbb az integrinek milkodésével magyarazhaté, amely molekulak
informécidt juttatnak az oszteoklaszt belsejébe a koriilotte 1évo csontszovet allapotardl,
a sejt-matrix adhézio erésségérol.

Az integrinek kovalensen nem Kkapcsolt o- és [-alegységbdl felépiild
transzmembran glikoproteinek (61). Jellemz6jiik, hogy ligandjukat nyugalomban kis
affinitassal kotik, ezért a klasszikus receptoroknal nagyobb stiriségben vannak jelen a
sejtmembranban (61). Szerepik messze tulmutat a sejtek matrixhoz torténd rogzitésen,
lehetoséget adnak a sejtnek, hogy érzekelje a kornyezetét azaltal, hogy kétiranyu
jeltovabbitasra képesek. A nyugalmi, alacsony affinitasu allapotban 1évé integrinek a
sejtb6l érkezd jelek hatasara fokozzak kotési erdsségiiket, affinitdsukat és szdmukat a
plazmamembranban (fokozddd aviditas). Ezt nevezzik ,,inside-out” szignalizacidnak.
Az integrinek azonban nem csak adhézidés molekuldk, hanem ligandjaik megkotését
kovetden informaciot is tudnak tovabbitani a sejt belsejébe (,,outside-in” szignalizacid)
(62). Az integrin-medialt sejtvalaszok kozé a citoszkeletalis atrendez6dés, a migracio, a
proliferacio és a talélés tartoznak (63). A nevezéktanuk alapjan elkilonitink 1, B2 és
B3 integrineket. Az oszteoklasztokban a sejtadhézid els6sorban az a,f3 integrinen
keresztll jon létre (25). A B3 integrin-hianyos egerekben oszteopetrozis alakul ki,
valamint karosodik az oszteoklasztok in vitro fejlddése és mikodése (34).

Az oszteoklaszt-fejlodés és -miikodés soran az extracellularis kornyezet
érzékelése ugy jon létre, hogy sok ayB3 integrin molekula a membran Kis teriletén
csoportosul, és a membrén citoplazmatikus oldaldn egymas kozelébe toborozza az
ugynevezett fokalis adhézios kindzokat (példaul Pyk2, FAK) (64). Ezek az enzimek a
citoszkeleton atrendez6déséhez, a podoszomak, majd az azokbdl felépiilé aktingytiriik
kialakulasahoz sziikségesek. A fokalis adhézios kinazok aktivalddasa feltehetéleg az Src
tirozin kindzon keresztiil jon létre. A c-Src génhianyos egér oszteopetr6zisban szenved,
oszteoklasztjaiban nem alakulnak ki aktingytrtk (65). Az a3 integrin a Rac fehérje
aktivacidjaban is szerepet jatszik, mely lépés képezi a csontbontashoz szlikséges
citoszkeletalis atrendezédések kiinduldé mozzanatdt. A Vav3, egy guanin nukleotid
kicserél6 faktor (GEF), amely a GDP-t egy Ujabb molekula GTP-re cseréli, ezéltal
aktivalja a Rac-ot. A Vav3 hianyaban egérben oszteopetrdzis alakul ki (66).
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Osszefoglalva: az o,Bs integrineknek a citoszkeletalis 4trendezddésekben, a
fokélis adhézids komplexek és az aktingyiiriik kialakuldsaban, illetve intracellularis

jelpalyak aktivalodasaban van alapvetd szerepiik.

3.11. Immunreceptor-szerii jelatvitel az oszteoklasztokban

A klasszikus immunreceptorok a velesziletett és a szerzett immunitas
nélkilozhetetlen tényez6i. Ide tartozik a B-sejt receptor (BCR), a T-sejt receptor (TCR)
és az Fc-receptorok (FcR). A kiilonbozé immunreceptorok jelatviteli folyamatai sok

hasonlosagot mutatnak, és azonos séma alapjan jellemezhetéek (67) (6. abra).

antigén/ligand

transzmembrdn
adapter

immunreceptor

ITA

Srec tirozin-kindzok
altali foszforilacidé

downstream szignalizacio

6. abra. Az immunreceptorok jelatvitele. A klasszikus immunreceptorok
ligandkotését kovetden a transzmembran adapter ITAM szekvenciajaban
elhelyezkedd tirozin oldallancok foszforilalodnak, és dokkold helydl
szolgalnak a Syk és a ZAP-70 tirozin kinazok szaméara, amelyek aktivalédasa
felelds a tovabbi szignalizacioeért. Forras: (67).

A klasszikus immunreceptorok ligandkotését kovetéen az Src tirozin-kinazok
foszforilaljak a receptor ligandk6té lancanak vagy az azzal kapcsoldédo segédlancnak
(Iga/IgPB, CD3 (-lanc, DAP12, Fc-receptor y-lanc) az Ugynevezett immunreceptor

tirozin-alapu aktivacios motivumaiban (ITAM) talalhatd ket tirozin aminosavat (68). Az
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ITAM foszforilalt tirozin oldallancaihoz az Src-homoldgia 2 (SH2)-domeénjén keresztil
kapcsolddik a Syk (BCR, FcR) vagy a ZAP-70 (TCR) nonreceptor tirozin kindz. Ezt
kovetden tovabbi tirozin kinazok aktivalédnak, amelyek az immunreceptor jelatvitel
disztalis elemeihez, az NF-xB és az NFAT transzkripcios faktorok aktivalodasahoz
vezetnek. A kozelmultban irtdk le, hogy a klasszikus immunreceptorok itt bemutatott
jelatvitele nemcsak az antigénfelismerésben, hanem az integrin-fiiggé sejtadhézio
kdzvetitésében is elengedhetetlen szerepet jatszik makrofagokban, neutrofilekben (69),
dendritikus sejtekben (70), vérlemezkékben (71), mikrogliakban (72) és az
oszteoklasztokban (73).

Az oszteoklasztokban az immunreceptor-szeri jelpalya szerepét elGszor
témavezetdm és vele parhuzamosan egy japan munkacsoport mutatta ki (73, 74). Az
ujonnan leirt jelpalyaban aktivalédé ITAM szekvenciat tartalmazé adapter fehérjék, a
DAP12 és az Fc-receptor y-lanc (FcRy) elengedhetetlen szerepet jatszanak az
oszteoklasztok fejlédésében és mikodésében. A két fehérje az oszteoklasztok
plazmamembranjaban immunreceptor-szerti receptorokhoz kapcsolodik, es aktivalja a
Syk tirozin kinazt (75). A kapcsolédd receptorokrdl kevesebbet tudunk. A DAP12
legnagyobb valdszinliséggel a TREM2 fehérjével asszocialodik (76). Emberben a
DAP12 és a TREM2 mutacidit irtdk le Nasu-Hakola szindrdmaban, amely betegségben
a kdzponti idegrendszer érintettsége mellett, az oszteoklasztok miikodésének zavara all
fenn (77, 78). Az FcRy-hoz asszocialodd OSCAR-t pedig nemrég azonositottak a csont
organikus matrixat alkotd I-es tipust kollagént felismeré receptorként (79). Felmerlt
tovabba a DAP12-asszocialt SIRPB1 és az FcRy-asszocialt PIR-A szerepe is, ezekrol
azonban meg keveset tudunk (74).

Az immunreceptor-szerti jelpalya pontos elhelyezkedése az oszteoklasztok
jelatvitelében a mai napig nem egyértelmiien tisztazott. Koga és munkatarsai a RANKL
kostimulacids jelpalyajajaként azonositottak (74). Munkacsoportunk szerint viszont
inkdbb a B3 integrinek jelatvitelébe illeszkedik a jelpalya. Ezzel egybecseng laborunk
altal korabban a neutrofil granulocitak B, integrin-fiiggd jelatvitelében tett megfigyelés
is (69).

Az immunreceptor-szerli jelpalya és a RANKL jelatvitele kozotti kapcsolodasi

pontokat az 5. dbra mutatja.
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3.12. A foszfatidilinozitol 3-kinazok és az oszteoklasztok

Az inozitol tartalma foszfolipidek a plazmamembran foszfolipid tartalmanak
minddsszesen néhany szazalékat teszik ki, mégis alapvetd fontossaguak a sejt életében.
A foszfatidilinozitol (Ptdins) foszforilélt szdrmazékai, a foszfoinozitidek, kulcsszerepet
jatszanak a sejtmiikddés szabalyozasaban, ugyanis foszforilaciojuk és defoszforilaciojuk
szamos jelatviteli folyamat része. Masodlagos hirvivé funkciojukon tul, szabalyozo
szerepet is betdltenek foszfoinozitid-kot6 (példaul PH, PX, FYVE) domént tartalmazo
fehérjékkel torténd kolcsonhatasok kialakitasaval. A PtdIns inozitol gytlrijét a
kiilonboz6 lipid kinazok a 3-as, a 4-es és az 5-0s poziciokban foszforilalhatjak, amely
folyamatok soran hét kiilonb6zo foszfoinozitid termék johet 1étre a sejtben. Ezek a
PtdIns(3)P, a PtdIns(4)P, a PtdIns(5)P, a PtdIns(3,4)P,, a PtdIns(3,5)P,, a PtdIns(4,5)P,
és a PtdIns(3,4,5)P3 (80).

A foszfoinozitidek bioszintézisében alapvet6 szerepiik van a foszfatidilinozitol 3-
kindzoknak (PI3K, vagy PI3-kinaz), amelyek az inozitol gyiiri 3-as pozicidjaban
foszforilalva PtdIns(3)P, PtdIns(3,4)P,, PtdIns(3,4,5)P3 keletkezéset katalizaljak (81). A
PI3-kinazok szerepe szinte az Osszes alapvetd sejtmiikodésben ismert: szabalyozzak a
sejtek tulélését, proliferacidjat, metabolizmusat, részt vesznek a sejtvandorlas, a
citoszkeletalis atrendezédések és a vezikularis transzport folyamataiban (82). Az
¢élettani miikodéseken tul szamos patologids allapotban leirtdk mar a szerepiket; a
daganatoktdl a metabolikus betegségeken at egészen a gyulladasos korképekig
meghataroz6i a korélettani folyamatnak (83-85). A PI3-kinazok szerkezeti és
enzimkinetikai hasonlésdgaik alapjan harom osztalyba sorolhatdék (86). A PI3K 1.
osztalyanak tagjai élettani koriilmények kozott elsésorban PtdIns(3,4,5)P3-ot termelnek,
a II. osztaly fehérjéinek f6 szubsztratja a PtdIns és a PtdIns(4)P, a PI3K Ill. osztalya
pedig leginkabb a Ptdins-t foszforildlja. A legjobban ismert PI3-kindzok a PI3K I.
osztalyaba tartoznak, és aktivalodasuk extracellularis ligandok kotddésének hatésara jon
1étre a sejtben. A p110 elnevezési katalitikus, és a kiilonb6z6 regulatoros alegységekbdl
felépiil6 heterodimerek tovabb csoportosithatok PI3K I.A és 1.B alosztalyokba (7. abra).
A PI3K A alosztalyaba tartozo katalitikus alegységek (p110a, p110p, p1105) az SH2
domén tartalmua regulatoros alegységekkel (p85 fehérjék) hozzak létre a P13Ka, a PI3K]
és a PI3Ko izoformakat (82, 86). A PI3K I|.B alosztalyaba tartozé regulatoros
alegységek (p84, p101) a p110y katalitikus alegységgel komplexet képezve épitik fel a
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PI3Ky izoformat. A PI3Ka és a PI3Kp ubikviter expressziot mutat, mig a PI3Ky és a
PI3K4 elsdsorban a hemopoetikus sejtekben fejezédik ki (87). A PISK LA fehérjék
klasszikusan a tirozin kinaz receptorok jelatvitelében aktivalodnak, a PI3K 1.B pedig a

G-fehérje-kapcsolt receptorok altal elinditott jelpalyajaban szerepel (7. abra) (82, 86).

receptor
G-fehérje-kapcsolt receptor

tirozin kinaz receptor plazmamembran

eoosee
0000
€0~ G #M. ' L - = PI3K LB osztaly

|memhn|izmus| talélés |

PI3K IA osztaly |pru|iferacin |differenciacin | fejl5dés |

|apnptﬁzis| adhézié | mofilitas | migracié |faqncitﬁzis|

7. abra. A PI3K I osztdly fehérjéit felépitd alegységek. A pl10a, a pl10f és a p1100
katalitikus és a p85 regulatoros alegységek dltal alkotott PI3Ka, PI3Kf és PI3Ko
aktivacioja a tirozin kinaz receptorok jelpalydajaban jon létre. A pl10y katalitikus és a
p84/p101  regulatoros alegységek dsszedllasanak —eredményeképpen a  PI3Ky
aktivalodasa a G-fehérje-kapcsolt receptorok hatasara térténik. Forras: (87).

A fejlesztés alatt allé kis molekulasulyl izoforma specifikus gatldszereknek és a
kozelmultban 1étrehozott transzgénikus egereknek koszonhetden tobb irodalmi adat all
rendelkezésre a PI3Ka, a PI3Ky és a PI3Kd fehérjék szerepérdl a sejtek jelatvitelében.
Ezzel szemben nagyon keveset tudunk a PI3Kp izoforma hatésairol a szervezet szintjén,
ugyanis a PI3KP katalitikus alegysegének teljes torlése egérben korai embrionélis
letalitdst okoz (88). Azonban Dr. Bart Vanhaesebroeck munkacsoportja nemrég
létrehozott egy katalitikusan inaktivalt pl10B-at expresszald6 mutans egértorzset (89),
amely elsék kozott tette lehetévé a PI3KP szerepének vizsgalatat kiilonbozd élettani
folyamatokban. Ezeknek az egereknek a segitségével irtak le, hogy a PI3Kp
aktivalddasa létrejohet mind a G-fehérje-kapcsolt, mind a tirozin kinaz receptorok
jelatvitelében (90, 91). A legujabb adatok alapjan pedig a PI3KP kis molekulastlyu
inhibitorai hatdsosak lehetnek a vérlemezkék integrinfliggd aktivacidjanak gatlasaban

patoldgias koriilmények kozott (92-94).
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A PI3-kindzok szerepe az oszteoklasztok fejlodésében és miikodésében mar
régebben felvet6dott. Az 1990-es években irtak le elészor, hogy az altalanos PI3K
inhibitor wortmannin, gatolja az oszteoklasztok in vitro fejlodését és mitkodését (95-
97). A pan-PIBK/mTOR inhibitor LY294002 jelenlétében nem alakultak ki érett
oszteoklasztok az in vitro kulturdkban (98). A PI3K I.A alosztaly regulétoros
alegységének (p85a) genetikai hianyaban pedig egérben karosodott az in vivo
oszteoklasztogenezis (99). Kiserleteink kezdetén azonban arrol nem allt rendelkezésre
adat, hogy az oszteoklaszt-fejlédésben és -mitkodésben betoltott fontos PI3K hatas
melyik izoforman keresztil jon létre. Kisérleteinkben ezért célul tiiztik ki, hogy
megvizsgaljuk a PI3Kp izoforma szerepét az oszteoklasztok in vitro fejlddésében és
miikodésében, valamint az in vivo csontanyagcserében nyugalmi és koros koriilmények

kozott.

3.13. A foszfolipaz Cy enzimek és az oszteoklasztok

A foszfolipaiz C (PLC) enzimcsaldd tagjai a plazmamembranban talalhat6
foszfatidilinozitol 4,5-biszfoszfatot (PtdInsP,) hasitjdk inozitol 1,4,5-triszfoszfatra
(InsP3) és a diacilglicerolra (DAG) (100). Az InsP3 kotédése receptorahoz kalcium-jelet
hoz létre a sejtben, a DAG pedig aktivalja a protein kindz C-t (101). Az enzimcsaladnak
emldsokben hat alosztalya ismert, ezek a PLCPB, a PLCy, a PLCS, a PLCg, a PLC( és a
PLCn. Kozullk a legtébbet a PLC és a PLCy enzimekrdl tudunk. Mig a PLCP fehérjék
elsésorban a G-fehérje-kapcsolt receptorok jelatvitelében aktivalédnak, addig a PLCy
izoenzimek a tirozin kindz receptorok altal elinditott jelpalyakban szerepelnek.

A PLCy alosztalynak két izoforméja ismert. A PLCyl ubikviter modon
expresszalddik, hianya egérben embrionalis letalitdst okoz (102). A PLCy2
hemopoetikus eredetii sejtekben fordul el6, és a fehérje genetikai hianya nem jar
embrionalis letalitdssal (103). A PLCy2 hianyaban egérben csokken a B-sejtek szama,
karosodik a vérlemezkék aggregacidja, és a neutrofilekben, hizosejtekben,
makrofagokban, valamint az NK sejtekben gatlédnak az FcR-figgé valaszok (103,
104). Mindkét izoforma katalitikus aktivitasanak megjelenéséhez meghatarozott tirozin
oldallancok foszforilacidjara van sziikség. A fehérjék ezen kivil két SH2 és egy SH3

domeénnel rendelkeznek, igy adapter molekulaként is funkcionalhatnak.
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Az immunsejtekkel vald kdzos eredetiik miatt az oszteoklasztok immunreceptor-
szerl jelatvitelében felvet6dott a PLCy2 szerepe. Munkacsoportunk korabban kimutatta,
hogy az integrin- és az FcR-fiiggd valaszok karosodasa a PLCy2™~ neutrofilekben az
immunreceptor-szerti jelatvitel zavaranak a kovetkezménye (105). Ezt a parhuzamot
erGsitette tovabb Koga és munkatérsainak a feltételezése, miszerint a PLCy izoforméak
aktivalodasa létrejohet a DAP12-t61 és az FcRy-tol elinduld, a NFATc1-on konvergalo
jelpélyaban (74). Ezért Dr. Kertész Zsuzsanna munkatarsammal megvizsgaltuk a PLCy2
szerepét az oszteoklasztok in vitro fejlddésében és miikddésében, valamint az in vivo
csontanyagcserében. Ezekben a kisérletekben azt taldltuk, hogy a PLCy2
elengedhetetlen az oszteoklasztok csontveldi sejtekb6l M-CSF és RANKL hatésara
tevekenyseégéhez. A PLCy2 genetikai hianya egerekben megnovelte a mineralizalt
csontadllomany mennyiségét, ami az oszteoklasztok csdkkent szamaval volt
magyarazhatd. Ezekr6l az eredményekrél Kertész Zsuzsanna részletesen beszamolt
doktori értekezésében. A PLCy2 szerepét az oszteoklasztok fejlédésében és a nyugalmi
csontanyagcserében t6liink fiiggetleniil két masik munkacsoport is publikalta (106,
107).

Azt azonban eddig nem sikeriilt egyik munkacsoportnak sem egyértelmiien
tisztdzni, hogy a PLCy2 milyen mechanizmussal jatszik szerepet az oszteoklasztok
fejlodésében és miikodésében. Sajat kisérleteinkben a PLCy2 genetikai hianya nem
vezetett a mieloid prekurzorok fejlédésének zavardhoz, és nem befolyasolta az
oszteoklaszt-specifikus gének expresszidjat. Egy munkacsoport vellink parhuzamosan
felvetette a PLCy2 szerepét az oszteoklasztok integrin-fiiggd jelatvitelében (108),
azonban a fehérjének a korai oszteoklasztogenezisben bet6ltott szerepe tovabbra is
tisztazatlan maradt. Kisérletes munkank masodik felében ezért célul tiztik ki, hogy
azonositsuk azt a mechanizmust, amivel a PLCy2 az oszteoklasztok fejlodését és

mikodését szabalyozza.
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4. Célkituzések

Ph.D. munkam soran a PI3KP és a PLCy2 fehérjék oszteoklasztokban betoltott

szerepének vizsgalataval foglalkoztam, és a kovetkezo kérdésekre kerestem a vélaszt:

1)

2)

3)

4)

5)

Szerepet jatszik-e a PI3KP fehérje az oszteoklasztok in vitro fejlédésében és

mukodésében?

Részt vesz-¢ a PI3Kf az in vivo csontanyagcsere szabalyozasaban egészseges

korilmeények kdzott?

Milyen mechanizmussal jatszik szerepet a PI3KP az oszteoklasztok

fejlodésében és miikdésében?

Részt vesz-e a PI3KP a sebészi ovariektomia-kivaltotta csontvesztés

kialakulasaban?

Milyen mechanizmussal szabalyozza a PLCy2 fehérje az oszteoklasztok

fejlodését?
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5. Mobdszerek

A célkittizésekben megfogalmazott kérdések kisérletes megvéalaszolasahoz

farmakoldgiai és genetikai megkdzelitéseket alkalmaztam.

5.1. Kisérleti allatok

A PI3Kp katalitikus alegységét (p110p) kodold Pik3b gén 21-22-es exonjanak
deléciojat homozigéta formaban hordozé — Pik3ch™1Bvan/tmi-1Bvan

(tovabbiakban: PI3KB ™) Dr. Bart Vanhaesebroeck (Barts Cancer Institute, Queen Mary

egértorzset

University of London, London, Egyesilt Kiralysag) hozta létre és bocsatotta
rendelkezésiinkre (89). Az egerek C57BL/6:129Sv kevert genetikai hattéren voltak,
fenntartasukhoz heterozigéta formaban tenyésztettiik 6ket, és a kisérletekben felhasznalt
allatokat legalabb négy alkalommal visszakereszteztik a C57BL/6 héttérre. A PI3Kp™~
egyedek testsulya elmaradt a vad tipust tarsaikéhoz keépest, halalozasi aranyuk
magasabb volt, és a PI3KB~ him egereket csokkent fertilitas jellemezte (89).

A PLCy2-t kédolé Plcg2 gén inaktivalasat eredményezd Pleg2™ ™ mutaciot
homozigéta formaban hordozé egértérzset (tovabbiakban: PLCy27") C57BL/6 genetikai
hattéren Dr. James N. Ihle (St. Jude Children's Research Hospital, Memphis, Egyesult
Allamok) hozta létre és bocsatotta rendelkezésiinkre (103). A kisérleteinkben
felhasznalt allatokat legalabb négy alkalommal visszakereszteztiik C57BL/6 hattérre.
Mivel a PLCy2™~ egyedek halalozési aranya magasabb volt a vad tipust tarsaikénal, és
a felnéttkort megélé PLCy2™~ him egerek fertilitasa csokkent, a koléniat heterozigéta
(PLCy2*") formaban tartottunk fent, és a homozigéta génhianyos éllatokat PLCy2"~ x
PLCy2"" paroztatasokbdl nyertik. Az utédokat allél-specifikus PCR-reakci6
segitségével genotipizaltuk (105).

A Lifeact-EGFP (109) transzgént ubikviter modon expresszald egértorzset Dr.
Michael Sixt (Institute of Science and Technology, Klosterneuburg, Ausztria) bocsatotta
rendelkezésiinkre (110). A transzgént hordozé egyedeket PI3KP*~ allatokkal
keresztezve olyan egereket hoztunk létre, amelyekben a Lifeact-EGFP jelen volt, mig a

PI3Kp katalitikus alegysége hianyzott beldliik.
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A PI3KB™ és a PLCy2™ egerek magasabb halalozasi aranya miatt az in vitro
vizsgélataink egy részénél csontveld-transzplantacioval biztositottuk a kisérleteinkhez
szilkséges szaml &llatot. A csontveldé-transzplantacié soran a Co®® sugarforrasbol
szarmazd 11 Gy sugarddzissal letalisan besugarzott Ly5.1 (CD45.1)-pozitiv recipiens
egereknek intravéndsan beadtuk az Ly5.2 (CDA45.2) felszini markert kifejezé donor
sejteket. A transzplantacio sikerességének ellenérzését négy hettel a beavatkozés utan
vegeztuk aramlasi citométer segitsegével, a periférias vér neutrofil granulocitainak
Ly5.2 expressziojanak meghatarozasa alapjan (111, 112). Az igy kapott csontvel6i-
kimérak periferids neutrofil granulocitai 99,9 vagy afeletti %-ban az Ly5.2-es markert
hordoztak a felszinikén a dolgozatban bemutatott minden kisérletben. A csontvel6i-
kimérak és a megfeleld6 PLCy2”~ vagy PI3KB ™ genotipusti egerek csontveld eredetii
oszteoklaszt kultarai kozott nem tapasztaltunk morfologiai s funkcionalis kilonbseget.

A farmakoldgiai kisérletekhez sziikséges C57BL/6 egereket a Charles River-t6l
(Wilmington, Egyesiilt Allamok) szereztiik be. A csontvelé-transzplantaciohoz az Ly5.1
allélt hordozd B6.SJL-Ptprc® allatokat a Jackson Laboratories-tol (Bar Harbor, Egyesiilt
Allamok) vésaroltuk. Kisérleteinkben kontrollként ugyanolyan nemii és életkora (a
csontvel6i kimérak esetében azonos idépontban transzplantalt), lehet6leg egy alombdl
szarmazoO egyedeket hasznaltunk. Az egereket konvencionalis allathdzban, egyedileg
szelldztetett ketrecallvanyokban (Tecniplast, Buguggiate, Olaszorszag) tenyesztettiik. A
kisérleteket a Semmelweis Egyetem Munkahelyi Allatvédelmi Bizottsaga ajanlaséra a

Févarosi Allategészségiigyi és Elelmiszerellenérz Allomas engedélyezte.

5.2. Invitro oszteoklaszt és makrofag kulturak

Az in vitro egér oszteoklaszt tenyészetekhez a vad tipust, a PI3KB™ és a
PLCyZ_/_ egerek hosszi csOves csontjaibol (femur, tibia) nyert csontveldi sejteket
kezdetben alacsony koncentracioju (10 ng/ml) rekombinans egér M-CSF (Peprotech,
Rocky Hill, Egyesiilt Allamok) jelenlétében, a-MEM médiumban (Invitrogen, Carlsbad,
Egyesult Allamok), szovetkultira-kezelt tenyésztdedényeken tenyésztettik 48 Oran
keresztill. Ezt kdvetOen a feliiliszoban 1évé nonadherens sejteket (tovabbiakban mieloid
prekurzorok) 2x10°/cm? siirfiségben, 20 vagy 50 ng/ml rekombinans egér M-CSF és 20
vagy 50 ng/ml rekombinans egér RANKL (mindketté a Peprotech-t6l1) jelenlétében, a-
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MEM médiumban tenyeésztettlik tovabb. A kulturdkon 48 6ranként cseréltink médiumot
és citokineket. A mieloid prekurzorok kirakasat kovetd 72 ora elteltével az
oszteoklasztokat a kereskedelmi forgalomban kaphaté tartarat rezisztens savas
foszfatazt (TRAP) detektalo kit-tel (Sigma, St. Louis, Egyesiilt Allamok) megfestettiik,
és Leica DMI6G000B (Leica Microsystems Wetzlar, Németorszdg) mikroszkdppal
vizsgaltuk. A TRAP-pozitiv (piispoklilara festédd), harom vagy annal tébb maggal
rendelkezé sejteket tekintettiik oszteoklasztoknak, és a kulturakban szamukat
manualisan hataroztuk meg. A sejtek legnagyobb atmér6jét az Image J szoftver
segitségével (NIH, Bethesda, Egyesiilt Allamok) mértiik le. Az in vitro csontbontas
vizsgalatdhoz a sejteket 2x10°/cm? siirfiségben mesterséges hidroxiapatit felszint
tartalmazd tenyésztéedényekre (BD BioCoat Osteologic slides; BD Biosciences,
Bedford, Egyesilt Allamok) vagy szarvasmarha Kortikalis csontszeletekre
(Immunodiagnostic Systems, Boldon, Egyesilt Kiralysag) tettiik, és rekombinans egér
20 vagy 50 ng/ml M-CSF és RANKL jelenlétében 11 napig tenyésztettik. A kultirakon
a médiumot és citokineket 48 dranként csereltik. A 11. napon a sejteket natrium-
hipoklorit 5%-0s vizes oldataval eltavolitottuk, majd a kultarékat lefenyképeztiik, és a
reszorpcias tertilet nagysagat Image J szoftverrel kiértékeltuk.

Az oszteoklaszt eldalakok retroviralis rekonstitucidjdhoz a PLCy2+/_ X PLCy2'/'
egerek idodzitett terhességébdl szarmazd, 15-18 napos magzatokat az anyaéllatbol
eltavolitottuk, majd majukbdl sejtszuszpenziot készitettlink, és az embidkat PCR és
Western blot alapon genotipizaltuk. Az igy nyert vad tipusi és PLCy2”~ embrionalis
majsejteket 100 ng/ml rekombinans egér SCF és TPO, 6 ng/ml IL-3, 20 ng/ml FIt3L és
10 ng/ml rekombinans huméan IL-6 (mind a Peprotech-t6l) jelenlétében, StemPRO
médiumban (Invitrogen) tenyeésztettilk 48 oran keresztil. A retrovirdlis rekonstiticiot
kovetéen a sejteket az eléz6ekben targyalt modon oszteoklaszt iranyba
differencialtattuk.

Az egér oszteoklaszt eldalakoknak oszteoblasztokkal kozos kultiraban torténd
tenyésztéséhez 1-3 napos ujszulott egerek koponyajabdl 0,1 % kollagenaz és 0,25 %
tripszin-EDTA (Sigma) segitségével oszteoblaszt eldalakokat izolaltunk, és 10° sejt/well
stiriségben 96-lyuki szovetkultdra kezelt tenyésztéedényekre helyeztiink. A sejteket 48
oran keresztil a-MEM médiumban, 10 nM 1,25-dihidroxi-Ds-vitamin és 10 nM

dexamethasone (Sigma) jelenlétében tenyésztettlik. Ezutan az oszteoblasztokra vad
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tipust és PI3KP™ egerekbdl szarmazé csontveldi sejteket helyeztiink 5x10* sejt/well
stiriségben, majd 10 napig tenyésztettlk egyltt 6ket. A kultdrdt TRAP-festessel
allitottuk le, és az el6zdekben bemutatott modokon értékeltik ki.

Az in vitro egér makrofag tenyészetekhez a vad tipust, a PI3KB™ és a PLCy2 ™~
egerekbdl szdrmaz6 mieloid prekurzorokat 20 vagy 50 ng/ml rekombinans egér M-CSF
jelenlétében, a-MEM médiumban, RANKL hozzdadasa nelkil tenyésztettik.

Az in vitro human oszteoklaszt tenyészetekhez egészséges onkéntesek periferias
vérébol monocitakat izolaltunk. A dextranos iilepitést kovetden a sejteket Ficoll-Paque
gradiensen centrifugaltuk, majd a vordsvértesteket hipotéonias lizissel tavolitottuk el
(113). A mononukleéris sejteket 2x10° sejt/cm? siirtiségben 24-lyukd szévetkultdra-
kezelt tenyésztéedényekre vagy BD BioCoat Osteologic Slides lemezekre tettik ki, 50
ng/ml rekombindns huméan M-CSF és 50 ng/ml rekombindns human RANKL
(Peprotech) jelenlétében, ao-MEM médiumban. Az oszteoklasztokat 14 napig
tenyésztettlik, és 2 naponta cseréltiink médiumot rajtuk. A kiértékelést az el6z6ekben
bemutatottakhoz hasonléan TRAP-festéssel és Image J szoftver segitségével végeztik.
A human sejteken végzett kisérleteinket a Semmelweis Egyetem Regionalis, Intézményi
Tudomanyos es Kutatasetikai Bizottsaga engedélyezte.

A gatloszeres kisérletekben a wortmannin (Sigma) és a TGX221 (Cayman
Chemicals, Ann Arbor, Egyesiilt Allamok) megjel6lt koncentracidit a médium- és
citokincserével egyitt, 2 naponta adtuk a kultdrakhoz. A kontroll kezelt mintak 0,1%
DMSO-t vagy 0,1% etanolt kaptak.

5.3. Apoptozis vizsgalata

A sejthalal vizsgalatdhoz a vad tipusti és a PI3KP™~ egerekbdl szarmazé
csontvelbi eredetii mieloid prekurzorokat 50 ng/ml rekombinans M-CSF és 50 ng/mi
rekombinans RANKL jelenlétében, o-MEM médiumban, szovetkultura-kezelt
tenyésztéedényeken differencidltattuk 48 oran at. Az igy nyert preoszteoklasztokat a
tenyésztéedényekrol 0,25% tripszin-EDTA (Sigma) segitségével szedtlk fel, majd vagy
rogton analizaltuk, vagy tovabbi 12 és 18 dran keresztll a-MEM médiumban, szérum és
citokinek jelenléte nelkil tenyésztettlik és vizsgaltuk. A sejteket Annexin-V-PE-nel és

7-amino-actinomycin D-vel (Apoptosis Detection Kit, BD Pharmingen, San Jose,
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Egyesiilt Allamok) a gyarto leirasa szerint megfestettiik, és aramlasi citométerrel (BD
FACSCalibur) elemeztiik.

A TUNEL reakcidohoz a csontveldi eredetli mieloid prekurzorokat 50 ng/ml
rekombinans M-CSF és 50 ng/ml rekombinans RANKL jelenlétében o-MEM
médiumban, szOvetkultdra-kezelt tenyésztéedényeken differencialtattuk 72 Oran
keresztil. A sejteket a gyartd protokollja alapjan az In Situ Cell Death Detection Kit
(Roche, Bazel, Svajc) segitségével megfestettiik, majd lefényképeztik, és a TUNEL-

pozitiv sejteket manualisan megszamoltuk.

5.4. Fluoreszcens mikroszkopia

Az aktingyliriik megfestéséhez a vad tipusti és a PI3KP™ egerekbél szarmazo
csontvelbi eredetii mieloid prekurzorokat 50 ng/ml rekombinans M-CSF és 50 ng/mi
rekombinans RANKL jelenlétében, o-MEM médiumban, szovetkultura-kezelt
tenyésztbedényeken 72 Ordn at differencialtattuk. Ezutan a sejteket 4%
paraformaldehiddel fixaltuk, 0,1% Triton X-100 segitségével (Sigma) permeabilizaltuk,
majd Alexa488-Phalloidin-nel (Invitrogen) és DAPI-val (Invitrogen) megfestettiik. Az
aktingytiriiket Leica DMI6000B mikroszkoppal azonos beallitasok mellett fénykeépeztik
le.

Az oszteoklaszt fejlodés soran bekovetkezo citoszkeletalis valtozasok ,,real time”
nyomonkdvetésére a Lifeact-EGFP-t expresszalé vad tipusi és PI3KP™ egerekbdl
szarmaz0 csontveldi eredetli mieloid prekurzorokat 50 ng/ml rekombinans M-CSF és 50
ng/ml rekombinans RANKL jelenlétében, a-MEM médiumban, szovetkultura-kezelt
tenyésztéedényeken 72 dran at differencidltattuk. A felvételeket az IncuCyte Zoom
(Essen BioScience, Ann Arbor, Egyesilt Allamok) rendszerrel készitettiik. A
bemutatott videdk és pillanatfelvételek az IncuCyte Zoom Controller 2013A szoftver
hasznéalataval készultek.

A savas vezikulak megfestéséhez a vad tipust és a PI3KB™ egerekbdl szarmazé
csontvel6i eredetii mieloid prekurzorokat 50 ng/ml rekombinans M-CSF és 50 ng/ml
rekombinans RANKL jelenlétében, o-MEM médiumban, szovetkultura-kezelt

tenyésztéedényeken 72 Oran at differencialtattuk. A sejteket 20 percig LysoTracker Red
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(Invitrogen) vitalis festékkel inkubaltuk, majd fixaltuk, permeabilizaltuk, vegul pedig
megfestettik DAPI-val, és az el6z6ekben bemutatottakhoz hasonloan kiértékeltiik.

A kalcium-oszcillaciok méréséhez a vad tipust és a PLCy2™~ egerekb@l szarmazé
csontveldi eredetli mieloid prekurzorokat 50 ng/ml rekombinans M-CSF és 50 ng/ml
rekombinans RANKL jelenlétében, a-MEM médiumban tenyésztettiik 24, 48 vagy 72
oran keresztil. A sejteket 5 uM Fura-2-AM (Tocris Bioscience, Missouri, Egyesilt
Allamok) és 0,05% pluronsav (Sigma) jelenlétében 30 percig 37 °C-on inkubéltuk
szérummentes DMEM médiumban (Invitrogen), majd a mosast kovetéen 0,5 mM
kalciumot tartalmazd Hank’s balanced salt solution-ben (HBSS, Thermo Fischer
Scientific, Massachusetts, Egyesiilt Allamok) vettik fel. A fluoreszcencia valtozasait
340 nm és 380 nm excitacios, valamint 510 nm emisszios hullamhosszakon mertik
Visitron rendszeren (Visitron Systems, Puchheim, Németorszag). Az excitacios
hulldamhosszakon mért fluoreszcencia értékek hanyadosabol kaptuk meg a relativ
fluoreszcenciat (fluoreszcencia hanyados 340/380 nm) (114). A méréseket 5
masodpercenként vegeztik, a kiértékeléshez MetaFluor szoftvert (Molecular Devices,
Sunnyvale, Egyesiilt Allamok) hasznaltunk. A kiértékelés soran a region of interest-ek
(ROI-k) azonos méretiick voltak, és 15 pixelbdl allo sugara, 4 um-nek megfeleld
atmérojii koroket formaltak, amelyek a sejtek citoplazmajat jelent6sen lefedték egy sejt-
egy ROI mérési felallasban.

5.5. Geénexpresszios vizsgalatok

Az oszteoklaszt-specifikus gének expresszidjanak valtozasat kvantitativ real-
time PCR mddszerrel kdvettiik nyomon (115). A vad tipust és a PI3KB egerekbdl
szarmazl csontveldi eredetli mieloid prekurzorokat 50 ng/ml rekombinans M-CSF
jelenlétében (makrofagok), vagy 50 ng/ml rekombinans M-CSF és 50 ng/ml
rekombinans RANKL jelenlétében (oszteoklasztok), a-MEM médiumban tenyésztettiik
0, 24, 48 vagy 72 oran keresztil. A sejtekbdl TriPure reagens segitségével (Roche) az
RNS-t kivontuk, majd minéségét Thermo Scientific NanoDrop spektrofotométeren
ellendriztiik. A genomialis DNS eltavolitdsdhoz 10 ug RNS-t 1 uL DNase | (Ambion,
Austin, Egyesiilt Allamok) jelenlétében 37°C-on inkubéltunk 30 percig. A reverz

transzkripcid6 100 ng RNS-t felhasznalva, Super Script Il (Invitrogen) reverz
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transzkriptazzal 37 °C-on 2 Oran keresztlil tortént. Ezt kovetden Tagman Gene
Expression Assay-ekkel (Applied Biosystems, Foster City, Egyesiilt Allamok) ABI
PRISM 7900 (Applied Biosystems) késziiléken meghataroztuk az egér Pik3ca (PI3Ka-
at kodold gen; Mm00435673_m1), Pik3cb (PI3KB; MmM00659576_m1), Pik3cg (PI3Ky;
MmO00445038 m1), Pik3cd (PI3Ks; MmO00435674 ml), Acp5 (TRAP, Tagman
MmO00475698 m1), Calcr (kalcitonin rceptor, Mm00432271_m1), Ctsk (katepszin K,
MmO00484039_m1), Itgh3 (integrin B3 lanc; Mm00443972_m1l), Nfatcl (NFATcI;
MmO00479445 m1) és Tm7sf4 (DC-STAMP; MmO04209235_m1) gének expressziojat. A
normalizalashoz a Gapdh (GAPDH; Mm99999915 g1) héztartdsi gént hasznaltuk. A
reakcidt 40 cikluson keresztil 94 °C-on 12 méasodpercig és 60 °C-on 60 masodpercig
vegeztik. A relativ génexpressziokat a komparativ Ct mddszer segitsegével hataroztuk

meg.

5.6. Biokémiai vizsgalatok

A katepszin K iiritésének vizsgalatahoz a vad tipust és a PI3KP™ egerekbol
szarmazo csontveldi eredetli mieloid prekurzorokat 50 ng/ml rekombinans M-CSF és 50
ng/ml rekombinans RANKL jelenlétében, a-MEM mediumban tenyésztettiik 72 oran
keresztil. A kialakult oszteoklasztokat 50 ng/ml PMA-val stimulaltuk (Sigma) 10
percig. Ezutan a kultarakrol a feliiliszokat Osszegyljtottiik, és beldlik a fehérjéket
acetonnal Kkicsaptuk. A tenyésztéedények aljan maradt sejteket Triton X-100 alapu
detergenssel lizaltuk. A feltluszdkbdl szdrmazo fehérjeket és a teljes sejt lizatumokat
poliakrilamid gélen megfuttattuk, és Western blot technikaval hivtuk elé.

A jelatviteli vizsgalatokhoz a vad tipust, és a PI3KB™™ egerekbdl szarmazd
csontvelbi eredetii mieloid prekurzorokat 50 ng/ml rekombinans M-CSF és 50 ng/mi
rekombinans RANKL jelenlétében, o-MEM médiumban tenyésztettik 72 Orén
keresztil. Az érett oszteoklasztokat 50 ng/ml M-CSF és 50 ng/ml RANKL citokinekkel
szovetkultira-kezelt tenyésztéedényeken 10 percig, 37 °C-on stimulaltuk. A kontroll
sejteket citokinek nélkul hagytuk o-MEM médiumban a tenyésztéedényeken. A
stimuléaciot jégen allitottuk le, a fellluszot leszivtuk, majd a sejteket proteaz- és
foszfatazgatlokkal (aprotinin, proteaz inhibitor komplex, foszfataz inhibitor komplex,

natrium-vanadat, PMSF) kiegészitett Triton-X-100 alapu feltar6 oldatban 10 percig
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lizaltuk. Az immunprecipiticiés vizsgalatokhoz 0,1% SDS-t és 0,5% nétrium
deoxikolatot tartalmaz6 RIPA (radioimmunoprecipitation assay) feltard0 oldatot
hasznaltunk. A lizalast kovetéen a letapadt sejteket felkapartuk, majd a Triton-
inszolubilis frakciot lecentrifugéltuk (13200 rpm, 5 perc 4 °C), és a fellliszokat
négyszeres toménységii merkaptoetanolt tartalmazé redukald mintapufferben vettiik fel.
Az igy kapott mintdkat 10 percig 96 °C-on f6ztik, majd poliakrilamid gélen
megfuttattuk, és Western blot technikaval hivtuk ¢lé.

Az immunprecipitacios vizsgalatokban a PLCy2 fehérjét a teljes sejt lizatumokbol
PLCy2 ellenes antitesttel (Q-20; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Egyesiilt Allamok),
90 perces 4 °C-os forgatas mellett torténd inkubacid soran, protein G-vel boritott agar6z
gyongyok (Invitrogen) segitségével vontuk ki. Mosast kovetden a gyongyoket
masfélszeres toménységli redukaldé mintapufferben vettiik fel, és 10 percig 96 °C-on
foztiik, majd poliakrilamid gélen megfuttattuk.

A fellliszébdl szarmazd fehérjéket, a teljes sejt lizdtumokat és az
immunprecipitatumokat Western blot mddszerrel vizsgaltuk tovabb. A vizsgalathoz
katepszin K elleni (E-7, Santa Cruz), PLCy2 elleni (Q-20, Santa Cruz), p110p elleni (S-
19, Santa Cruz) és foszfotirozinra specifikus (4G10; Millipore, Billerica, Egyesult
Allamok) elsddleges antitesteket hasznaltunk, a méasodlagos antitestek a GE Healthcare-
t6l szarmaztak. Az immunreakciot ECL reagenssel (GE Healthcare, Little Chalfont,
Egyesilt Kiralysadg), kemilumineszcens modszerrel hivtuk eld, és rontgenfilmre

exponaltuk.

5.7. Retroviralis rekonstitici6

A PLCy2 fehérje embrionalis majsejtekbe torténé reexpressziojdhoz a human
PLCy2-t (1265 aminosav, accesion number: NP_002652) kodol6 cDNS-t az egér-Ossejt
virus alapt (MSCV), belsé riboszoma belépési helyt6l (IRES) disztalisan GFP-t
expresszald, bicisztronikus pMIG-R1 vektorba (116) klonoztam. A kl6nozas soran a
pcDNAS3.1(+) vektorbol az Xba | restrikciés endonukledz segitségével kivagott 3,8 kb
méretli fragmentumot - amely a PLCy2 cDNS-ét is tartalmazta — a pMIG-R1 vektorba
ligaltam. Az igy létrehozott, és szekvenalassal ellenérzott retrovirdlis vektort pMIG-

PLCy2-nek neveztem el.
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A 16,8-16,8 pug pMIG-R1 és pMIG-PLCy2 vektorokkal 11,9 x 10° Platinum-E
(Plat-E) (117) csomagoldsejtet transzfektaltunk 50,4 pl Lipofectamin 2000
transzfekcios reagens (Invitrogen) eés 4 ml OptiMem jelenlétében, 14 ml DMEM
médiumban (Invitrogen). A Plat-E sejtek tartalmaztak a viruspartikulumok
Osszeszerel6déséhez sziikséges gag-pol és env géneket. A csomagolosejtek
feluliszéjaba dritett replikacié inkompetens virusokat csak a ragcsald sejtek tudtak
felvenni a hasznalt ekotropikus burokfeherjének koszonhetéen. A virustiter
meghatarozasahoz a Plat-E sejtekrél 48 ora elteltével Osszegytjtott feliiliszot
lecentrifugaltuk (3000 rpm, 5 perc, 37 °C), majd 0,45 um atmérdjt sziir6n atszirtiik, és
NIH3T3 fibroblasztokkal inkubaltuk. A dolgozatban bemutatott kisérletek
mindegyikében a virustiter 10°-10" fertdz8képes partikula/ml kozotti értéknek adédott.
A virusokat tartalmazo fellluszot ezutan régton vagy -80°C-on maximum fél évig
torténd tarolas utan adtuk a sejtekhez.

A vad tipusi és a PLCy2™~ embrionalis majsejtek transzdukcidja 24 6raval az
izolalasuk utan tortént 100 ng/ml rekombinans egér SCF eés TPO, 6 ng/ml IL-3, 20
ng/ml FIt3L és 10 ng/ml rekombinans human IL-6 (Peprotech) és 12,5 ug/ml
Retronectin (Takara Bio Inc, Tokio, Japan) jelenléteben, StemPRO médiumban. Az
azonos szamu viruspartikulumot tartalmazo megfelelé térfogatu fellilszokat 24 o6rén
keresztll inkubdltuk egyiltt a sejtekkel. A transzdukciot kovetéen az embriondlis
majsejteket eldszor 10 ng/ml rekombinans egér M-CSF jelenlétében tenyésztettilk 48
oran keresztil, majd tovabbi 72 6ran a 50 ng/ml M-CSF és 50 ng/ml RANKL
jelenlétében differencialtattuk. A sejteket ezutdn TRAP-ra megfestettiik vagy kalcium-

mérést végeztink rajtuk.

5.8. Mikro-CT vizsgalatok

A vad tipust és a PI3KB™~ egerekbdl eltavolitott femurok disztalis metafizisében
talalhatd trabekularis csont szerkezetét és mineralizaciojat mikro-CT vizsgalattal
értékeltik ki. A femurokat 0,1% Na-azidot tartalmaz6 PBS oldatban taroltuk, majd
fogaszati gyanta segitségével 1,5 ml-es Eppendorf-csovekbe agyaztuk. A csontok
szkennelését 50 kV és 200 pA erdsségii gyorsitofesziltséggel, 0,5 mm vastagsagu

aluminiumsziir6 mellett, 0,5 fokonkeénti forgatassal SkyScan 1172 (SkyScan, Kontich,
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Belgium) késziiléeken végeztlik. A bedllitasokkal 4,5 pm oldalhosszisagu izometrikus
voxeleket kaptunk. A haromdimenzids rekonstrukciét NRecon, a kiértékelést pedig CT-
Analyser (SkyScan) szoftverekkel hajtottuk végre. A trabekularis csontallomany
vizsgalatahoz a disztalis ndvekedési zonatol szamitott 50. szelett6l (225 um) kezd6do
400 szeletet (1,8 mm) hasznaltuk. A csont-lagyszovet hatar beéllitdsa manuélisan
tortént, a parhuzamos mintdk mindegyikénél azonos értékeket alkalmazva.
Demonstracios celra a disztalis ndvekedési zonatdl szamitott 250. szeletet (1,13 mm) és
a 150. és 450. szelet kozotti (1,35 mm), 700 um atméréji tengelyiranyu hengert
hasznaltuk fel. A mintak kiértékelése a nemzetkdzi irodalomban elfogadott ajanlasok
figyelembevételével tortént (118).

5.9. Szovettani vizsgalatok

A hisztomorfometriai vizsgalatokat az egerek femurjanak disztalis metafizisén
végeztilk. A vad tipusti és a PI3KB™~ egerekbdl eltavolitott csontokat 6 oran at 4,5%
paraformaldehidet tartalmazé PBS oldatban fixaltuk, és 70%-os etanolban taroltuk. A
feldolgozas sordn a mintakat 14% EDTA-val 7 napig dekalcindltuk, majd paraffinba
agyaztuk be, és mikrotommal metszettik. A szeleteket TRAP-, toluidinkék- és
hematoxilineozin-festésekkel értékeltik ki. A metszetekr6l Zeiss Axioskop 2
mikroszkoppal (Marburg, Németorszag) készilt képeket OsteoMeasure (OsteoMetrics,

Atlanta, Egyesiilt Allamok) szoftverrel, nemzetkézi ajanlasok szerint elemeztiik (119).

5.10. Petefészek eltavolitas

Az 0sztrogének hianyaban 1étrejové csontvesztést a petefészkek sebészi
eltavolitasaval (ovariektémia, OVX) vizsgaltuk. Vad tipusi és PI3KB”™ néstény
egereket 8 hetes korukban izoflurannal elaltattunk, majd dorzolumbalis metszésbol
felkerestlik a petefészkeket mindkét oldalon. A bér- és az izommetszést koveten a
petevezetékeket lekotottlik, az ovariumokat eltdvolitottuk, majd a metszéseket
varratokkal zartuk. Az aloperalt (SHAM) allatokon ugyanugy elvégeztiik a petefészkek

felkeresését, de azokat nem kotottik le, illetve nem tavolitottuk el. Az allatokbol 6
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héttel a mitét utan mikro-CT vizsgélatra femurt és tibiat izol&ltunk, valamint az

uterusok sulyanak lemérésével meggydzddtiink az operacio sikerességérol.

5.11. Statisztikai analizis

Az in vitro kisérleteket legalabb haromszor megismételtlik, az in vivo méréseket
pedig elvégeztiik legalabb harom, korban és nemben megegyez6 egéren. A statisztikai
hibdk az atlag hibdjaként (SEM) vannak megadva. A statisztikai elemzést kiilonboz6
elemszamu, két populaciés nem-parositott t-probaval, illetve ismétléses, kétfaktoros
variancia analizissel (kétutas ANOVA) végeztik Statistica 7.0 szoftver (Statsoft, Tulsa,
Egyesult Allamok) segitségével. A genotipus és az elvégzett beavatkozasok kozotti
interakcidt Tukey poszt-hok vizsgélattal hataroztuk meg. Statisztikailag szignifikdnsnak
ap < 0,05 értéket tekintettik.
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6. Eredmények

Ph.D. munkam soran a PI3KP eés a PLCy2 fehérjék szerepét vizsgaltam az
oszteoklasztok fejlodésében és mitkddésében, valamint a csontanyagcserében. Irodalmi
adatok alapjan mindkét fehérjérol felmeriilt, hogy szerepet jatszhatnak az
oszteoklasztokban, azonban a munkank kezdetén konkrét eredmények nem alltak

rendelkezésre.

6.1. A PI3Kp szerepe az oszteoklasztok fejlédésében és miikodésében

Ahogy azt a bevezetésben emlitettem, régdta ismert kisérletes megfigyelés, hogy
az altalanos foszfatidilinozitol 3-kinaz (PI3K) gatlészer wortmannin és LY294002
hatasara az oszteoklasztok in vitro fejlodése és mikodése karosodik (95-97). Arrdl
azonban méréseink kezdetén nem volt adat, hogy a kiilonbozé PI3K izoformak koziil
melyik/melyek kozvetitik ezt a hatast. Ezért kisérleteinkben célul tiztik ki, hogy
azonositsuk az oszteoklasztok in vitro fejlédésében és miikodésében, valamint az in vivo
csontanyagcserében dominans szerepet jatszé PI3K izoforméat. Kisérleteinkben
genetikai és farmakologiai megkozelitéseket alkalmaztunk, és az itt bemutatando

eredményeinket az Arthritis & Rheumatology cimt folyodiratban kézoltuk.

6.1.1. Az oszteoklaszt-fejlodés soran fokozodik a PI3Kp kifejezédése

Els6é kisérleteinkben azt vizsgaltuk meg, hogy az in vitro oszteoklasztogenezis
soran az egyes PI3K izoformak kifejez6dése hogyan valtozik. Az egér csontveldi
eredetii mieloid prekurzorokat 50 ng/ml M-CSF (makrofagok), vagy 50 ng/ml M-CSF
és 50 ng/ml RANKL jelenlétében (oszteoklasztok) tenyésztettiink 24, 48 es 72 oOran
keresztill. A 8. &bra A paneljén lathatd, hogy a PI3SKp expresszidja az oszteoklaszt-
fejlodés elérehaladtaval jelentésen, koriilbeliil 8-szoroséra fokozodott, mig a tobbi PI3K
I. osztalyba tartozé izoforma expresszidja nem valtozott vagy meg inkabb csokkent. A
parhuzamos makrofag kultdrakban a PI3KP kifejez6dése nem fokozodott, a latott

valtozéasok az oszteoklasztokra specifikusak voltak (8. abra B panel).
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Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy a PI3KB expresszidja az in Vvitro
oszteoklasztogenezis soran, az oszteoklasztokra jellemz6 modon fokozddik, amely
eredmények felvetik a PI3Kp lehetséges szabalyozd szerepét az oszteoklasztokban.
Sajat méréseinkkel parhuzamosan egy japan munkacsoport is hasonld6 megfigyelésre
jutott (120).
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8. abra. A PI3Kp expresszidja az in vitro oszteoklaszt differenciacié soran fokozédik.
A-B) Vad tipusii egerek csontveldi eredetii sejtjeit 50 ng/ml M-CSF (makrofagok, B panel),
vagy 50 ng/ml M-CSF és 50 ng/ml RANKL (oszteoklasztok, A panel) jelenlétében
tenyésztettilk az dbran jeldlt idépontokig, majd meghatiroztuk a p110a, a p110B, a p110y és
a pll0d katalitikus alegységeket kodolé Pik3ca, Pik3ch, Pik3cg és Pik3cd gének
kifejezddését gPCR médszerrel. A grafikonokon az atlag és az SEM értékek lathatok; n= 3.

6.1.2. A TGX221 gatolja az oszteoklasztok fejlodését és miikodését

Ahhoz, hogy a PI3K[ oszteoklasztokban betoltott szerepét jobban megérthessik,
a kovetkezokben a TGX221, egy PI3Kp-szelektiv gatloszernek az oszteoklasztok in
vitro fejlodésére és mitkodésére Kifejtett hatdsat vizsgaltuk meg. Vad tipusu egerekbol
nyert csontveldi eredetii mieloid prekurzorokat 50 ng/ml M-CSF és 50 ng/ml RANKL
jelenlétében 3 napig tenyésztettliink, majd TRAP-festést végeztink a kultarakon. A 9.
abra A paneljén lathatd, hogy a vivOanyaggal kezelt tenyészetekben kialakultak a
TRAP-pozitiv (piispoklilara festédd) sokmagvl Oriassejtek, mig a non-szelektiv,
altalanos PI3K gétldszer wortmannin jelenlétében az oszteoklasztok teljesen hianyoztak
a kulturakbol. Hasonldéan a wortmanninhoz, a TGX221 doézisfliiggé modon gatolta az
oszteoklasztogenezist, mind az oszteoklasztok szama, mind azok atmérdje jelentdsen
csokkent a PI3Kp-szelektiv gatloszerrel kezelt tenyészetekben (9. &bra A panel). Ez a

gatlo hatds 6sszehasonlithaté mértékii volt a wortmanninéval, korllbelil 90%-os gatlast
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lattunk az inhibitor 50 nM-os koncentrdci¢janél, amely dézisban irodalmi adatok
alapjan a TGX221 szelektiven gatolja a PI3K izoformat (90, 121).
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9. dbra. A PI3Kp farmakoldgiai gatlasa karosodott oszteoklaszt-fejliédést és -miikodést
eredményez. A-D) Vad tipusi egerek csontveldi eredetii sejtjeit (A, B), vagy egészséges
onkéntesekbdl izolalt humadn periférias vér eredetii monocitdkat (C, D) 50 ng/ml M-CSF és 50
ng/ml RANKL jelenlétében tenyésztettiink 3 (A), 11 (B) vagy 14 (C, D) napig, majd TRAP festést
(A, C), vagy mesterséges hidroxiapatit felszinen funkcionalis méréseket (B, D) végeztiink rajtuk.
A gatloszereket 2 naponta kaptdk a sejtek a megjelolt koncentraciokban. A reszorpcids
tevékenység vilagos teriiletekként latszik. A grafikonokon az atlag+SEM értékek lathatdk; n= 3.

A kovetkez6kben megvizsgaltuk a TGX221 hatasat az in vitro csontbontasra. Az
oszteoklaszt elGalakokat mesterséges csontfelszinre helyeztik, és azon 11 napig
tenyésztettiik. Ahogy a 9. abra B paneljén lathatd, a gatldszerekkel nem kezelt
tenyészetben az oszteoklasztok a hidroxiapatit felszinen létrehoztak a jellegzetes,
rdgasnyom-szer(i mintakat (vilagos teriileteket), mig 50 nM wortmannin a csontbonto
funkcidjukat teljesen megsziintette. A TGX221 50 nM-os koncentracidban a wortman-
ninhoz hasonld mértékben gatolta a sejtek reszorpcids tevékenysegét (9. dbra B panel).
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Ezutdn megvizsgaltuk, hogy az egér sejteken kapott gatldszeres eredmények a
huméan oszteoklasztokra is vonatkoztathatok-e. Egészséges onkéntesek vérébol izolalt
monocitakat 50 ng/ml human M-CSF és 50 ng/ml human RANKL jelenlétében
tenyésztettiink. A kultradkban az oszteoklasztok kifejlodéséhez tobb id6re volt sziikség,
mint egér esetében, és a létrejott sejtek morfologiailag minimalisan kilonboztek a
ragcsalokban latottaktdl (9. abra A és C panelek). A gatldszereket hozzdadva a
tenyészetekhez mind a wortmannin, mind a TGX221 gatolta a human oszteoklasztok
kialakulsat (9. abra C panel). A TGX221 hatasat szamszeriisitve, koriilbeliil 70%-0s
gatlast lattunk 50 nM-os gatloszer koncentricional (9. abra C panel). Az 50 nM
TGX221 tovabba hatdsosan gatolta a human oszteoklasztok csontbontd képességét a

mesterséges hidroxiapatit felszinen (9. abra D panel).
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10. &bra. A PI3Kp genetikai hidnydban a mineralizdlt csont mennyisége megnd az egerekben.
A) A 8 hetes vad tipust (VT) és a PI3KS~ egerek femurjai disztalis metafiziseinek reprezentativ
keresztmetszeti képei és 3D rekonstrukcidja. B) A kvantitativ mikro-CT vizsgalat eredményei.
BV/TV: bone volumef/tissue volume; a grafikonokon atlag+SEM értékek lathatdk; **** p <
0,0004; n.s.: nem szignifikans; n = 8.

6.1.3. A PI3Kp hianyaban a mineralizalt csont mennyisége megno

A PI3KB csontanyagcserében betoltott szerepének vizsgéalatahoz genetikai
megkozelitést alkalmaztunk. A  Pik3ch™1BvamliBvan anartsrzset  (tovabbiakban:
PI3KB ) Dr. Bart Vanhaesebroeck hozta létre, és bocsatotta rendelkezésiinkre. A
homozigota mutans egerekben a PI3K[ katalitikus alegysége, a p110p kindz doménjét
kodolo 21 és 22-es exonok mindket allélon torlésre keriiltek. E16szor a femurok disztalis
metafiziseben talalhaté trabekularis csontallomany szerkezetét vizsgaltuk meg az

egerekben mikro-CT analizissel. A 10. &bra A paneljén a combcsontok azonos

42



DOI:10.14753/SE.2014.1989

magassagban készitett reprezentativ keresztmetszeti képei és a trabekularis csont 3D
rekonstrukci6ja lathatd. A vad tipushoz képest, a PI3KB~~ egerekben szignifikansan
tobb trabekulat taldltunk (10. dbra A panel). A szamszerlsitett eredményekbdl jol
latszik, hogy a 8-10 hetes kor him (p = 0,000084; n = 8) és néstény (p = 0,000029; n =
8) PI3KP ™ 4llatokban egyaréant szignifikansan megnétt a relativ csonttérfogat (BV/TV)
(10. &bra B panel). A relativ csonttérfogat emelkedése a trabekuldk szdménak a

novekedesével volt magyarazhato, nem pedig a megvastagodasukkal (10. abra B panel).

Oszteoklasztok szdma
(1/csontkertlet-mm)
Oszteokiaszt-caontfeltilet

Reszorpclos Ureg mélysége
(um)

11. abra. A PI3Kp hidnyaban az oszteoklaszt miikodés kdrosodik in vivo.
A) A 8 hetes vad tipusi (VT) és PI3KS~ egerek femurjai disztalis
metafiziseinek hematoxilin-eozin és TRAP (inszertek) festett szOvettani
képei. Az oszteoklasztokat nyilak, a reszorpcids uregeket nyilhegyek
mutatjak. B) A kvantitativ szovettani vizsgalat eredményei. BV/TV: bone
volumef/tissue volume; a grafikonokon atlag+SEM értékek lathatok; *, p <
0,05; ***, p <0,002; n.s.: nem szignifikans; n = 5.

Ezt kovetden, bécsi munkacsoporttal egylittmiikddve, szovettani vizsgalatot
végeztink az egerek csontjain. A hematoxilin-eozin festett metszeteken jol latszik a
kiilénbség a trabekulak szémaban a vad tipust és a PI3KB ™ allatok kozott (11. abra A

panel).
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Hasonléan a mikro-CT vizsgélatokhoz, a kvantitativ hisztomorfometriai
eredmeények is a BV/TV értékek (p = 0,0059; n = 5) és a trabekuldk szdménak (p =
0,0028; n = 5) szignifikans ndvekedését mutattak a génhianyos egerekben.

A PI3KB" egerek csontjaiban kozelebbrdl szemiigyre véve a sejteket, az
egységnyi fellletre jutd oszteoklasztok szama 20%-kal csokkent a TRAP-festett
szovettani metszeteken, azonban ez a csokkenés nem bizonyult statisztikailag
szignifikansnak (p = 0,44; n = 5) (11. 4bra B panel). Ezzel szemben a PI3KP "~
oszteoklasztoknak kéros morfoldgiajuk volt:  jobban lekerekedtek, valamint
szignifikansan Kisebb felileten érintkeztek a csonttal (p = 0,030; n = 30 oszteoklaszt), és
alattuk a reszorpcids ilireg mélysége jelentdsen csokkent (p = 0,0089; n = 30
oszteoklaszt) (11. abra B panel).

Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy a PI3KB '~ egerekben megnétt a mineralizalt
csont mennyisége, ami a trabekuldk szdménak fokozddaséval volt magyarazhato, az
oszteoklasztok szama mérsékelten csokkent, morfoldgidjuk pedig koros volt, ami

feltehet6en karosodott csontbontast eredményezett.

6.1.4. A PI3Kp hianyaban karosodik az oszteoklaszt-fejlédés és -miikodés

A kovetkezékben megvizsgaltuk a PI3KB '~ mutacié hatésat az in vitro
oszteoklaszt-fejlédésre és -miikodésre. Tekintve, hogy a PI3KB”" x PIBKP™"
paroztatasokbdl az egerek kevesebb, mint 10%-a volt PI3KB™~ genotipusi (89), a
kisérleteinkhez sziikséges szamu allatot csontvel6-transzplantacidval allitottuk el (111,
112). A 12. abra A paneljén lathatd, hogy a PI3KP genetikai hianya jelentGsen
csOkkentette a TRAP-pozitiv, sokmagvu oriassejtek szamat az 50 ng/ml M-CSF és 50
ng/ml RANKL citokinekkel kezelt csontvel6i eredetii oszteoklaszt tenyészetekben (p =
0,0015; n = 5). A PI3KB" kultirakban az oszteoklasztok szamanal csak a sejtek
atméréje csokkent nagyobb mértékben (p = 0,00083; n = 5) (12. dbra A panel).

A csontveldi eredetli oszteoklasztok tenyésztését elvégeztiik ugy is, hogy a
citokinek adasa helyett vad tipusu Gjszilott egerek koponyajabol preparélt primer
oszteoblasztokkal ko6zos kulturaban differencialtattuk 6ket. A 12. abra B paneljén
lathatd, hogy az igy tenyesztett oszteoklasztok szama ugyan elmaradt a vad tipusétdl, de

ez a kilonbség nem bizonyult statisztikailag szignifikdnsnak (p = 0,12; n = 5). Méasrészt
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viszont, az oszteoklasztok atméréje ebben az esetben is jelentésen csokkent a PI3KB™™

kultarékban (p = 0,00012; n =5) (12. &bra B panel).
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12. adbra. A PI3Kp hidnydiban az oszteoklasztok in vitro fejlédése és miikidése kdrosodik.
A-D) Vad tipusti és PI3KS"~ egerek csontvelSi eredetii mieloid prekurzorait 50 ng/ml M-CSF és 50
ng/ ml RANKL jelenlétében (A, C, D), vagy primer oszteoblasztokkal kokultiraban (B), szévetkultdra-
kezelt tenyésztbedényeken (A, B), vagy mesterséges csontfelszinen (C), vagy szarvasmarha kortikalis
csontszeleteken (D) tenyésztettilk 3 (A), 10 (B) vagy 11 (C, D) napig, majd a sejteken TRAP festést
vegeztiink (A, B) vagy eltavolitottuk ket (C, D). A reszorpcios tevékenység vilagos (C) vagy sitét (D)
teruletekként latszik. A grafikonokon az atlag+SEM értékek lathatok; ***, p < 0,002; **** p <
0,0004; n=5.

A kovetkezbkben megvizsgaltuk az 50 ng/ml M-CSF és 50 ng/ml RANKL

jelenlétében tenyésztett csontveldi eredetli oszteoklasztok csontbontd képességét. A

PI3Kp genetikai hidnya jelentdsen gatolta a mesterséges hidroxiapatit felszin (p =
0,00042; n = 5) (12. 4bra C panel) és a szarvasmarha csontszeletek (p = 6,2 x 10°°; n
5) bontasat (12. abra D panel).

45



DOI:10.14753/SE.2014.1989

6.1.5. A PI3Kp hianya a korai gének kifejez6dését nem befolyasolja

Miutan kimutattuk a PI3KP szerepét az oszteoklasztok fejlodésében és
miikddésében, arra voltunk kivancsiak, hogy a fehérje milyen mechanizmussal

szabalyozza az oszteoklaszt-medialta csontbontast.
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13. dbra. A PI3Kp hidnya az oszteoklaszt-specifikus gének kifejezddését nem befolyésolja.
Vad tipust (VT) és PI3KB™ egerek csontveldi sejtjeit 50 ng/ml M-CSF (makrofagok), vagy 50
ng/ml M-CSF és 50 ng/ml RANKL jelenlétében tenyésztettiik a megjelolt idépontokig, majd
kvantitativ PCR segitségével meghataroztuk az Acp5 (TRAP), a Ctsk (katepszin K), az Itgh3
(integrin Bs 1&nc), az Nfatcl (NFATc1), a Calcr (calcitonin receptor) és a Tm7sf4 (DC-STAMP)
gének expresszidjat. A grafikonokon atlag+SEM lathato; n.s.: nem szignifikans; n = 3.

Latva a PI3KP hianyaban az in vitro tenyészetekben tapasztalt fejlodési zavart,
megvizsgaltuk, hogy a fehérje szerepet jatszik-e a korai oszteoklaszt-specifikus gének
expresszidjanak szabalyozdsdban (13. &bra). Az egér csontvelGi eredetli mieloid
prekurzorokat 50 ng/ml M-CSF és 50 ng/ml RANKL jelenlétében tenyésztettiik 0-3
napig, majd gPCR segitségével meghataroztuk az oszteoklaszt-specifikus genek
kifejez6dését. Ezzel parhuzamosan, kontrollként makrofagokat tenyésztettiink 50 ng/ml

M-CSF jelenlétében, RANKL adasa nélkdil.
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Ahogy az a 13. &brén lathato, az oszteoklaszt-specifikus TRAP (Acp5), katepszin
K (Ctsk), integrin B3 lanc (Itgh3), NFATcl (Nfatcl), calcitonin receptor (Calcr) és DC-
STAMP (Tm7sf4) fehérjéket kodold gének expresszidja jelentésen fokozodott az
oszteoklaszt tenyészetek érése soran, mig a makrofagokban ez nem tértént meg. A
PI3KP ™ oszteoklaszt tenyészetek a vad tipustiakhoz hasonld mértékben tudtak fokozni
a vizsgalt gének kifejezddését (13. dbra). Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy a PI3Kf

nem jatszik szerepet az oszteoklaszt-specifikus genek expresszidjanak szabalyozasaban.

6.1.6. A PI3Kp hianya az oszteoklasztok tiilélését nem befolyasolja

A PI3-kindzok kdzismerten fontos szerepet jatszanak a tulélési jel kozvetitésében,
ezeért a kovetkezokben megvizsgaltuk, hogy a PI3Kp részt vesz-e az oszteoklasztok
spontan és indukalt apoptézisanak szabalyozasaban. A vad tipusi és a PI3KB
egerekbOl szarmazd csontvel6i sejteket 50 ng/ml M-CSF és 50 ng/ml RANKL
jelenlétében tenyésztettink 2 napig. Az igy differencialtatott preoszteoklasztokat
felszedtik a tenyésztéedényekr6l, és vagy rogton, vagy tovabbi 12 és 18 oran keresztil
szérum- és citokinmentes médiumban vald inkubalast kovetéen lemértik aramlasi
citométeren (14. abra A és B panelek). A 14. abra A és B paneljein lathato, hogy a vad
tipust sejtek kortlbelll 90%-a a szérum- és citokinmegvonast megel6zéen (,,0 Oras”
minta) negativnak bizonyult az Annexin V apoptozis és 7-AAD nekrozis markerekre,
azaz életképes volt. A szérum- és citokinmegvonas hatasara a vad tipusu sejtek 50%-a
12 6ra mulva apoptotizalt, mig 18 ora elteltével 60%-uk apoptotizalt, 15 %-uk pedig
nekrotizélt (14. abra A és B panelek). A PI3KB '~ preoszteoklasztok a vizsgalt dsszes
idépontban a vad tipusu sejtekhez hasonlé aranyban éltek tul (14. dbra A és B panelek).

Ezt kovetéen megnéztik a 3 napig 50 ng/ml M-CSF és RANKL jelenlétében
sejthalalt az Ugynevezett TUNEL-reakcio segitségével. A 14. abra C paneljén lathato,
hogy a vad tipusti és a PI3KB ' tenyészetekben a TUNEL-pozitiv sejtek aranya

egyarant megkdzelitdleg 12% volt.
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gy elmondhatjuk, hogy a PI3KP genetikai hianya nem befolyasolja az

oszteoklasztok és azok eldalakjainak a talélését.
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14. dbra. A PI3Kp genetikai hidnya az oszteoklasztok tulélését nem befolyasolja. A) A vad tipusu
(VT) és a PI3KB'™ egerek csontveldi sejtjeit 50 ng/ml M-CSF és 50 ng/ml RANKL jelenlétében
tenyésztettik 2 napig, majd 0, 12 és 18 Orés citokin- és szérummegvondst kovetéen dramldsi
citométeren mértiik az Annexin V (apoptozis) €s 7-AAD (nekrozis) markerek kiotddését a sejtekher.
B) A4 nilélési vizsgalat kvantifikdcidja. A tilél6 sejtek Annexin V-ra és 7-AAD-re negativak voltak. C)
A vad tipust és a PI3KB csontveldi eredetii érett oszteoklaszt kultirdkban a TUNEL-pozitiv sejtek
szazalékos aranya lathato. A grafikonokon atlag+SEM lathato; n.s.: nem szignifikans; n = 6.

6.1.7. A PI3Kp az aktingyiiri-kepzeést és a katepszin K-Uritést szabalyozza

Az érett oszteoklaszt mikodése soran szoros kapcsolatot alakit ki a
csontfelszinnel, amely folyamatban kiemelt jelent6sége van a citoszkeletalis
atrendezddéseknek. A csonttal érintkezd membranszakaszon, korben a sejt széle mentén

a fibrillaris aktin feldusul, és Iétrenozza az ugynevezett aktingytirii struktarat. Az aktin-
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gyliriinek a reszorpcios Uregnek a kilvilagtol vald elszigetelésében van jelent6sége. A
kovetkezd kisérleteinkben megvizsgaltuk a PI3KB szerepét az aktingytrik

kialakulasaban.

PI3KB--

g 2

Aktin gyCird képzes
(%)
o 8 &8
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15. &bra. A PI3Kp genetikai hidnydban kdrosodik az aktingyiiri-képzés. A) A vad tipust (VT) és a
PI3KF™ egerek csontveldi sejtjeit 50 ng/ml M-CSF és 50 ng/ml RANKL jelenlétében tenyésztettiik 3
napig, majd megfestettiik a sejteket Alexa488-fallodinnel és DAPI-val. A nyilak az aktingyiiriit mutatjdk.
B) A Lifeact-EGFP-t expresszalé vad tipust (VT) és PI3KS™ csontveldi sejteket 50 ng/ml M-CSF és 50
ng/ml RANKL jelenlétében tenyésztettiik a RANKL adasatol szamitott jelzett idopontokig, majd
fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk. A grafikonon atlag+SEM lathatd; ****, p < 0,0004; n = 6.

A vad tipusti és PI3KB '~ egerekbdl szarmazé csontveldi prekurzorokat 50 ng/ml
M-CSF és 50 ng/ml RANKL jelenlétében tenyésztettink 3 napig. A 15. dbran A
paneljén lathatd, hogy a kialakult vad tipust oszteoklasztok nagy részében Osszefiiggd

F-aktin gytra futott végig a sejtek széle menten, és a fibrillaris aktin alig volt jelen a
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citoplazméban. Ezzel szemben a PI3KB '~ oszteoklaszt kultirakban talalhaté kisebb
atmér6jii multinukleéris sejtekben az aktingytirtik kialakulasa nem jott 1étre, az F-aktin
homogénen dusult a citoplazméaban (15. abra A panel). Megszamolva, hogy 100 darab
oszteoklaszth6l hany képez aktingyliriit, szignifikans kiilsnbséget taldltunk a PI3KB
és a vad tipusu sejtek kozétt (p = 7,8 x 10®; n = 6) (15. &bra A panel).

A citoszkeletalis atrendez6dések idébeli kinetikajanak nyomonkdvetéséhez
csontveldi sejteket izoldltunk Lifeact-EGFP-t expresszalod transzgenikus egerekbdl,
majd azokat M-CSF és RANKL citokinek jelenlétében oszteoklaszt iranyba
differencialtattuk. A Lifeact-EGFP specifikusan a fibrillaris aktinhoz kotédik, igy
lehetéséget ad a sejtekben a citoszkeletélis valtozasok dinamikéjanak megfigyelésére. A

+~

transzgent hordozo egyedeket PI3KB™ allatokkal keresztezve olyan egereket hoztunk
létre, amelyekben a Lifeact-EGFP jelen volt, mig a PI3Kp katalitikus alegysége
hidnyzott beloliik.

A 15. &bra B paneljének reprezentativ felvételei mutatjék, hogy a Lifeact-EGFP-
t kifejez6 vad tipust csontveldi eredetli mieloid prekurzorok a RANKL kezelést kovetd
masodik naptol kezdve létrehoztak az aktingytirtiket, amelyek egészen az oszteoklasztok
apoptézisaig fennmaradtak. Ezzel szemben a Lifeact-EGFP-t kifejez6 PI3KP™~
csontveldi elbalakok képesek voltak ugyan sokmagvu oridssejtekké differencialddni, de
egyaltalan nem tudtak aktingytriiket kialakitani (15. &bra B panel).

A csontreszorpcié sordn az oszteoklaszt polarizalodik, majd a lizoszomalis-
eredetii savas vezikulak uritesre kerlilnek a sejtb6l a hullamos hatar teriiletén (122).
Irodalmi adatok alapjan a PI3-kinazok szerepe felvet6dott ebben a folyamatban (120,
123), ezért megvizsgaltuk a PI3KB '~ mutacio hatasét a savas vezikulak iritésére.

Vad tipust és PI3KB ™ egerekbdl szarmazo csontveldi sejteket 50 ng/ml M-CSF
¢s 50 ng/ml RANKL jelenlétében tenyésztettiink 3 napig, majd megfestettiik Oket
LysoTracker Red-del. A 16. &bra A paneljén lathatd, hogy a vad tipusu érett
oszteoklasztok kevés savas vezikulat tartalmaztak, azok nagyrésze drilni tudott a
sejtekbdl. Ezzel ellentétben, a PI3KB " oszteoklasztok citoplazmaja tele volt savas
vezikulumokkal, ami arra utalt, hogy a PI3KB ' sejtekben a vezikuldk (ritése
karosodott (p = 0,0021; n = 5) (16. abra A panel).

A savas vezikuldk egyik legfontosabb Osszetevéje a katepszin K matrixbonto

enzim. Ezért a kovetkezOkben megvizsgaltuk az iiritett katepszin K mennyiségét a vad
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tipusti és a PI3KB "~ oszteoklaszt tenyészetek feliiliszojaban. A 16. abra B panelje

_/_

mutatja, hogy az Uritett katepszin K mennyisége a PI3KB "~ kultarak fellluszéjaban

jelentdsen csokkent a vad tipushoz képest (p = 0,0064; n = 3).

A VT PIZKB--
¥
100 pm 100 pm
o *%k
£
§§
»
3
=3 O
- O
NH
o D
=0
8=
-
o
w
VT PBKB+
B = 12
- *%
VT PI 3I(B_I_ g — - grsm—
5= 10+
Feluliszé ” —— e, 58 s
oz
© 5 0.6 4
=S o4
Teljes sejt lizatum TEE_— £2 04
! g 024
o>
g 0.0 -

vr ABKE+

16. abra. A PI3Kp genetikai hianydban a katepszin K-Uritése karosodik. A) A vad tipusu (VT) és
a PI3KF egerek csontveldi sejtjeit 50 ng/ml M-CSF és 50 ng/ml RANKL jelenlétében
tenyésztettik 3 napig, majd megfestettik a sejteket LysoTracker Red-del és DAPI-val. A
mikroszkdpos képek alatt a savas vezikula Uritési vizsgalatok kvantifikaciéja lathaté. A nyil egy
savas vezikulat mutat. B) Az oszteoklasztok felliliszéjabol és a teljes sejt lizatumokbol Western blot
technikaval meghataroztuk a katepszin K mennyiségét, majd a blottokat denzitometraltuk. A
grafikonokon atlag+SEM lathaté; **, p <0,01; n = 3.

Osszefoglalva eredményeinket, a PI3KP genetikai hianya az oszteoklasztokban

karosodott aktingytirti-keépzést, és csokkent katepszin K-iritést eredményezett.
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6.1.8. A PI3KJ szerepe az ovariektomia-indukalta csontvesztésben

A nyugalmi csontatépulés szabalyozasa mellett az oszteoklasztoknak fontos
szerepik van a koros csontbontas (példaul posztmenopauzalis o0szteoporozis)
kialakuldsdban is (124). Tekintve, hogy a PI3KB-t fontosnak taldltuk a nyugalmi
csontanyagcserében, megvizsgaltuk, hogy a fehérje hianyaban hogyan alakul a
patoldgias csontvesztés. A posztmenopauzalis oszteopordzis modellezésére sebészi

ovariektémia-indukalta csontvesztést (OVX) hoztunk létre a kiserleti allatokban.

(Mm)

Trabekuldk ezdma
imm)
Trabekuldk vastagedga

17. &bra. A PI3Kp hidnyadban az ovariektomia-indukalta csontvesztés kialakulasa gatladik.
A) A vad tipust (VT) és a PI3KS™ néstény egerek femurjai disztdlis metafiziseinek reprezentativ
keresztmetszeti képei és 3D rekonstrukcidja az ovariektdmiat (OVX) vagy aloperéaciét (SHAM)
kovetden 6 héttel. B) A kvantitativ mikro-CT vizsgélat eredményei. BV/TV: bone volume/tissue
volume; a grafikonokon atlag+SEM értékek lathaték; *, p < 0,05; ***, p < 0,002; **** p <
0,0004; n.s.: nem szignifikans; n= 6.

A vad tipusi és a PI3KB " néstény egerek petefészkeit 8 hetes korukban
eltavolitottuk, majd 6 hét elteltével mikro-CT vizsgalattal kiértekeltik az allatok
disztalis femurjanak metafiziset. Kontrollként olyan aloperélt egereket hasznéltunk,
amelyekben a mutéti feltardst elvégeztik, de nem tavolitottuk el az ovariumokat
(SHAM). A 17. abra A paneljén a combcsontok azonos magassagban készitett

reprezentativ keresztmetszeti képei, es a trabekularis csont 3D rekonstrukcidja lathato.
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A PI3KP ' 4loperalt egerekben a trabekularis csontallomany jelentésen megnétt a vad
tipust SHAM miitottekhez képest (17. bra A és B panelek). A vad tipusu egerekben az
ovariektomia hatasara jelentds mértékben csokkent a trabekularis csont mennyisege és a
relativ csonttérfogat (BV/TV) (17. abra A és B panelek). A sebészi petefészekeltavolitas
a PI3KP™" egerekben is kivaltott csontvesztést, azonban a BV/TV relativ csokkenése
koriilbeliil fele volt a vad tipusban tapasztaltnak (60 % vad tipus vs. 31 % PI3KB ") (17.
abra B panel).

A BVITV értékekkel azonos iranyu valtozast lattunk a trabekulak szaméaban, mig
a trabekuldk vastagsagaban nem tapasztaltunk eltérést (17. &bra B panel). Fontos
megjegyezni, hogy az aloperalt vad tipusti és PI3KB '~ egerek BV/TV értékei kozotti
kilonbség sokkal kifejezettebbé valt az ovariektomia hatasara (1,9-szeres SHAM vs.
3,3-szoros OV X kuldnbség) (17. abra B panel).

A genotipus és a sebészi beavatkozas kdzotti interakcio (azaz a genotipus hatasa
az ovariektomia-indukalta csontvesztésre) a szignifikancia-szint hataran volt a BV/TV
értekeknél (p = 0,051; n = 6), a trabekulak szamanak esetében pedig statisztikailag
szignifikanssa is valt (p = 0,047; n = 6).

Osszefoglalasképpen elmondhatjuk, hogy az ovariektomia hatasara létrejott
csontvesztés fele akkora volt a PI3KB ™~ egerekben, mint a vad tipustiakban, amely

eredmény felveti a PI3K[ gatlasanak lehet6ségét a posztmenopauzalis oszteopordzis

Ve

6.1.9. A PI3Kp hidnyaban karosodik a PLCy2 aktivacidja

A PI3KB genetikai hianyaban a PLCy2 fehérjének — amelyr6l korabbi
kisérleteinkben kimutattuk, hogy az oszteoklasztok fejlddésében ¢és a nyugalmi
csontanyagcserében fontos szerepet jatszik - jellegzetesen karosodott az aktivacioja (18.
abra). Mig a vad tipusa nem stimulalt oszteoklasztokban elenyész6 mennyiségi
foszforilalt PLCy2-t detektaltunk, addig az M-CSF és RANKL adasanak hataséara az
adhézioban 1évo sejtekben jelentdsen megnétt a foszforilalt PLCy2 mennyisége (18.
dbra). Ez a PLCy2 foszforilacio fokozddas teljesen hianyzott a PI3KP™

oszteoklasztokban (18. abra) (n = 3). Az értekezésem masodik részében bemutatasra
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keriil6 kiserletekben azt vizsgéltam meg, hogy a PLCy2 milyen mechanizmussal

szabalyozza az oszteoklasztok fejlodését, s a nyugalmi csontanyagcsereét.

VT PI3KB"~
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18. dbra. A PI3Kp genetikai hidnydban kdrosodik a PLCy2 foszforilacidja. A vad tipusu és a
PI3KB™"™ egerek csontveldi sejtjeibdl érett oszteoklasztokat differenciéltattunk, majd a sejteket
10 percig 50 ng/ml M-CSF (M) és 50 ng/ml RANKL (R) jelenlétében stimulaltuk. A
kultirdkbdl készitett teljes sejt lizatumokbdl és PLCy2-immunprecipitatumokbdl (IP) Western
blot technikdaval hivtuk el a fehérjéket. Reprezentativ blot; n = 3.

6.2. A PLCy2 szerepe az oszteoklasztok fejlodésében

A szintén hemopoetikus eredetii neutrofil granulocitak jelatvitelében tett korabbi
megfigyelésiink tovabb erdsitette az oszteoklasztokban a PLCy2 lehetséges szerepét
(105). Ezert Dr. Kertész Zsuzsanna kollégdmmal megvizsgaltuk, hogy a PLCy2 részt
vesz-e az oszteoklasztok jelatvitelében. Ezeket az eredményeinket a European Journal
of Clinical Investigation cimi folyoiratban kozoltik. Ezekben a kisérletekben
kimutattuk, hogy a foszfolipaz Cy2 (PLCy2) elengedhetetlen az oszteoklasztok in vitro
fejlédéséhez és az in vivo csontanyagcseréhez. A PLCy2 szerepét az oszteoklasztokban
toliink fuggetleniil két masik munkacsoport is publikalta (106, 107). Azt azonban eddig
egyik munkacsoportnak sem sikeriilt egyértelmiien tisztazni, hogy a PLCy2 milyen
mechanizmussal jatszik szerepet az oszteoklasztok fejlédésében. A doktori értekezésem
masodik részében bemutatott kisérletekben ezért a PLCy2 hatdsmechanizmusat
vizsgaltam.

Ahogy az a 19. abrén lathato, 20 ng/ml M-CSF és 20 ng/ml RANKL jelenlétében
a vad tipust kulturadban létrejottek a TRAP-pozitiv (piispoklilara fest6dd), sokmagva
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Oridssejtek, mig a PLCy2™" kultarabdl teljesen hianyoztak az oszteoklasztok.
Amennyiben a csontvel6i sejteket 20 ng/ml M-CSF jelenlétében tenyésztettilk, RANKL
hozzéaadasa nélkil, a kialakult makrofagok mononuklearisak és TRAP-negativak voltak
(19. 4bra). A csak M-CSF-fel kezelt vad tipusi és PLCy27 kultirak képe
morfolégiailag megegyezett (19. abra). A RANKL-dal is kezelt PLCy2™~ kultdra képe
jellegzetesen eltért az M-CSF-et kapott (makrofag) tenyészetektol, a sejtek jelentds
része puspoklilara festédott, azaz TRAP-pozitiv volt (19. abra).
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19. abra. A PLCy2 hlanyaban az oszteoklasztok nem alakulnak Ki.
A vad tipusti (VT) és a PLCy2™" egerek csontveldi sejtjeit 20 ng/ml M-
CSF (makrofagok), vagy 20 ng/ml M-CSF és 20 ng/ml RANKL
(oszteoklasztok) jelenlétében tenyésztettilk 4 napig, majd TRAP festést
végeztiink a kultdrakon. A fotok reprezentativ képek; n = 3.

Ezek alapjan elmondhatjuk, — és ezt qPCR-ral is megerdésitettiik — hogy a PLCy2
genetikai hidnya nem okozza az oszteoklaszt-specifikus gének kifejez6désének
karosodasat, és — szemben a két masik munkacsoport eredményeivel (106, 107) -
véleményiink szerint feltechetden nem ez all a PLCy27 kultdrékban megfigyelt

oszteoklaszt- fejlodési zavar hatterében.

6.2.1. A PLCy2 szerepe a kalcium-oszcillaciok kialakulasaban

A PLC enzimek Aaltal létrehozott inozitol (1,4,5)-triszfoszfat kotédése a

receptorahoz kalcium-jel kialakulasahoz vezet a sejtben. Az oszteoklaszt-fejldés soran
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pedig az intracellularis kalcium-koncentracié valtozasai teheték felelossé az NFATcl
transzkripcids faktor aktivaciojaért (60). Koga és munkatarsai felvetették, hogy az
NFATcl kalciumfiiggé aktivalodasat valamelyik PLCy izoforma szabalyozhatja (74).
Ezért genetikai megkozelitéssel megvizsgaltuk a PLCy2 szerepét a kalcium-oszcillaciok

kialakuldsaban. A kovetkezékben bemutatandd eredményeket még nem publikaltuk.
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20. abra. A RANKL adasanak hatasara kalcium-oszcillaciok alakulnak ki a sejtekben. Vad
tipusii egerek csontveldi sejtjeit 50 ng/ml M-CSF (makrofagok) vagy 50 ng/ml M-CSF és 50
ng/ml RANKL jelenlétében (oszteoklasztok) tenyésztettiik, majd 72 ora elteltével a sejteket
Fura-2-AM jelenlétében inkubaltuk, és kalcium-szintet mértiink rajtuk. A kiilonbozd szinekkel
ellatott vonalak kiilonbézo sejteket jelolnek. Reprezentativ grafikonok; n = 5.

6.2.2. A RANKL adasa kalcium-oszcillaciokat indukal

Az oszteoklasztogenezis soran a csontvelOi eredetli prekurzorokban RANKL
adasanak hatasara jellegzetes valtozasok jonnek létre az intracellularis kalcium-
szintekben. Amennyiben a vad tipust egerekbdl szarmazo6 csontveldi prekurzorokat M-
CSF eldkezelés utan 50 ng/ml M-CSF és 50 ng/ml RANKL jelenlétében tenyésztettik, a
RANKL adasa utan a citoszol kalcium-koncentracidjaban periodikus valtozasokat,
ugynevezett kalcium-oszcillaciokat figyeltink meg (20. abra). Az oszcillaciok 24 oréas
RANKL kezelést kovetden jelentek meg el6szor, és maximalis amplitdddt mutattak 72
oranal (n = 5). A tenyészetekben a kalcium-oszcillacidkat jellegzetesen nem a mar

kialakult sokmagvu dridssejtek, hanem a még feltehetden fuzio elétt allo6 mononukledris
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vagy maximum két sejtmaggal rendelkezd preoszteoklasztok mutattdk. Az eérett
oszteoklasztok egyéaltalan nem vagy alig hoztak létre kalcium-oszcillacidkat. Ha a
sejteket 50 ng/ml M-CSF jelenlétében tenyesztettik, RANKL adasa nélkul, a kalcium-

oszcillaciok nem alakultak ki (20. abra).
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21. dbra. A PLCy2 genetikai hianyaban a kalcium-oszcillaciék nem alakulnak ki. Vad
tipusti és PLCy2™" egerek csontveldi sejtjeit 50 ng/ml M-CSF és 50 ng/ml RANKL
jelenlétében tenyésztettik, majd 72 ora elteltével a sejteket Fura-2-vel toltdttik, és
kalciummeéreést végeztiink rajtuk. A kiilonbozo szinekkel ellatott vonalak kiilonbozo sejteket
jelolnek. Reprezentativ grafikonok; n = 8.

6.2.3. A PLCy2 hianyaban nem jon létre kalcium-oszcillacio

Miutan a RANKL adas hatasara kialakulé kalcium-oszcillaciékat megbizhat6an
tudtuk mérni, kivancsiak voltunk arra, hogy az intracellularis kalcium-koncentracio
valtozasai hogyan alakulnak a PLCy2 genetikai hianyaban. A vad tipusti és a PLCy2™"
egerek hosszu csoves csontjaibol preparalt csontvel6i sejteket 50 ng/ml M-CSF és 50
ng/ml RANKL jelenlétében tenyesztettlik, majd 72 oraval a RANKL kezelés utén
kalciummérest végeztiink rajtuk. A vad tipust sejtekben - ahogy azt az el6z6ekben is
bemutattam - RANKL hatéasara létrejottek a jellegzetes kalcium-hullamok (21. abra).
Ezzel szemben a PLCy2™ egerek csontveldi eredetli sejtjei 50 ng/ml M-CSF és 50
ng/ml RANKL jelenlétében tenyésztve egyaltalan nem voltak képesek létrehozni a

kalcium-oszcillacidkat (21. abra).
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Megjegyzendd, hogy nem mindegyik vad tipust sejt mutatott Ca?*-oszcillaciokat,
258 darab sejtet dsszesen lemérve a sejtek 12% hozta létre az oszcillacidkat (n = 8).
Ezzel szemben, a PLCy2™ kultdrakban lemért 207 darab génhianyos sejthél egyet sem
tudtunk talalni, ami oszcillalt volna (n =8). Bar az egy id6ben vizsgalt vad tipusu
preoszteoklasztoknak csak kb. 12%-a mutatta a jellegzetes kalcium-oszcillacidkat,
fontos megjegyezni, hogy ez csak az 500 masodperces mérési idGtartamra vonatkozott.
Hosszabb tavon megfigyelve a sejteket, addig nem oszcillalo sejtek is elkezdték mutatni
a kalcium-hulldmokat, illetve a mar oszcillalé sejtek néhany 10 perc elteltével
abbahagytak azokat. Ezek alapjan azt gondoljuk, hogy a vad tipusu sejtek joval nagyobb
hadnyada mutat az oszteoklasztogenezis soran valamikor kalcium-oszcillacidkat. A

PLCy27" kultdrékat hosszabb tavon megfigyelve sem tudtunk oszcillalé sejteket talalni.

6.2.4. A PLCy2" preoszteoklasztok nem mutatnak Ca*-oszcillaciokat

Kimutattuk tehat, hogy a PLCy2 genetikai hianyaban az in vitro oszteoklaszt
tenyészetekben karosodik a kalcium-oszcillaciok kialakuldsa. A fehérjének a kalcium-
koncentracid valtozasainak hatterében betdltott pontos szerepének a tisztazasa azonban
tovabbi vizsgalatokat igényelt. Elképzelhetd lett volna ugyanis, hogy a PLCy2 indirekt
maodon szabélyozza a kalcium-hullamok kialakulasat, amennyiben a fehérje hidnya az
oszteoklasztogenezis egy korai lépését gatolja, ezaltal nem engedi lezajlani az
oszcillaciok létrejottéhez szikséges biokémiai valtozasokat a sejtekben. Ezt
tamaszthatta volna ala a vad tipust és a PLCy2™~ kultirak kozott a 72 6ras RANKL
kezelést kovetden megfigyelt jelentés morfologiai kiilonbség is (22. dbra). Ahogy azt az
el6zéekben is bemutattam, az 50 ng/ml M-CSF és RANKL citokineket 3 napon &t adva
a sejteknek a vad tipust kultardkban létrejottek a jellegzetes, plspoklilara fest6do
(TRAP-pozitiv) sokmagvu oridssejtek, mig az oszteoklasztok teljesen hianyoztak a
PLCy2™" tenyészetekben (22. abra). Ezt latva szilkségesnek éreztik, hogy az
oszteoklasztogenezis korébbi fazisaiban is megvizsgaljuk a kalcium-oszcillaciok
1étrejottét. Ha a csontveldi sejteket 48 oran at tenyésztettik 50 ng/ml M-CSF és
RANKL jelenlétében, a latott kiilonbségek jelentésen csokkentek a vad tipusu és a

PLCy2™" kultdrak kozott, mig 24 6ras M-CSF és RANKL kezelést alkalmazva, nem
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tudtuk elkiléniteni morfolégiailag a vad tipusii és a PLCy2™ tenyészeteket, azok
teljesen egyforman néztek ki (22. &bra) (n = 10).

22. dbra. A vad tipust és a PLCy2"~ oszteoklaszt tenyészetek morfoldgiai vizsgélata. A vad
tipusii és a PLCy2™" egerek csontveldi sejtjeit 50 ng/ml M-CSF és 50 ng/ml RANKL
jelenlétében tenyésztettik 24, 48 és 72 6ran at, majd a sejteket fixaltuk, és TRAP-festést
végeztlink rajtuk. Az abrék reprezentativ képek; n = 10.

A kovetkezOkben megvizsgaltuk, hogy hogyan alakulnak a kalcium szintek a 24
és a 48 oran 4 RANKL-dal kezelt vad tipusi és PLCy2”~ preoszteoklasztokban.
Amennyiben a vad tipusu csontvel6i sejteket 48 oran at 50 ng/ml M-CSF és 50 ng/ml
RANKL jelenlétében tenyésztettiik, es elvégeztiik a kalciummeérést, a tipikus kalcium-
oszcillaciok ugyanudgy kialakultak a sejtekben, mint 72 éranal (23. abra). Ha a RANKL
kezelés id6tartamat tovabb csokkentettiik egészen 24 oOrara, a kalcium-oszcillaciok
tovabbra is megtartottak voltak a vad tipust kultirdkban (23. abra). A 24 és a 48 6ras
vad tipusi mintdkban a kalcium-oszcillaciot mutatd sejtek aranya kismértékben
elmaradt a 72 6ras RANKL kezelést kovetéen megfigyelt 12%-hoz képest, és korulbeldl
10%-nak adddott. Ezzel szemben, a PLCy2™~ egerek csontveldi sejtjei sem 48, sem 24
6ras RANKL kezelésnél nem mutattak Ca**-oszcillacikat (23. bra) (n = 3).

Tehat, a PLCy2 genctikai hidnyaban a csontvel6i oszteoklaszt el6alakok
egyaltalan  nem  voltak  képesek  kalcium-oszcillaciokat  létrehozni  az

oszteoklasztogenezis egyik vizsgalt idopontjaban sem.
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Szerettik volna azonban meg direktebb mddon a fehérjéhez kotni a hatast. Ehhez
modszeril a PLCy2-nek a retrovirus-alapy Ujrakifejezését valasztottuk a génhianyos

kultarakba, majd ennek a Ca**-oszcillacidkra kifejtett hatasat vizsgaltuk meg.
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23. &bra. A PLCy2 hidnyaban a kalcium-oszcillaciok az oszteoklaszt fejliédés sordn egyéltalan
nem jonnek létre. A vad tipust és a PLCy2™" egerek csontveldi sejtjeit 50 ng/ml M-CSF és 50
ng/ml RANKL jelenlétében tenyésztettiik 24, 48 és 72 éraig, majd a sejteket Fura-2-vel toltottik,
és kalciummérést végeztiink rajtuk. A kilonbozd szinekkel ellatott vonalak kiilonbozd sejteket
jelolnek. Reprezentativ grafikonok; n = 3.

6.2.5. A PLCy2 ujrakifejezése helyreallitja a kalcium-oszcillaciokat

A PLCy2 fehérje reexpresszidjahoz bicisztronikus, egér-6ssejt virus-alapu
(MSCV), a belsé riboszoma belépési helytdl (IRES) disztalisan GFP-t is kifejez6
retroviralis vektort hasznéltunk (pMIG-R1). A PLCy2 cDNS-ét a pMIG-R1-ba
klénoztam, és az fgy létrehozott retroviralis vektorral (pMIG-PLCy2) PLCy27~
embrionalis majsejteket transzdukaltunk. Kontrollként (res vektorral (pMIG-R1)
infektalt PLCy2_/' ¢s nem fert6zott vad tipusu majsejteket hasznaltunk. Tekintve, hogy
egér esetében az intrauterin életben a vérképzés egyik 6 helye a méj, az innen szarmazo

Ossejtek a megfeleld citokinkdrnyezet hatasara oszteoklasztokka differencialtathatoak.
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A majsejtek hasznalatara azért volt sziikség a Kkisérletekben, mert a retroviralis
vektoraink a hemopoetikus dssejtekben tudtdk csak biztositani az exogén fehérjék
optimalis expressziojat. A majsejteket a transzdukcié utan M-CSF és RANKL
jelenlétében tenyésztettik, majd TRAP-festést es kalciummérést vegeztink a
kultarékon (24. &bra).

PLCy27-+ pMIG-PLCy2

ﬁ\

-
-

(3407380 nm)
£

-

Fluoreszc englahdnyades
(3407380 nm)
&
Fluoreszc englahdnyades
(3407380 nm)
&
Fluoreszcencla hdnyades

[} L] []
L] Wi} 20 ELL L ) 51 L] Wi} 20 300 ) 51 1) 100 200 300 A0 S0

106 (masodperc) 106 {masadperc) 105 (masodperc)

24. dbra. A PLCy2 Gjrakifejezése helyreallitja a PLCy2™" sejtek kalcium-oszcillcidit. A vad
tipust nem transzdukalt, az tires vektorral (MigR1) infektalt és a MigPLCy2 vektorral fertézott
PLCy2™" embrionalis majsejtjeket 50 ng/ml M-CSF és 50 ng/ml RANKL jelenlétében
tenyésztettilk 72 Oraig, majd TRAP festést és kalciummérést végeztiink. A killonbozd szinekkel
ellatott vonalak kiilonbozo sejteket jelolnek. Reprezentativ képek és grafikonok; n = 3.

A vad tipusi embrionalis majsejtek 50 ng/ml M-CSF és 50 ng/ml RANKL
jelenlétében tenyesztve, 72 Ora elteltével létrehoztdk a jellegzetesen puspoklilara
fest6dé, sokmagvu Oridssejteket a TRAP-festett kultirdkban, valamint kalcium-
oszcillaciokat mutattak (24. abra). Ezzel szemben a hasonld korilmények kozott
tenyésztett, és ires vektorral (pMIG-R1) transzdukalt PLCy2™~ embrionalis majsejtek
nem tudtak oszteoklasztokka differencidlodni, és az intracellularis kalcium-szintjeik
meglehetdsen stabilnak mutatkoztak (24. abra). Amennyiben a PLCy2-t kifejez6 pMIG-
PLCy2 retrovirlis vektorral fertéztikk a PLCy2™~ embrionalis méjsejteket, kialakultak a
kultrdban a TRAP-pozitiv sokmagvi sejtek, amelyek Gjra képessé valtak a Ca®'-
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oszcillaciok létrehozasara (24. abra). A PLCy2 reexpresszidja utan a PLCy2 génhianyos
sejtek 3-4%-a mutatott kalcium-oszcillacidkat, az oszteoklasztok szdma és mérete pedig
elmaradt a vad tipusban megfigyeltektél. Ezeket a kilénbségeket az endogén PLCy2-
hoz képest alacsonyabb exogen fehérje szintek és a korilbelul 50%-o0s transzdukcids
hatékonysag magyarazhattak (n = 3).

Osszefoglalasképpen elmondhatjuk, hogy a PLCy2 hatdsmechanizmusanak
vizsgalataval kapcsolatban sikeriilt kimutatnunk, hogy a PLCy2 fehérje elengedhetetlen
az oszteoklasztok in vitro fejlédése soran a kalcium-oszcillaciok kialakulasahoz. A
PLCyz"‘ preoszteoklasztok egyaltalan nem tudtak oszcillaciokat létrehozni, mig a
PLCy2 retroviralis rekonstiticioja a PLCyz‘" embrionalis majsejtekbe helyreallitotta a

kalcium-hullamokat, és az oszteoklaszt-differenciaciot.

62



DOI:10.14753/SE.2014.1989

7. Megbeszélés

Ph.D. munkam sordn az oszteoklasztok fejlédésében és miikodésében szerepet
jatszé intracelluléris jelatviteli folyamatokat vizsgaltam génhianyos egerek segitsegével.
Az eredmények részben bemutatott kisérleteimet két f6 témakor koré csoportositottam.
Ertekezésem elsd felében megvizsgaltam a PI3KP fehérje szerepét az oszteoklasztok in
vitro fejlédésében és mitkodésében, valamint az in vivo csontanyagcserében nyugalmi
és koros koriilmények kozott. Vizsgaltam tovabba a PI3KP szerepét az oszteoklasztok
tulélesében, aktingytiri-képzeésében, katepszin K-lritésében, és az oszteoklaszt-
specifikus gének expressziojanak szabalyozadsaban. Megvizsgaltam tovabbd a PI3K[]
farmakoldgiai gatlasdnak hatasat az egerek hosszu csoves csontjabol szarmazé
csontveldi eredeti mieloid el6alakokbdl, valamint egészséges onkéntesek vérébdol izolalt
monocitakbol differencidltatott oszteoklaszt kulturakon. Az ezekkel kapcsolatos
eredményeimr6l az Arthritis & Rheumatology cimii folyoiratban megjelent elsGszerzos
kdzleményemben szamoltam be. Dolgozatom masodik felében a PLCy2 fehérje szerepét
vizsgaltam az oszteoklasztok in vitro fejlédésében, valamint a fehérje hidnyanak hatasat
tanulmanyoztam az oszteoklasztok kalcium-oszcillacidinak kialakulasaban. Az ezekkel
kapcsolatos eredményekrdl egyrészt a European Journal of Clinical Investigation cimii
folyoiratban megjelent tarsszerzds kozleményemben szadmoltam be, masik részét az
eredményeknek még nem publikaltuk.

Régota ismert kisérletes megfigyelés volt, hogy az altalanos PI3K gatloszer, a
wortmannin és az LY294002 hatasara az oszteoklasztok in vitro fejlédése és mitkodése
stlyosan karosodik (95-97). Arrdl azonban kisérleteink kezdetén nem volt adat, hogy a
kiilonbozé PI3K izoformak koziil melyik/melyek kozvetitik ezt a hatast. A PI3Kf
szerepe az oszteoklasztokban akkor meriilt fel, amikor génexpresszios méréseinkben azt
talaltuk, hogy az in vitro oszteoklasztogenezis sorén a vizsgéalt izoformak kozil a PI3Kf
katalitikus alegységét kodold gén expresszidja fokozddott a legnagyobb mértékben (8.
abra). Sajat Kisérleteinkkel parhuzamosan egy japan munkacsoport is hasonlo
megfigyelésre jutott (120). Ezek alapjan részletesen megvizsgaltuk, hogy a PI3Kf
szlikséges-e az in vitro oszteoklaszt fejlédéshez és mitkodéshez. A PI3Kp farmakologiai
géatlasa (9. abra) és genetikai hidnya (12. abra) jelentésen csokkentette az oszteoklasztok

szamat és azok csontbontd képességét mind a human, mind az egér kultdrakban.
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Erdekes modon az oszteoklasztok szama eltérd mértékben csokkent a kiilonbdzd
Kisérletekben (9. dbra A és C panelek, 12. dbra A panel), és csak mérsekelten valtozott
az oszteoblaszt-oszteoklaszt kokultdrak esetében (12. abra B panel). A PI3Kp
hianyaban azonban az igazan sulyos karosodast az oszteoklasztok miikodésében talaltuk
(9. és 11-12. abrék).

A PI3KB ™ egerek szignifikansan nagyobb csonttémeggel rendelkeztek vad tipus(
tarsaikhoz képest, az oszteoklasztjaik pedig kisebb fellleten érintkeztek a
csontfelszinnel, és alattuk a reszorpcios iiregek mélysége jelentdsen csokkent (10. és 11.
abra). Ezek alapjan felmerllt a PI3KP szerepe az oszteoklaszt-medialta csontbontas
kialakulasaban. Erdemes Gsszevetni a PI3KpP és a PLCy2 genetikai hidnyaban kapott
eredményeinket. Mig a PI3KB ™ és a PLCy2™~ egerekben hasonlé mértékben fokozédott
a mineralizalt csontallomany mennyisége, addig az in vitro tenyészetekben a PLCy2
hianyaban egyaltaldn nem jottek létre oszteoklasztok, a PI3KP hianyaban pedig
csokkent szamban ugyan, de kialakultak a sokmagvl sejtek. Ennek fuggvényében
valdszintisitheté, hogy a PLCy2 inkabb az oszteoklasztok fejlédését szabalyozza, a
PI3K jelenléte pedig a megfelelé6 miikodéstikhoz szikséges.

A PI3Kp hatdsmechanizmusanak vizsgéalata soran azt talaltuk, hogy a fehérje
hianya az oszteoklaszt-specifikus gének expresszigjat (13. abra) és a sejtek tulélését (14.
4bra) nem befolyasolja. Ezzel szemben a PI3KB™" oszteoklasztok aktingytirti-képzése
(15. abra), lizoszOma-eredetli savas vezikula-leadasa es katepszin K-lritése sulyosan
karosodott (16. abra), ami megmagyardzza az oszteoklasztok in vitro miikodésének
megfigyelt zavarat.

A nyugalmi csontanyagcserében betoltott szerepe mellett, a PI3KB fontosnak
bizonyult a kéros csontbontas kialakulasaban is. A PI3KB™ egerek részlegesen védettek
voltak a sebészi ovarektOmia-indukalta csontvesztéstél (17. abra). Mindkét
genotipusban létrejott a csontvesztés a petefészek-eltavolitast kovetden, azonban a
PI3KB™" egerekben ennek mértéke koriilbeliil fele volt a vad tipusban tapasztaltnak,
aminek kovetkeztében a BV/TV értékekben latott kezdeti kiildnbség tovabb fokozodott
az ovariektomia hatasara (17. abra B panel). Ezzel éles ellentétben vannak a PLCy2™"
egereken Dr. Kertész Zsuzsanna kollégam &ltal tett megfigyelések. Mig a PLCy2™"
mutécié hasonld mértékii trabekularis csontdllomany novekedést okozott, mint a PI3K}

genetikai hianya, addig a sebészi ovariektémia hatasira a PLCy2” egerek
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oszteoklasztjai a vad tipust meghaladé mértékben bontottdk a csontot. A PLCy2 és a
PI3Kp hianyos egerek ovariektomia-indukalta csontveszteése kozott talalt kilonbség
pontos okai szdmunkra sem ismertek. Egy amerikai munkacsoport a DAP12 és FcRy
lanc kettds génhianyos allatokban - a PLCy2 hianyaban latottakhoz hasonloan - a vad
tipust jelentdsen meghaladd mértékii ovariektomia-Kivaltotta csontvesztést irt le (125).
Véleménylk szerint a hosszu csoves csontokban (femur, tibia) az 6sztrogénhiany-
indukélta trabekularis csontallomany vesztés ITAM adapter-fliggetlen modon johet
létre. Tekintve, hogy a PLCy2 aktivalddasa a sajat laborunk és mas munkacsoportok
eredményei alapjan az ITAM-fiiggd jelpalyaban torténik meg, ez magyarazatot adhat a
PLCy2 hianyaban megfigyelt jelenségre. A PI3Kp, ezzel szemben, az oszteoklasztok
milkodéseben kozpontibb szerepet bet6lté molekula lehet, és aktivalddasa tobb
jelpalyaban is létrejohet. Erre utalnak sajat munkacsoportunk megfigyelései, miszerint a
PI3Kp egyik fontos effektora, az AKT 473-as szerinen torténd foszoforilacidja 1étrejon
mind az M-CSF, mind az integrin-ligand fliggé jelpalyaban a vad tipusd
oszteoklasztokban, mig ez a PKB aktivacio teljesen hianyzik a PI3KB ™~ sejtekben.
Fontos megemliteni, hogy kisérleteink kezdetén nem allt rendelkezésre adat az
egyes PI3K izoformak szerepér6l az oszteoklasztokban, azonban vizsgalatainkkal
parhuzamosan mas munkacsoportok is felvetettek a kiilonboz6 PI3K izoformak szerepét
a sejtekben (120, 126, 127). Ezek a munk&k azonban nem tudtak egyértelmiien
meghatarozni egy, az oszteoklasztokban dominans szereppel biré PI3K izoformat. Grey
¢s munkacsoportja farmakologiai eredményekre alapozva irta le a PI3Ka szerepét az
oszteoklasztok fejlédésében és mitkddésében (126). Kang és munkatérsai kimutattak,
hogy a PI3Ky genetikai hianyaban kis mértékben megnd az egerekben a mineralizalt
csont mennyisége, es részlegesen karosodik az oszteoklaszt-fejlodés (127). A
kdzelmaltban pedig Shinohara és munkacsoportja irta le, hogy a p85a és p85p genetikai
hianyaban a mineralizalt csont mennyiségének ndvekedése jon létre az egerekben,
aminek hatterében az oszteoklasztok karosodott miikodése all (120). Ez utébbi munka
azonban nem tudta egyértelmiien a PI3K[ szerepéhez kotni a megfigyelt oszteoklaszt-
miikodési zavart, tekintve, hogy a p85 regulatoros alegységek a pl110a, a p110p és a
pl10d Kkatalitikus alegységek barmelyikével képezhetnek heterodimert. Azt, hogy a
Class LA PI3K izoformak (PI3Ka, PI3KB és PI3KS) melyikének hianya lehet

O6nmagaban felelés a kézleményben bemutatott fenotipusért, azt ezekbdl a kisérletekbdl
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nem tudhatjuk meg. Mi Ugy gondoljuk, hogy a részletes in vitro és in vivo vizsgalataink,
a humén és egér mintdk hasznalata, a kombindlt farmakoldgiai és genetikai
megkodzelités, valamint a PI3KP kifejez0désének az oszteoklasztogenezis soran
tapasztalt erételjes fokozddasa egyiittesen kétséget kizaroan azonositjak a PI3K[
fehérjét, mint dominidns ¢és az oszteoklasztok fejlédéséhez ¢és miikddéséhez
elengedhetetlen PI3K izoformat.

Az irodalmi adatok tiikrében feltételezhetjik, hogy mind a négy Class I. PI3K
izoforma szerepet jatszhat az oszteoklasztogenezis szabalyozdsaban. A negyedik
izoforma, a PI3K9 lehetséges szerepét felveti Shinohara és munkatarsainak kdzleménye,
illetve sajat, nem publikalt, a PI3K6 kinase dead mutans egereken kapott eredményeink.
Ennek fiiggvényében konnyen elképzelhetd, hogy a kiillonboz6 Class 1. PI3K fehérjék
kiilonb6z6 izoforma-specifikus hatdsokkal rendelkeznek: példaul mig a PI3Kp az
oszteoklasztok citoszkeletalis atrendez6dését és katepszin K-uritését szabalyozza, addig
az egyéb izoformak a sejtek fejlodését vagy egyeb funkcidit befolyésoljak.

Az egyes sejttipusokban expresszalodo PI3K izoformak azonositasa klinikai
szempontbol kiemelt jelentségii, hozzajarulhatnak ugyanis a fejlesztés alatt allo PI3K
izoforma-szelektiv inhibitorok hatdsspektruménak bévitéséhez (82, 128). A
gyogyszergyarak részérdl tapasztalt érdeklédés a PI3K izoforma-szelektiv inhibitorok
alkalmazasahoz vezethet kiilonb6z6 human megbetegedésekben (81, 83, 84, 129). A
PI3KP fehérjének a vérlemezkék aktivacidjaban leirt fontos szerepe miatt (93, 130-133),
az AZD6482 PI3KB-szelektiv gatloszer mar a klinikai Kiprobalas fazisaba kertilt (134).

Frtekezésem masodik felében a PLCy2 fehérje szerepét vizsgaltam az
oszteoklasztok jelatvitelében, és a kalcium-oszcillaciok kialalkulasdban. Az itt
bemutatott eredményeket megel6zéen Dr. Kertész Zsuzsanna kollégammal kozosen
vizsgaltuk és publikaltuk a PLCy2 szerepét az oszteoklasztok fejlédésében és
mikodésében, valamint a nyugalmi csontanyagcserében. A PLCy2 fehérjével
kapcsolatos eredményeinket dsszefoglalva elmondhatjuk, hogy sikerilt kimutatnunk,
hogy a PLCy2 genetikai hianyaban megnovekszik az egerek trabekularis
csontallomanyanak mennyisége, ami feltételezhetéen az oszteoklasztok szdmanak a
csokkenésével magyardzhatd. Igazoltuk, hogy a PLCy2 elengedhetetlen az
oszteoklasztok csontveldi eredetii mieloid prekurzorokbol M-CSF és RANKL hatasara

,,,,,,
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oszteoklaszt-specifikus gének kifejez6dését. Ezekr6l az eredményekrél Kertész
Zsuzsanna részletesen beszamolt a doktori értekezéseben.

A PLCy2 szerepét az in vivo csontanyagcserében és az oszteoklasztok in vitro
A kiilonb6z6 munkacsoportoknak a PLCy2 oszteoklasztokban betdltott szerepére
vonatkoz6 eredményeit 6sszevetve a hasonldsdgok mellett kiilonbsegekre is fény derilt.
A PLCy2™" tenyészetekben megfigyelhetd oszteoklaszt-fejlédési zavart a masik két
munkacsoport a PLCy2-nek az oszteoklaszt-specifikus gének expressziojanak
szabalyozasaban betdltott szerepével magyardzta. Sajat méréseink ezzel szemben azt
mutatték, hogy az oszteoklaszt-specifikus gének expressziéjanak fokozédasa a PLCy2™"~
sejtekben is megtorténik. Ezt tAmasztott ala az a kés@bbi megfigyelés is, hogy PLCy2 ™"
oszteoklaszt kulturakban a mononuklearis sejtek TRAP-pozitivak voltak (19. abra), ami
az oszteoklaszt-specifikus korai gének kifejezodésére utal.

Tekintve, hogy nem sikeriilt egyértelmiien tisztdzni, hogy a PLCy2 milyen
mechanizmussal jatszik szerepet az oszteoklasztok fejlodésében ¢és miikddésében,
tovabbi Kkisérleteinkben megvizsgaltuk a PLCy2 részvételét egyeb folyamatokban.
Takayanagi és munkacsoportja irta le eldszor, hogy az oszteoklasztok fejlédése soran az
intracellularis kalcium-koncentracié periodikus valtozasai, az Ugynevezett kalcium-
oszcillaciok tehetdk felel6ssé az NFATcL transzkripcids faktor aktivalodasaert (60). A
PLC enzimekr6l pedig jol ismert, hogy az altaluk létrehozott inozitol (1,4,5)-triszfoszfat
kotédése a receptorahoz kalcium-jel kialakulasahoz vezet a sejtben. Ezért a kovetkezé
Kisérleteinkben — megvizsgaltuk a PLCy2 szerepét a kalcium-oszcillacidk
szabalyozésdban. A kalcium-hullamok létrejottéhez az irodalmi adatokkal dsszhangban
(60), a sajat kiserleteinkben is a RANKL jelenlétére volt szikseg, azokat az M-CSF
6nmagaban kivaltani nem tudta (20. abra). Tovabbi Kkisérleteinkben igazoltuk, hogy a
PLCy2 fehérje elengedhetetlen a Ca®*-oszcillaciok kialakulasahoz az oszteoklasztok
fejlddése soran. A PLCy2™™ egerek csontvel8i eredetii mieloid prekurzorai M-CSF és
RANKL jelenlétében tenyesztve egyaltalan nem tudtak kalcium-oszcillaciokat
létrehozni (21. abra), mig a PLCy2 retroviralis rekonstit(iciéja a PLCy2™ oszteoklaszt
eléalakokban helyreéllitotta az oszcillaciokat, és az oszteoklasztogenezist (24. abra).
Ezek alapjan ugy gondoljuk, hogy a PLCy2 az in vivo csontanyagcserében és az in vitro
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oszteoklaszt-fejlédésben betoltott szerepét a kalcium-oszcillaciok szabalyozésan
keresztul fejtheti ki.

Felvetddik, hogy a PLCy2 altal szabalyozott kalcium-hullamok a
utalnak azok a kisérletes megfigyeléseink, amelyekben az oszteoklasztok mellett mas
sokmagvl sejtekben a PLCy2 genetikai hidnyaban ugyancsak nem alakultak ki az
oridssejtek és a kalcium-hullamok. Télink fliggetleniil egy masik munkacsoport is
vizsgalta a PLCy izoenzimek szerepét az oszteoklasztok kalcium-oszcillacidiban,
azonban a mi eredményeinktdl eltéréen 6k a PLCyl fehérje szerepének tulajdonitottdk a
hatast (135). Az eltérés oka az lehet, hogy Kim és munkatarsai a legtobb kisérletiiket az
U73122 gatloszerre alapoztak, amely egyforman gatolja a PLCyl és a PLCy2
izoformakat. Mindazonaltal nem zarhat6 ki, hogy a PLCy2 mellett a PLCyl is szerepet
jatszik az oszteoklasztok kalcium-oszcillacidinak szabalyozéaséaban.

Az értekezésemben bemutatott eredmények felvetik a PI3KB feheérje
farmakoldgiai gatlasanak lehet6ségét a koros csontvesztéssel jard betegségek, mint
példaul a posztmenopauzalis oszteopordzis és a rheumatoid artritisz kezelésében. A
PI3KpB oszteoklasztok fejlédésében ¢és miikodésében betdltott szerepének tiikrében
boviilhet a bevezetés eldtt allo izoforma-szelektiv PI3KP gatloszerek indikécios kore,
vagy 0j, nem vart mellékhatasokra derilhet fény.
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8. Kovetkeztetések

A célkitlizéseknek megfelelden a kovetkeztetéseimet is 6t pontban foglaltam dssze.

1)

2)

3)

4)

5)

Kimutattam, hogy a PI3Kp fehérje sziikséges az oszteoklasztok in vitro
fejlodéséhez és mikodéséhez. A PI3KB farmakolOgiai gatldsa, és/vagy
genetikai hidnya jelentésen csOkkentette az oszteoklasztok szdméat és

csontbontd képessegét mind a human, mind az egér tenyészetekben.

Igazoltam, hogy a PI3K[ szerepet jatszik az in vivo csontanyagcserében
egészséges kortilmények kozott. A PI3KB™™ egerek szignifikansan nagyobb
csonttdmeggel rendelkeztek vad tipusu tarsaikhoz képest, és oszteoklasztjaik

koros morfologiat mutattak a szovettani metszeteken.

Kimutattam, hogy a PI3KB”™ oszteoklasztok —aktingytirii-képzése,
lizoszomalis-eredetli savas vezikula-leadasa és katepszin K-Uritése sulyosan
karosodott, ami megmagyarazza az oszteoklasztok fejlddésének és

mitkodésének in vitro és in vivo megfigyelt zavarat.

Igazoltam, hogy a PI3K 3 szerepet jatszik az in vivo csontanyagcserében koros
koriilmények kozott. A PI3KB™~ egerek részlegesen védettek voltak a sebészi

ovariektdémia-indukdlta csontvesztéstol.

Kimutattam, hogy a PLCy2 fehérje nélkildzhetetlen a kalcium-oszcillaciok
kialakulasahoz oszteoklasztokban. A PLCy27 preoszteoklasztok egyaltalan
nem tudtak Ca**-oszcillaciokat létrehozni, mig a PLCy2 retroviralis
rekonstittcija a PLCy2™~ eléalakokba helyreallitotta az oszcillaciokat és az

oszteoklaszt-fejlodést.
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9. Osszefoglalas

Az oszteoklasztok csontveldi eredetii mieloid el6alakokbol fejlédnek, €s a
szervezetben egyeduli sejtként kepesek a csontszdvet lebontasara mind fizioldgias, mind
koros korulmények kozott. Kialakulasukhoz M-CSF és RANKL citokinek jelenlétére,
ayPs integrinek altal kozvetitett adhézids szignalokra és immunreceptor-szerii jelatviteli
folyamatokra van sziikség. A foszfatidilinozitol 3-kinazok (PI3K) kulcsfontossaguak a
sejtek miikodéshez, azonban vizsgalataink kezdetén nem volt arr6l adat, hogy az
oszteoklasztokban melyik izoformajuk kozvetiti ezt a hatast. Korabbi kisérleteinkben
kimutattuk, hogy a foszfolipaz Cy2 (PLCy2) elengedhetetlen az oszteoklasztok
fejlodéséhez, azonban e hatas pontos mechanizmusa nem ismert. Kisérleteinkben
megvizsgaltuk, hogy a PI3K[ részt vesz-e az oszteoklaszt-mediélta csontbontasban, és
hogy a PLCy2 milyen mechanizmussal szabalyozza az oszteoklasztogenezist.

Az in vitro vizsgalatokhoz vad tipust, PI3KB™ és PLCy2™" egerekbél nyert
csontvelbi sejteket, és egészséges Onkéntesek vérébol izolalt, TGX221 gatldszerrel
kezelt monocitakat M-CSF és RANKL jelenlétében tenyésztettink. A trabekularis
csontallomany vizsgalatahoz mikro-CT és szOvettani analizist végeztink. A poszt-
menopauzalis oszteopordzis modellezésére ovariektomiat hajtottunk végre az allatokon.

A PI3Kp farmakoldgiai gatlasa és/vagy genetikai hianya jelentdsen csokkentette
az oszteoklasztok szamat es csontbontd képességét mind a human, mind az egér
tenyészetekben. A PI3KP™~ oszteoklasztok aktingytirti-képzése, lizoszéma-eredetti
savas vezikula-leadésa és katepszin K-Uritése stlyosan karosodott. A PI3KB™~ egerek
jelentésen nagyobb csonttdmeggel rendelkeztek vad tipust tarsaikhoz képest, és
részlegesen védettek voltak a sebészi ovariektomia- indukalta csontvesztést6l. A PLCy2
foszforilacidja csokkent a PI3KB ™ oszteoklasztokban, és a PLCy2 genetikai hidnyaban
nem jottek létre a kalcium-oszcillacidk a sejtekben.

Kimutattuk, hogy a PI3K[ fehérje sziikséges az in vitro oszteoklaszt-fejlédéshez
és -miikodéshez, valamint az in vivo csontanyagcseréhez. A PI3K[( ezt a szerepét
feltehetben az oszteoklasztok aktingytri-képzésének, lizoszOma-leadasanak és
katepszin K-iritésének szabalyozasan keresztll fejti ki. A PLCy2 fehérje a PI3Kp-tdl
disztalisan helyezkedik el a jelpalyaban, és nélkllozhetetlen az oszteoklasztok kalcium-

oszcillacidinak kialakulasaban.
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10. Summary

Osteoclasts are highly specialized bone-resorbing cells of hematopoietic origin
and are responsible for basal bone resorption, as well as for pathological bone loss.
Their development is directed primarily by M-CSF and RANKL cytokines, 33 integrin-
mediated adhesive interactions and immunoreceptor-like activation signals. Though
phosphoinositide 3-kinases (P13K) are involved in nearly all biological functions, it is
still unclear which isoform mediates their effect in osteoclasts. We have previously
shown that phospholipase Cy2 (PLCy2) is required for osteoclast development, however
the mechanism how PLCy2 regulates osteoclastogenesis has not yet been identified.
Here we tested the role of PI3Kf in osteoclast development and function as well as the
role of PLCy2 in the development of calcium-oscillations.

The role of PI3Kp and PLCy2 in primary human and murine osteoclast cultures
was tested by the PI3Kp isoform-selective inhibitor TGX221, or by using PI3KB™~ and
PLCyz"‘ mice. The trabecular bone architecture of wild type and PI3KB"' mice was
evaluated by micro-CT and histomorphometric analyses. To test the role of PI3Kp in

estrogen-deficiency induced bone loss, PI3KB ™

female mice were subjected to surgical
ovariectomy.

In vitro development of osteoclasts from human or murine progenitors and their
resorption capacity was strongly reduced by the PI3Kp inhibitor TGX221, or by the
genetic deficiency of PI3Kp. Multinucleated PI3KB™~ cells failed to form actin rings
and retained acidic vesicles and cathepsin K. PI3KB"‘ mice had significantly increased
trabecular bone volume compared to wild type mice, and were partially protected from
ovariectomy-induced bone loss. The phosphorylation of PLCy2 was abrogated in
PI3KB ™" osteoclasts, and PLCy2™" cells failed to show calcium-oscillations.

Taken together, PI3Kp plays an important role in osteoclast development and
function, as well as in basal bone homeostasis. PI3Kp is likely required for the
regulation of actin ring formation, vesicle discharge and release of cathepsin K. PLCy2
is activated downstream of PI3Kf, and it is critically involved in the development of

calcium-oscillations during osteoclastogenesis.
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IS a segitségemre volt. A kdz6s munkaban az egyes szerzok az alabbiak szerint vettek

részt (kilonos tekintettel mas Ph.D. hallgatok részvételére):

PI3Kp szerepének vizsgalata az oszteoklasztok miikodésében és a
csontanyagcserében:
Gydri et al. Arthritis & Rheumatology 2014 66 (8): 2210-2221.

Ezért a projektért elsésorban én voltam a felelés. Az in vitro differenciacios és
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végezte. Az aktingyurii-képzéses vizsgalatok soran a videdkat én és Csete Daniel egyutt
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szOvettani meréseket Dr. Mandl Péter vegezte. A mikro-CT vizsgalatok soran a
szkennelést Dr. Szabd Bence és Dr. Dobd-Nagy Csaba készitették. Dr. Suhasini
Kulkarni, Dr. Len Stephens, Dr. Phillip T. Hawkins és Dr. Bart Vanhaesebroeck
szakmai tandcsokat, és kisérleti reagenseket adtak. A projektet Dr. Mocsai Attila
iranyitotta és felligyelte.

PLCy2 szerepének vizsgalata az oszteoklasztok fejlodésében és kalcium-
oszcillacidiban:
Kertész et al. European Journal of Clinical Investigation 2012 42:49-60.

Ezért a projektért elsésorban Dr. Kertész Zsuzsanna volt felelds, azonban a
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volt, abban més Ph.D. hallgatd nem vett részt. A projektet Dr. Mocsai Attila iranyitotta

és felligyelte.
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