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1. Bevezetés

Az  oszteoklasztok, mas néven csontfaldsejtek
nagyméretli multinuklearis sejtek, melyek a szervezetben
egyediiliként képesek lebontani a csontot, illetve az
elmeszesedett porcszovetet. A csontanyagcsere komplex
folyamata, a csontatépiilés mellett szamos betegség
patomechanizmusdban 1is szerepet jatszhatnak. Példaul
emelkedik aktivitasuk osteoporosisban, osteopeniaban €s tobb
gyulladasos iziileti betegségben is, mint példaul rheumatoid
arthritisben (RA) és arthritis psoriaticaban (PsA). Mindkét
korkép iziileti gyulladassal jar6 kronikus, immunmedialt
betegségek, melyek a népesség 0,5-1 %-t érintik. A csont és az
immunrendszer komplex kdlcsonhatdsai révén a gyulladdsos
folyamatok felgyorsithatjdk/novelhetik a csontreszorpciot az
oszteoklasztok fokozott aktivitdsa altal. A gyulladds soran
felszabadulo proinflammatorikus citokinek (TNF-a, IL-1, IL-6,
IL-17, IL-23), a limfocitdk és a fibroblasztok 4&ltal termelt
RANK-L ¢és a sejt-sejt interakciok lokalisan oszteoklaszt
aktivaciot segitenek eld. Mindkét betegség
patomechanizmusaban tovabba mind a velesziiletett, mind az
adaptiv immunvalaszok fontos szereppel birnak; RA-ban a T-
sejtek és a B-sejtek, mig PsA-ban az aktivalt T-sejtek ¢és
makrofagok birnak kulcsszereppel.
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Az oszteoklasztok hematopoetikus Gssejt  eredetli
progenitor sejtekbdl alakulnak ki M-CSF és RANK-L
jelenlétében, melyek  sziikségesek az  oszteoklasztok
differencialodasahoz, aktivaciojahoz és taléléséhez egyarant. A
kutatasban széleskoriien alkalmazott in vitro modszer az
oszteoklasztok  vizsgdlatdira a vér eredeti ~monocitak
differencialtatasa, mely soran az M-CSF és RANK-L citokinek
alkalmazasa mellett adherens feliilet Dbiztositasa is

elengedhetetlen.

A tomegspektrometrian (MS) alapuld proteomikat széles
korben hasznéljdk a fehérjék azonositdsdra és mennyiségi
meghatarozasara biologiai mintdkban. Az irodalomban talalunk
oszteoklaszt prekurzor sejtvonal (RAW264.7) proteomikat leird
cikkeket, azonban korabban még nem volt adatunk human vér
eredetli oszteoklasztok proteomikéjarol, és keveés informacionk
volt az oszteoklasztok differencidlodésa soran végbemend

molekularis valtozasokrol.

Az extracellularis vezikuldk (EV) sejtekbdl szarmazo,
kettds lipid membrannal koriilvett struktarak, melyeket méretiik
alapjan kategorizalnak. Eszerint kis (sEV), kozepes (mEV) és
nagyméretli (IEV) vezikulakat kiilonboztetink meg. Az EV-k
komplex biomarkerek a benniik és a felsziniikon talalhatod
szamos nukleinsav, fehérje és lipid révén. Ezen molekularis
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komponensek szallitasdval biologiai aktiv szignaloszomak, igy
befolyasolhatjak a velilk interakcioba 1épd sejtek, igy az

oszteoklasztok fejlodését, mikodését is.



2. Célkitizések

Munkank 6 célkitiizései az alabbiak voltak.

e Az oszteoklaszt differencialodds sordn bekovetkezd
proteomikai dinamikus valtozasok elemzése egészséges
donorokban, valamint RA és PsA betegekben.

o Preoszteoklasztok ¢és oszteoklasztok in  vitro
differencialtatdsa egészséges donorok, RA ¢és PsA
betegek vérmintaibol szarmazé monocitakbol.

o Monocita, in vitro differencialtatott preoszteoklaszt és
oszteoklaszt  mintak  fehérje  expresszidjanak

elemzése.

e Az sEV hatasanak a vizsgalata a human in vitro
oszteoklasztogenezisre.

o A human vér eredeti SEC (méretkizarasos
kromatografia) tisztitott sSEV kezelés hatasanak a
vizsgalata in  vitro human vér  eredetii
oszteoklasztokon.

o Egészséges donorok, RA és PsA betegek sEV és mEV

mintainak a vizsgéalata d&ramlasi citometriaval.



3. Modszerek

3.1. Donorok

Az RA-ban és PsA-ban szenvedd betegek vérét a Budai
Irgalmasrendi Korhazban gyijtottiikk. Az RA-s donorok a 2010-
es ACR/EULAR, a PsA-s donorok pedig a CASPAR

kritériumrendszerek alapjan voltak diagnosztizalva.

Az egészséges donorok vérét a Semmelweis Egyetemen

gyljtottiik.

3.2. In vitro oszteoklaszt differencidltatads

A periférids vérmintakbol PBMC sejteket izolaltunk Ficoll
denzitds gradiens segitségével, melyekbdl CDI14* sejteket,
monocitakat szeparaltunk EasySep pozitiv magneses szelekcios
modszerrel. A monocitakat M-CSF és RANK-L citokinekkel
stimulaltuk specialis médiumban, letapadast biztositdo plate-

eken.

Az otodik napon preosztoklaszt mintdkat, a kilencedik
differencialtatasi napokon oszteoklasztokat gytjtottink MS

analizishez, melyeket felhasznalasig -80 °C-on taroltunk.



Az EV kezelések soran a differencialas nyolcadik napjan TRAP
festést végeztiink, majd a sejteket lefotoztuk, és megszamoltuk

ImagelJ program segitségével.

3.3. Proteomikai analizis

A hat egészséges, hat RA-s és hat PsA-s donortol 6sszegylijtott
Osszesen 54 mintat lizaltuk. A sejtlizist kdvetéen a mintakat
alkilaltuk, majd megemésztettiik LysC és trypsin segitségével.
A peptideket nanoHPLC-vel szeparaltuk, majd tandem
tomegspektrométerrel analizaltuk. A kapott tomegspektrumokat

Byonic és MaxQuant MS szoftverekkel kiértékeltiik.

3.4. Adatelemzés

A kapott adatokat génkészlet-disulasi analizissel (GSEA)
tovabb értékeltiik a GO Biological Process ¢s GO Cellular

Compartment génkészletekkel.

A fehérjék differencialis expresszios statisztikai elemzései soran
t-teszteket alkalmaztunk Benjamini/Hochberg modszerrel

korrigalt p értékekkel.



3.5. Vezikula izoldlas

Egészséges donorok periférids vérébol vérlemezke-mentes
plazmat nyertiink (PFP). A PFP-t 0,8 um-es filteren atsziirtiik,
majd méretkizarasos kromatografiat (SEC) alkalmaztunk a
vezikulak tisztitdsara. Végiil az 0sszegytijtott mintakat 120,000
g-n, 4 °C-on 16 h-n keresztiil ultracentrifugaltuk, majd PBS-ben

reszuszpendaltuk.

Az aramlasi citometrids vizsgalatokhoz egészséges donorok,
valamint RA-ban ¢és PsA-ban szenvedd paciensek vérét
gyljtottiik. A vérmintdkbol mEV és sEV mintakat izolaltunk
differencial centrifugédcios (2 x 20,500 g és 100,000 g) és

filtracios 1épésekkel.

3.6. Aramldsi citometria

Egészséges donorok, valamint RA-ban és PsA-ban szenvedd
paciensek vérmintdibol izolalt sSEV és mEV mintékat

vizsgaltunk FACS Calibur dramlési citométerrel.

Az mEV-k vizsgalata soran differencial detergens lizist
alkalmaztunk, mig az SEV-k vizsgalata soran azokat

aldehid/szulfat latex gyongyokhoz kotottiik.



4. Eredmények

4.1. A dinamikus proteomikai valtozdsok vizsgalata

az oszteoklasztok in vitro differencidloddsa soran

Az egészséges, RA-s és PsA-s donorok vérébdl izolalt
monocita mintakat, illetve az azokbol in vitro differencialtatott
preoszteoklaszt és oszteoklaszt mintdkat Osszegyljtottiik. Ezt
kovetden mintael6készitést, majd kvantitativ proteomikai

analizist végeztiink.

Elsoként arra voltunk kivancsiak, hogy mely
paraméterek befolyédsoljak a leginkabb a fehérje expresszios
valtozdsokat a differencidlodds soran, mely kérdés
megvalaszolasara PCA analizist végeztiink. Azt kaptuk
eredményiil, hogy a mintadk csoportosuldsa a sejttipustdl fiigg
leginkdbb. Egyéb paramétereket is vizsgaltunk, melyek koziil
példaul a nemnek és a diagndzisnak nem volt jelentds hatasa a

mintak csoportosulasara.

Kovetkezd 1épésként az Osszes vizsgalt minta
differencialis expresszios adatain GSEA analizist végeztiink a
fehérjék lokalizacidja (GO-CC) és biologiai folyamatok alapjan,
amelyekben a fehérjék részt vesznek (GO-BP). Azt kaptuk

eredményiil, hogy kiilonféle szekrécios vezikulak fehérjéi és {6



hisztokompatibilitasi komplex (MHC) fehérjék expresszioja
csokkent, mig a bazolateralis membran fehérjék és riboszomalis
fehérjék expresszidja novekedett az oszteoklaszt ¢és
preoszteoklaszt mintdkban a monocita mintdkhoz képest.
Tovabba az oszteoklasztok differencidlodasaban és a szénhidrat
anyagcsere biologiai folyamataiban részt vevd fehérjék
expresszidja nott az oszteoklaszt mintdkban a monocita
mintakhoz  képest. = Ezzel  szemben, a  kiilonféle
immunfunkcidkban, mint pl. migracid, citokintermelés ¢&s

immunvalaszok részt vevo fehérjék expresszidja csokkent.

Ezt kovetden a kiilonféle sejttipusti mintakat kiilon is
vizsgaltuk PCA analizissel a diagnozis alapjan. Azt kaptuk
eredményiil, hogy a kiilonb6zé betegcsoportokba tartozd
oszteoklaszt mintak csoportosuldst mutattak, és a szétvalas
mértéke a differencialddés soran megnétt. Ez azt sugallja, hogy
az eltérd citokin kornyezet, amelybdl a monocitékat izolaltuk
nagy jelentdséggel bir az oszteoklasztogenezisben, még azonos

differencialtatasi koriilmények kozott is.

Mivel a PCA analizis az oszteoklaszt mintak kozott
mutatta a  legnagyobb  kiilonbséget a  kiilonféle
betegcsoportokban, a tovadbbiakban az oszteoklaszt mintdk
differencialis expresszids adatait vizsgaltuk GSEA analizissel
GO-CC és GO-BP alapjan. Azt kaptuk eredményiil, hogy az
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immunologiai folyamatokban részt vevé fehérjék és az MHC
komplex fehérjéinek expresszidja mind az RA, mind a PsA
eredetli oszteoklaszt mintdkban megnovekedett az egészséges
oszteoklasztokhoz képest. A lipid metabolikus folyamatokban
részt vevo fehérjék expresszidja szintén nétt a PsA eredetli
oszteoklasztokban az egészségesekhez képest. Ezzel szemben az
anyagcsere-folyamatokban részt vevdé fehérjék expresszidja
mind az RA, mind a PsA eredetii oszteoklaszt mintakban

csokkent az egészséges oszteoklasztokhoz képest.

4.2. A SEC tisztitott SEV-k hatdsa a human in vitro

oszteoklasztogenezisre

A kovetkezOkben arra voltunk kivancsiak, hogy vajon a
SEC tisztitott SEV-k befolyasoljak-e az oszteoklasztok szdmat.
Ezért egészséges donorok vérébdl izolalt méretkizarasos
kromatografidval tisztitott kisméreti EV-kkel kezeltiink
ugyanattol a donort6l szarmazo vér eredetli monocitakbol in
vitro differencialtatott oszteoklasztokat. Azt kaptuk eredményiil,
hogy a SEC tisztitott SEV-k szignifikdnsan gatoltdk az

oszteoklasztogenezist egészséges oszteoklaszt mintak esetén.
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Ezt kdvetéen mind a kis, mind a kézepes méretii EV-ket
aramlasi citometriaval vizsgaltuk. A kozepes méretii EV-K
vizsgalata sordn differencidl detergens lizist alkalmaztunk,
mivel az MEV-k detergens érzékenyek. Azokat az eseményeket
tekintettik mEV-knek, amelyek a detergens hozzaadasat

kovetden eltiintek.

Azt kaptuk eredményiil, hogy a harom donorcsoport
vezikularis OPG és RANKL tartalmaban nem volt szignifikans
kiilonbség. Ezzel szemben az egészséges, RA és PsA eredetii
EV-k CD antigén expressziojaban szignifikans kiilonbségeket
figyeltiink meg. A PsA donorok vérébdl izolalt sEV mintak
expresszaltak a legtobb monocita markert, a CD14-et, mig a
neutrofil granulocitdkra jellemzé CD15 marker a PsA mEV

mintakban volt a legnagyobb mennyiségben jelen.
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5. Kovetkeztetések

e FElsoként irtuk le az oszteoklasztogenezis soran végbemend
dinamikus proteomikai valtozasokat mind egészséges, mind

RA-s és PsA-s donor eredeti monocitakbol kiindulva.

e Az egészséges donoroktol, valamint az RA-ban vagy PsSA-
ban szenvedo betegektdl szarmazo — és azonos koriilmények
kozott differencialt — sejtek kozotti kiilonbségek a fejlédés

késObbi szakaszaiban markansabbak.

e Az RA ¢és PsA eredetli oszteoklasztok fehérje expresszios
profiljaban azonositott kiillonbségek az egészséges mintadkhoz
viszonyitva arra utalhatnak, hogy a valtozatos -citokin

kornyezet modositja az oszteoklasztok differencidlodésat.

e A plazméban taladlhaté sEV-k kozvetleniil kolcsonhatasba
Iéphetnek az  oszteoklasztokkal, mely kdlcsonhatés
egeészséges donor eredetli sejtek esetében gatlo hatassal bir az
oszteoklasztok képzOdésében. Ennek a folyamatnak

fiziologiai szerepe lehet a csontregeneracioban.

e A plazmaban keringd vezikulak mintazata eltér az RA-ban és
PsA-ban szenvedd donorok és az egészséges donorok
esetében, mely a jovoben hozzajarulhat 0j diagnosztikai és

prognosztikai tesztek kidolgozasahoz.
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Az értekezés témajaban megjelent eredeti kozlemények
Osszesitett impaktfaktor értéke; 15,507

Az Osszes kozlemény Osszesitett impaktfaktor értéke; 30,563
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