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BEVEZETES

A modern tarsadalmakban a populacid Oregedése soran a
csontrendszert érintd betegségek eldforduldsi gyakorisdga novekszik,
ami sziikségessé teszi e betegségek patomechanizmusanak alaposabb
megértését, a kialakuldsukban szerepld ¢lettani ¢és korélettani
folyamatok vizsgalatit. Az oszteoklasztok az emberi szervezetben
egyediili sejtként képesek a csontszovet lebontisara, mely 1€pés
elengedhetletlen a csontatépiilés fiziologias folyamata soran. A
hemopoetikus eredetii mieloid eléalakok M-CSF és RANKL citokinek
hatasara differencidlodnak sokmagvu oriassejttekké. Az  érett
oszteoklaszt milkddése soran polarizalodik, majd az aktingylr
strukturdk létrehozasaval zart teret alakit ki a csontfelszinen, melybe
sosavat €s emésztoenzimeket szekretal. A helyileg 1étrehozott savas
kornyezetben a csontszovet mineralizalt so61  kioldédnak, az
extracellularis matrix fehérjéi pedig az emésztdenzimek - példaul
katepszin K - hatasara lebomlanak. Az oszteoklasztok fejlddése és
mukodése soran lejatszodo folyamatok élettani alapjainak megismerése
€s a csontanyagcsere molekularis szintli szabalyozasdnak megértése
révén felvetddik a remény, hogy a csontbetegségek oki kezelése
lehetévé valjon.

A foszfoinozitidek bioszintézisében alapvetd szereppel bird

crer

foszforilalnak. Az enzimcsalad legjobban ismert tagjai a PI3K L
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osztalydba tartoznak, ¢és a heterodimereket felépitd katalitikus
alegységek alapjan PI3Ka, PI3KP, PI3Ky és PI3KO izoformaknak
nevezziik 6ket. A PI3K-ok szerepe az oszteoklasztok fejlédésében és
mikddésében mar az 1990-es években felvetddott. Nakamura é&s
munkatarsai leirtdk, hogy az altaldnos PI3K inhibitor wortmannin
gatolja az oszteoklasztok in vitro fejlodését és mukodését. Arrol
azonban kisérleteink kezdetéig nem 4&llt rendelkezésre adat, hogy az
oszteoklaszt-fejlédésben és -miikddésben betoltott fontos PI3K hatés
melyik izoforman keresztiil érvényesiil. Ezért kisérleteinkben célul
tlztik ki, hogy megvizsgaljuk a PI3KP szerepét az oszteoklasztok
fejlédésében és mitkddésében, valamint a csontanyagcserében.

A foszfolipaz C (PLC) enzimcsalad tagjai kalcium-jelet hoznak
létre a sejtben. Az enzimcsaldd PLCy2 izoformdjarol kordbbi
kisérleteinkben kimutattuk, hogy elengedhetetlen az oszteoklasztok in
vitro fejlédéséhez és az in vivo csontanyagceseréhez, azt azonban eddig
nem sikeriilt egyértelmiien tisztdzni, hogy a PLCy2 milyen modon
szabalyozza az oszteoklasztogenezist. Az oszteoklasztok fejlodése soran
az intracellularis kalcium-koncentracié periodikus valtozésai, az
ugynevezett kalcium-oszcillaciok teheték feleléss¢ az NFATcl
kulcsfontossagli transzkripcids faktor aktivalodasaért. Ezért tovabbi
kisérleteinkben megvizsgaltuk a PLCy2 genetikai hianyanak hatasat a

kalcium-oszcillaciok kialakulasara az oszteoklasztogenezis soran.
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CELKITUZESEK

Ph.D. munkam soran a kovetkez6 kérdésekre kerestem a valaszt:

Y

2)

3)

4)

5)

Szerepet jatszik-e a PI3Kp fehérje az oszteoklasztok in vitro

fejlédésében és mikodésében?

Részt vesz-e a PI3KP az in vivo csontanyagcsere

szabalyozasaban egészséges koriilmények kozott?

Milyen mechanizmussal jatszik szerepet a PI3KB az

oszteoklasztok fejléddésében €s miikodésében?

Részt vesz-e a PI3KP a sebészi ovariektomia-kivaltotta

csontvesztés kialakulasaban?

Milyen mechanizmussal szabdlyozza a PLCy2 fehérje az

oszteoklasztok fejlodését?



MODSZEREK

Kiserleti allatok. A PI3KJ katalitikus alegységét (p110B) kodold Pik3b
Pik3ch™!-1BvanmL1Bvan o 06 rtSrzset (tovabbiakban: PI3KB ) Dr. Bart
Vanhaesebroeck hozta Iétre és bocsatotta rendelkezésiinkre. A PLCy2-t

kodolé Pleg? gén inaktivalasat eredményezd Pleg2™™

mutaciot
homozigota forméban hordozd egértdrzset (tovabbiakban: PLCy2_/_)
Dr. James N. Ihle munkacsoportjatol kaptuk. A Lifeact-EGFP
transzgént ubikviter mdédon expresszald egértérzset Dr. Michael Sixt

bocsatotta rendelkezésiinkre.

In vitro oszteoklaszt és makrofag kulturak. A vad tipusu, a PI3KB7/ “ésa
PLCyZ*/* egerek hosszii csOves csontjaibol (femur, tibia) nyert
csontveldi sejteket rekombinans egér M-CSF és RANKL jelenlétében
tenyésztettik, majd tartardt rezisztens savas foszfatizt (TRAP)
detektald festést, vagy - mesterséges hidroxiapatit felszinre és marha
kortikalis csontszeletekre helyezve a sejteket - funkciondlis mérést
végeztiink a kultarakon.

Az oszteoklaszt eldalakok retroviralis rekonstituciojahoz egerek
idozitett terhességébdl szarmazod magzatok majabol szuszpenziot
készitettlink, majd az el6zdekben targyalt modon a sejteket oszteoklaszt

iranyba differencialtattuk.



A human oszteoklaszt tenyészetekhez egészséges onkéntesek periférias
vérébol, dextranos iilepitést kovetden, Ficoll-Paque gradiensen izolalt
monocitadkat rekombindns humén M-CSF ¢és RANKL citokinek
jelenlétében oszteoklaszt iranyba differencialtattuk, és az elézéekben

bemutatottakhoz hasonloan vizsgaltuk.

Apoptozis vizsgdlata. A vad tipusa és a PI3KP™ egerekb6l szarmazé
csontveldi eredetli preoszteoklasztokat Annexin-V-PE-nel és 7-amino-
actinomycin D-vel megfestettiik, és aramlési citométeren elemeztiik. Az

¢érett oszteoklaszt kultirdkat TUNEL-reakcioval vizsgaltuk.

Fluoreszcens mikroszkopia. Az aktingylriik vizualizéldsdhoz a vad
tipusu ¢és a PI3KB*/* egerekbdl szarmazd csontvel6i eredeti
oszteoklasztokat fixaltuk, permeabilizaltuk, majd Alexa488-Phalloidin-
nel ¢és DAPI-val megfestettik, és fluoreszcens mikroszkoppal
vizsgaltuk. Az oszteoklaszt-fejlédés soran bekovetkezd citoszkeletalis
valtozasok videomikroszkdpids nyomonkdvetéséhez Lifeact-EGFP-t
expresszalo vad tipusi és PI3KB*/* egerekbdl szarmazd csontvel6i
sejteket hasznaltunk. A savas vezikuldk festése LysoTracker Red-del
tortént. A kalciummérésekhez a vad tipusa és a PLCy2 ' csontvel6i
eredetli sejteket Fura-2-AM ¢s pluronsav jelenlétében inkubaltuk, majd

fluoreszcens mikroszkoppal vizsgéltuk.



Génexpresszios — vizsgalatok. Az oszteoklaszt-specifikus  gének
expressziojanak valtozasat kvantitativ real-time PCR moddszerrel

kovettiik nyomon Tagman assay-ek segitségével.

Biokémiai vizsgadlatok. A vad tipusu ¢€s a PI3KB*/* egerekbdl szarmazo
csontveldi sejteket M-CSF és RANKL jelenlétében tenyésztettiik, majd
a feliiliszojukat Osszegyljtottiik, és beldliik a fehérjéket acetonnal
kicsaptuk, a sejteket pedig Triton-X-100 alapt feltaré oldatban lizaltuk.
A feliiluszobol szarmazo fehérjéket €s a teljes sejt lizatumokat Western

blot médszerrel vizsgaltuk tovabb.

Retroviralis rekonstitucio. A PLCy2 fehérje reexpresszidjdhoz a
PLCy2-t koédold ¢DNS-t egér Ossejt virus alapi, a belsd riboszoma
belépési helytdl disztalisan GFP-t expresszalo, bicisztronikus pMIG
vektorba klonoztuk. Az igy kapott retrovirdlis vektorral Platinum-E
csomagoldsejteket transzfektaltunk Lipofectamin 2000 transzfekcios
reagens jelenlétében. A csomagoldsejtekrdl 0sszegyljtott virustartalmu
feliiluszoval vad tipusi ¢és PLCVZ*/* embrionalis ma4jsejteket

transzdukaltunk, majd a sejteket oszteoklaszt irdnyba differencidltattuk.

Mikro-CT vizsgalatok. A vad tipusu és a PI3KB*/ ~ egerekbdl eltavolitott
combcsontok  disztalis metafizisét SkyScan 1172  késziiléken
szkenneltik be. A haromdimenzidés rekonstrukciot NRecon, a
kiértékelést pedig CT-Analyser szoftverekkel végeztiik.
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Szovettani vizsgalatok. A vad tipust €s a PI3KB*/* egerek femurjanak
disztalis metafizisét fixaltuk, dekalcindltuk, majd paraffinba adgyaztuk
be, és mikrotommal metszettiikk. A szeleteket TRAP-, toluidinkék- és

hematoxilineozin-festéssel értékeltuk ki.

Petefészek-eltavolitas. Az Osztrogének  hidnydban  1étrejovo
csontvesztést vad tipusii és PI3KP” néstény egerek petefészkeinek
sebészi eltavolitdsaval (ovariektomia) vizsgaltuk. Az allatokbol 6 héttel

a mutét utdn mikro-CT vizsgalatra femurt €s tibiat izolaltunk.

Statisztikai analizis. Az in vitro kisérleteket legalabb héaromszor
megismételtiik, az in vivo méréseket pedig elvégeztiik legalabb harom,
korban és nemben megegyez0 egéren. A statisztikai elemzést kiilonbozo
elemszamu, két populacids nem-parositott t-probaval, illetve ismétléses,
kétfaktoros variancia analizissel (kétutas ANOVA) végeztiik Statistica
7.0 szoftver segitségével. A genotipus €s az elvégzett beavatkozasok
kozotti  interakciot Tukey poszt-hok vizsgalattal hatdroztuk meg.

Statisztikailag szignifikdnsnak a p < 0,05 értéket tekintettiik.



EREDMENYEK

Ph.D. munkdm sordn az oszteoklasztok fejlodésében ¢s
mitkddésében szerepet jatszo intracellularis jelatviteli folyamatokat
vizsgaltam génhidnyos egerek segitségével. Munkam elsé felében
megvizsgaltam a PI3KP fehérje szerepét az oszteoklasztok in vitro
fejléddésében és mitkkddésében, valamint az in vivo csontanyagcserében
nyugalmi és koros koriilmények kozott.

A PI3K szerepe az oszteoklasztokban akkor meriilt fel, amikor
génexpressziés méréseinkben azt taldltuk, hogy az in vitro
oszteoklasztogenezis soran a vizsgalt izoformak kozil a PI3K[
katalitikus alegységét kodold gén expresszidja fokozodott legnagyobb
mértékben. Tovabbi kisérleteinkben a TGX221, egy PI3K[ szelektiv
gatloszer hatasat vizsgaltuk meg az oszteoklasztok in vitro fejlédésére
¢s mitkodésére. Ezekben a kisérletekben azt talaltuk, hogy a TGX221
dozisfiiggd moédon gatolta az oszteoklasztogenezist: mind a human,
mind az egér tenyészetekben jelentdsen csokkent az oszteoklasztok
szama ¢s azok csontbontd képessége a mesterséges hidroxiapatit
felszineken.

A PI3KP csontanyagcserében betoltott szerepének vizsgéalatahoz a
PI3KB_/_ egek femurjanak disztalis metafizisét mikro-CT analizisnek
vetettiik ala. A vad tipushoz képest a PI3K[37/ ~ egerekben szignifikansan

megnott a relativ csonttérfogat (BV/TV), ami a trabekuldk szamanak a



novekedésével volt magyarazhatd, nem pedig a megvastagodasukkal.
Szovettani metszeteken vizsgalva az egerek csontjait, a PI3K genetikai
hidnyaban az egységnyi csontfeliiletre jutd oszteoklasztok szama 20%-
kal csokkent, mig a PI3KB" oszteoklasztok koros morfologiat
mutattak: szignifikdnsan kisebb feliileten érintkeztek a csonttal, ¢és
alattuk a reszorpcios iireg mélysége jelentdsen csokkent.

A PI3KB™" egerekbél differencidltatott in vitro oszteoklaszt
tenyészetekben jelentésen csokkent a TRAP-pozitiv sokmagvu
oriassejtek szama a vad tipusu kultrdkhoz képest. A PI3K[ genetikai
hidnydban azonban az igazan sulyos karosodast az oszteoklasztok
mitkddésében lattuk: mind a mesterséges csontfelszin, mind a marha
kortikalis csontszeletek bontdsa jelentdésen karosodott a génhidnyos
tenyészetekben.

A PI3Kp hatasmechanizmusanak vizsgalata soran azt talaltuk,
hogy a fehérje genetikai hidnya nem befolydsolja az oszteoklaszt-
specifikus TRAP, katepszin K, integrin B3 lanc, NFATcl, calcitonin
receptor és DC-STAMP fehérjéket kodoldo gének expresszidjanak
fokozddasat, valamint az oszteoklasztok ¢és azok eldalakjainak a
talélését. Ezzel szemben a PI3KB ™~ oszteoklaszt kultirdkban tallhato
multinukledris sejtekben az aktingyliriik kialakuldsa egyaltalan nem jott
létre, a Lifeact-EGFP-t kifejez6 PI3K[37/7 csontveldi eldalakok pedig
képesek voltak ugyan sokmagvt oriassejtekké differencialodni, de nem
tudtdk a csontbontashoz sziikséges citoszkeletalis atrendezddéseket

létrehozni. Mig a vad tipust érett oszteoklasztok kevés lizoszomalis-
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eredeti savas vezikulat tartalmaztak, a PI3K[37/ ~ oszteoklasztok
citoplazmaja tele volt savas vezikulumokkal, ami arra utalt, hogy a
PI3KB_/_ sejtekben a vezikuldk iiritése karosodott. A savas vezikuldk
egyik legfontosabb Osszetevdjének, a katepszin K maétrixbontod
enzimnek pedig jelentdsen csokkent a PI3KB7/ ~ kulturak feliiluszojaba
iiritett mennyisége a vad tipusu tenyészetekhez képest.

A nyugalmi csontanyagcserében betoltott szerepe mellett a
PI3KB-t fontosnak talaltuk a koros csontbontds kialakuldsaban is. A
PI3KB*/* egerek részlegesen védettek voltak a sebészi ovarektomia-
indukalta csontvesztéstl. Mindkét genotipusban 1étrejott a csontvesztés
a petefészek-eltavolitast kivetéen, azonban a PI3KP™ egerekben ennek
mértéke koriilbeliil fele volt a vad tipusban tapasztaltnak, aminek
kovetkeztében a BV/TV értékekben latott kezdeti kiilonbség tovabb
fokozodott az ovariektomia hatésara.

Ph.D. munkdm masodik felében a PLCy2 fehérje szerepét
vizsgaltam az oszteoklasztok fejlédésében. Eldzetes kisérleteinkben
kimutattuk, hogy a PLCy2 elengedhetetlen az oszteoklasztok in vitro
fejlédéséhez és mikodéséhez, valamint az in vivo csontanyagcseréhez.
Kvantitativ PCR-ral és a TRAP-festett kultirdkon is megerdsitettiik,
hogy a PLCy2 genetikai hidnya nem okozza az oszteoklaszt-specifikus
gének kifejezddésének a karosodésat, és feltehetben nem ez all a
PLCyZ*/* kultirdkban  megfigyelt oszteoklaszt-fejlodési  zavar

hatterében.
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A kovetkezd kisérleteinkben megvizsgaltuk a PLCy2 genetikai
hidnydnak  hatasdt a  kalcium-oszcillaciok  kialakulasdra az
oszteoklasztogenezis soran. A kalcium-hullamok Iétrejottéhez - az
irodalmi adatokkal 0sszhangban - sajat kisérleteinkben is a RANKL
jelenlétére volt sziikség, azokat az M-CSF 6nmagaban kivaltani nem
tudta. A tovabbi kisérleteinkben azt talaltuk, hogy a PLCy2 fehérje
elengedhetetlen a Ca*"-oszcillaciok kialakulasahoz az oszteoklasztok
fejlédése soran. A PLCy2" egerek csontveléi eredetti mieloid
prekurzorai M-CSF ¢és RANKL jelenlétében tenyésztve egyaltalan nem
tudtak kalcium-oszcillaciokat létrehozni, mig a PLCy2 retroviralis
rekonstitiicidja a PLCy2_/_ oszteoklaszt eléalakokban helyreallitotta az
oszcillaciokat és az oszteoklasztogenezist.

Az itt bemutatott eredmények felvetik a PI3KP ¢és PLCy2
fehérjék farmakoldgiai gatldsanak lehetdségét a koros csontvesztéssel
jaré betegségek, mint példaul a posztmenopauzélis oszteoporozis €s a
rheumatoid artritisz kezelésében. A PI3Kf oszteoklasztok fejlédésében
¢s milkodésében betoltott szerepének tiikkrében pedig bdviilhet a
bevezetés eldtt allo izoforma-szelektiv PI3K[ gatloszerek indikacios

kore, vagy 11j, nem vart mellékhatasokra deriilhet fény.
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KOVETKEZTETESEK

A célkittizéseknek megfeleléen a kovetkeztetéseimet is Ot pontban

foglaltam Ossze:

1)

2)

3)

4)

5)

Kimutattam, hogy a PI3KpB fehérje sziikséges az

oszteoklasztok in vitro fejlodéséhez és mitkkodéséhez.

Igazoltam, hogy a PI3KP szerepet jatszik az in vivo

csontanyagcserében egészséges koriilmények kozott.
Kimutattam, hogy a PI3KP hianyaban az oszteoklasztok
aktingytrii-képzése, lizoszomalis-eredetli savas vezikula

leadasa ¢€s katepszin K-iiritése sulyosan karosodik.

Igazoltam, hogy a PI3KP szerepet jatszik a sebészi

ovariektomia-indukalta csontvesztés kialakulasaban.

Kimutattam, hogy a PLCy2 fehérje nélkiilozhetetlen a

kalcium-oszcillaciok kialakuldsahoz oszteoklasztokban.
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