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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACAN: aggrekan

ACM3: M3 muscarin tipusu acetilkolin receptor
ACTN: aktinin

ADAM: egy disintegrin és metalloproteindz enzim
(a disintegrin and metalloproteinase)

ADAMTS: egy disintegrin és metalloproteinaz
thrombospondin motivumokkal rendelkez6 enzim
(a disintegrin and metalloproteinase with
thrombosponding motifs)

AFM: alpha-albumin

AGA: antiglikan antitest

AMPER: ammoénium-perszulfat

ANXA: annexin A

AOB: aminooxy-biotin

AP2M1: AP-2 complex alegység mii

APO: apolipoprotein

APP: amyloid-f A4 protein

ARF6: ADP-ribozilaci6 faktor 6

ATP: adenozin-trifoszfat

ATP7B: ATPaz, réztranszportald béta alegység
BAX: BCL2-asszocialt X apoptdzis szabalyozd
BCA: bicinkoninsav

BCL2L1: BCL2-szerli 1

BK: nagy konduktanciaju kalcium aktivalta kalium
csatorna (big conductance calcium activated
potassium channel)

BMP: csont morfogenikus fehérje (bone
morphogenic protein)

BP: bioldgiai folyamat (biological process)

BSA: borju szérum albumin

C7: komplement fehérje C7

C9: komplement fehérje C9

CACIC: fesziiltség kapuzott L-tipusu
kalciumcsatorna

CALM3: kalmodulin-3

CAM: sejtadhézios molekula (cell adhesion
molecule)

CC: sejtes komponens (cellular component)
CDK1: ciklin dependens kinaz 1

CLU: clusterin

CMF-PBS: calcium és magnézium mentes foszfat-
pufferelt s6oldat

CNTFR: ciliaris neurotrophikus faktor receptor
COMMDI1: rézanyagcsere Murrl domén tartalmu
fehérje

CRTAP: porc-asszocialt protein

CS: chondroitin-szulfat

CSC: sejtfelszini befogas (cell surface capture)
DAPI: 4,6-diamidino-2-fenilindol

DCN: dekorin

DDA: adat dependens adatgyijtés (data-dependent
acquisiton)

DDR: discoidin domén receptor

DEP: eltérd expresszioju protein (differentially
expressed protein)

DIA: adat independens adatgytijéts (data
independent acquisition)

DLL: delta-like fehérje

DMD: disztrofin

DTT: ditriotreitol

EC: extracellularis

ECM: extracellularis matrix

EDTA: etilén-diamin-tetraacetat

EFNAZ2: ephrin receptor A2

EGF: epidermalis novekedési faktor (epidermal
growth factor)

EGFR: epidermalis ndvekedési faktor receptor
(epidermal growth factor receptor)

ELFO: elektroforézis

ELISA: enzim-kapcsolt immunoszorbens esszé
(enzyme-linked immunosorbent assay)

ENaC: epithelialis natriumcsatorna

EPH: ephrin receptor

ER: endoplazmatikus retikulum

FAM169A: 169-es csaladi homoldgia
szekvenciaval rendelkezd A tag

FAS: zsirsav szintaz

FBS: foetalis borji szérum

FC: fold change

FGF: fibroblast novekedési faktor (fibroblast
growth factor)

FGFR: fibroblast novekedési faktor receptor
FN1: fibronektin-1

FZD: frizzled

GAG: gliikézaminoglikan

GFRA2: GDNF csalad receptor alpha-2

GO: gén ontoldgia (gene ontology)

GP: glikoprotein

GPCR: G-fehérje kapcsolt receptor (G-protein
coupled receptor)

GPI: glikozil-foszfatidilinozitol

HA: hyaluronsav

HD: nagy sejtsiiriségii (high-density)

HH: Hamburger-Hamilton felosztas

HMGBI: nagy mobilitasu csoport protein Bl
HPLC: nagy hatékonysagu folyadékkromatografia
(high-performance liquid chromatography)
HPX: hemopexin

HRP: torma-peroxidaz (horseradish peroxidase)
HS: heparan-szulfat

HSP: hésokk fehérje (heat-shock protein)
HSP90B1: hésokk fehérje B csalad [Hsp90] 1.
tagja

HSPAS: hésokk fehérje A csalad [Hsp70] 5. tagja
HTRAT1: magas hémérsékleti sziikség Al enzim
(high-temperature requirement A1)

HYAL: hyaluronidaz

HYOUT: hypoxia altal upregulalt fehérje 1

IC: intracellularis

IDA: informaci6 dependens adatgytijtés
(information-dependent acquisition)

IGFALS: insulin-szerti névekedési faktor-ko6td
fehérje savérzékeny alegység



IGLLS5: immunoglobulin lambda-szer{i polypeptid
5

IHH: indian hedgehog

IPA: ingenuity pathway analysis

iPSC: indukalt pluripotens 6ssejt (induced
pluripotent stem cell)

KC1G1: kazein kinaz-1 izoforma gamm-1
KO: génkiiités (knock-out)

KS: keratan-szulfat

LALBA: o-laktalbumin

LAMP: lizoszéma-asszocialt membran
glikoprotein

LC-MS/MS: folyadékkromatografiaval kombinalt
tandem tomegspektrometriai analizis

LMNA: prelamin-A/C

LRP: alacsony denzitasu lipoprotein receptor-rokon
protein

LYZ: lysosim

LYZL4: lysosim-szer( fehérje 4

MAP: molekuléaris aktivitas predikcid

MF: molekularis funkcié

MMP: matrix metalloprteinaz

MOCOS: molibdén-kofaktor szulfuraz
mRNS: hirvivé ribonukleinsav (messenger
ribonucleid acid)

MSC: mesenchymalis 6ssejt (mesenchymal stem
cell)

MSRBI1: metionin-szulfoxid-reduktaz B1
MYH9: miozin-9

NCAMI: neuronalis sejt adhézids molekula 1
NHS: N-hidroxiszukcinimid

NMDAR: N-metil-D-aszpartat receptor

OA: osteoarthritis

ORM2: oromucosid 2

OSTP: osteopontin

P3H1: prolil 3-hidroxilaz 1

P3H2: prolil 3-hidroxilaz 2

P4HAT1: prolil 4-hidroxilaz alegység a-1
P4HA2: prolil 4-hidroxilaz alegység a-2
P4HB: protein diszulfid-izomeraz Al

PAGE: poliakrilamid gélelektroforézis

PAXG6: paros dobozo protein pax-6

PBS: foszfat-pufferelt sdoldat

PCA: elsddleges komponens analizis (principal
component analysis)

PCM: pericellularis matrix

PDIA3: protein diszulfid-izomeraz A3

PG: proteoglikan

PLOD1: prokollagén-lizin,2-oxoglutarat 5-
dioxigenaz 1

PLXNAA4: plexin A4

PM: plazmamembran

PODXL: podocalyxin

PPI: protein-protein interakcio

PPP2R1A: szerin-threonin protein foszfataz 2A
regulatorikus alegység A alpha izoforma
PRDXG6: peroxiredoxin-6

PRG4: proteoglikan 4

PRNP: prion protein

PROC: protein C

PTHR: PTHrP receptora

PTHrP: parathormon-rokon protein (parathormon-
related protein)

PTM: poszttranszlacios modositas

RA: rheumatoid arthritis

RABI10: ras-rokon protein rab-10

RABI14: ras-rokon protein rab-14

RABSC: ras-rokon protein rab-5¢

RAPI1B: ras-rokon fehérje rap-1B

RIPA: radio immunoprecipiticids esszé

RPM: percenkénti fordulatszam (round per minute)
RT-qPCR: valos idejli — kvantitativ polimeraz-
lancreakcid (real-time quantitative polymerase
chain reaction)

RUNX2: Runt-rokon transzkripcios faktor 2 (Runt-
related transcription factor 2)

S100A6: protein S100-A6

SD: standard deviacid

SDC4: syndecan-4

sDMMK: savas dimetil-metilénkék

SDS: natrium-dodecil-szulfat

SEM: standard hiba (standard error of the mean)
SERPINA4: serpin peptidaz inhibitor A csalad 4
siRNS: rovid interferal6 ribonukleinsav (short
interfiring ribonucleid acid)

SK: kis konduktanciaju kalcium aktivalta kalium
csatorna (small conductance calcium activated
potassium channel)

SMO: smoothened

SNCA: alpha-synuclein

SOX9: SRY-gént tartalmazo box 9 (SRY-box
transcription factor 9)

SPACA: spermium acrosoma-asszocialt fehérje
SPRR3: kis prolin-gazdag fehérje 3

SRC: proto-onkogén tirozin-protein kinaz src
SUPTS5H: transzkripcid elongécio faktor SPTS
TACE: tumor nekrézis faktor-alpha konvertalo
enzim (tumor necrosis factor-alpha converting
enzyme)

TEA: tetraetil-ammoénium

TEMED: tetrametil-etilén-diamin

TF: transzkripcios faktor

TG: transzglutamindz enzim

TGF: transzformal6 ndvekedési faktor
(transforming growth factor)

TGFB2: transzformald névekedési faktor-beta 2
THBS2: thrombospondin-2

TIMP3: metalloproteinaz inhibitor 3

TLR: toll-like receptor

TRPV: transiens receptor potencial aktivalta
vanilloid tipusu ioncsatorna

TSP: thrombospondin

TTR: transthyretin

UC puffer: urea-Tris-hidrogén-klorid puffer
VCAN: verzikan mag fehérje

VDCC: fesziiltségfiiggd kalciumcsatorna (voltage-
dependent calcium channel)

VLDLR: nagyon kis denzit4su lipoprotein receptor
(very low density lipoprotein receptor)



WNT: Wingless-type MMTYV integration site YESI: tirozin protein kindz yes-1
family member
XRCC6: X-sugar altal indukalt javité fehérje 6



1. BEVEZETES

A mozgasszervrendszeri struktarakat és a tamasztdszoveteket érintd degenerativ
megbetegedések  korunk tarsadalménak és egészségiigyi ellatérendszerének egyik
legjelentdsebb, ugyanakkor egyik leginkabb elhanyagolt probléméja. Az id6vel progrediald
elvaltozasok olyan kronikus, életmindséget rontd allapotok kialakuldsdhoz vezethetnek, mint
példaul az iziileti porckopas, masnéven osteoarthritis (OA). Fontos kiemelni egy nevezéktani
eltérést a magyar ¢€s az angol nomenklatirdban. Magyarul az iziileti porckopast
osteoarthrosisnak nevezik, mely az iziileti felszinen bekovetkezett kopasra, mechanikai
karosodasra utal. Ezzel ellentétben az angol szakirodalom az osteoarthritis kifejezést hasznalja,
mely nevet a betegség progresszidja sordn masodlagosan megjelend gyulladasos folyamatok
miatt kapta [1]. Az OA egy multifaktoridlis etiologidval rendelkezd, heterogén, nemcsak a
porcszdvetet, hanem az egész iziiletet érintd, sokszor fajdalommal jar6 megbetegedés, amely a
csokkent fizikai teljesitmény és a korai munkaképtelenség vezetd oka. Becslések szerint 1990-
ben a globalis népesség 4,8%-a, azaz 256 millid6 ember szenvedett a betegségben. Ez az érték
jelentds novekedést mutat, mivel 2020-ban a vilag népességének mar 7,6%-a, vagyis koriilbeliil
595 milli6 ember ¢élt iziileti porckopassal [2]. A térd a leggyakrabban érintett iziilet, mivel
teherhord6 funkcioja miatt jelentds mechanikai er6hatdsoknak van kitéve. Becslések szerint az
emberek koriilbeliil 45%-nal alakulhat ki tlineteket okozé térdiziileti OA életiik folyaman [3].
Magyarorszagon a 2019-es Europai Lakossagi Egészségfelmérés (ELEF) jelentése alapjan a
férfiak 27%-a és a ndk 37%-a szenvedett az iziileteket érintd betegségekben. Az életkor
elérehaladtaval az €rintettség aranya novekszik: mig a fiatalok (15-34 év) korében kozel 10%,
a kozépkortiaknal (35-64 ¢év) ~30%, az iddseknél (65<év) pedig ~60% a mozgasszervi
betegségek eldforduldsa [4]. A Nemzetkozi Osteoarthritis Kutaté Téarsasag (OARSI) altal
jovahagyott, jelenleg elfogadott definici6 az OA-t a mozgathatd iziiletek olyan
rendellenességeként hatarozza meg, amelyet cellularis stressz €s extracellularis matrix
szisztémas kockazati tényezOk is egyarant szerepet jatszhatnak. Az OA incidencidja a tulsuly
¢s az elhizas hatdsdra novekszik, mivel ezen allapotok fokozzak a teherhord¢ iziiletekre
nehezedd terhelést, valamint szisztémas gyulladast idézhetnek eld, amely az Osszes iziiletet
érintheti [6,7] . A beteg neme is kulcsszerepet jatszik, ugyanis a nék hajlamosabbak a betegség
kialakuldsara, valamint nemspecifikus kiillonbségek mutatkoznak nemcsak az eléfordulasban,

hanem tobb kockazati tényez6 — példaul az elhizas — relativ kockézataban is [8]. A foglalkozasi



¢s ¢letmddbeli tényezok tovabb ndvelik a betegség Osszetettségét; az ismétlodd és megterheld
fizikai tevékenységek fokozzak a kockdzatot, emiatt az OA gyakoribb a fizikailag megterheld
munkat végzok korében [9]. Az iziileti porckopds kialakulasa €s elérehaladasa soran események
lancolata indul el az iziileti strukturakban, amelyek szisztémas gyulladas, fibrosis, ECM
lebomléasa, neovascularisatio és idegi sensitisatio formajaban nyilvanulnak meg. Ezek a
valtozasok nem kovetnek szigora idébeli sorrendet, tovabba hatast gyakorolnak a szomszédos
szovetekre is, létrehozva egy Osszetett patholdgiai allapotot, amely végsd soron eldsegiti a
progressziot [10]. A koros események bonyolult kolcsonhatisa és a hattérben allo

mechanizmusok sokfélesége is ramutat arra, hogy az OA egy rendkiviil komplex betegség.

Az OA jelenleg is gyogyithatatlan megbetegedés. A jelenlegi kezelési megkdzelitések
(gybgyszeres €és miitéti) elsdsorban a tiinetek csokkentésére 6sszpontositanak, céljuk a fajdalom
enyhitése és az iziileti funkcid javitdsa a mindennapi tevékenységek megkonnyitésének
érdekében [11]. Izgalmas 11j iranyt jelenthet az Ossejt alapu terapidk kifejlesztése €s a 3D
bionyomtatott szovetek sebészi beiiltetése. Jelenleg azonban a porc-progenitorsejtek pontos
karakterizalasa, azok koltséghatékony kinyerése a paciensbdl, majd autolég vagy allogén
modon térténd beiiltetése még nem kellden hatékony [12]. A kiilonb6zd kezelési stratégidk eldtt
gatat szab tovabba a til késén felallitott diagndzis, amikor az iziiletet alkotd szovetek
destrukcidja mar visszafordithatatlan. A diagnozis-alkotds a mai napig elsGsorban a tiineteken
és a fizikalis vizsgalaton alapszik: a térd esetén a fajdalom megjelenése jaras kdzben, valamint
az iziileti merevség az elsé tiinetek kozé sorolhatoak. Erdemes megjegyezni, hogy ezek a
tiinetek nemcsak évekkel a betegség objektiv radiologiai jelei utan, de azok eldtt is
jelentkezhetnek [13]. A rontgen a szokasos €s jelenleg ajanlott képalkotd eljaras, amely segiti
az OA hagyomanyos szerkezeti deformitdsanak értékelését. Ennél azonban pontosabb képet ad
az izliletek korai elvaltozasairol az MRI és a CT, melyek hozzaférhetdsége bizonyos teriileteken

viszont erosen korlatozott [14].

Az OA korai diagnosztikajdhoz, valamint az dssejtterapidban alkalmazott j6 mindségii
porcsejtek kinyeréséhez ¢és szortirozasdhoz elengedhetetlen a porcszovet, valamint a
porcdifferencidci6 atfogd, rendszerszintli ismerete. Ezen tilmenden sziikség van olyan
megbizhato, konnyen kimutathatdé biomarkerekre, melyek a késObbiekben felhasznalhatoak a

pontos diagnodzisalkotashoz vagy a sejt alapt terapiakhoz.

A Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudoméanyi Karan, az Anatomia, Szovet- és
Fejlédéstani Intézetben miik6dd Chondro-omikai Laboratorium f6 kutatasi tertilete a porcsejtek

crer
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kiilonbozd stddiumaira jellemzé genom, transzkriptom ¢€s proteom eltéréseket, valamint
feltarjuk a chondrogenesis folyamataban részt vevd szabalyozo molekuldkat ¢s meghatarozzuk
azok pontos szerepét. Tavlati célunk, hogy eredményeinkkel hozzajarulhassunk az iziileti

valamint megbizhat6 prognosztikajahoz egyarant.

Az elmult esztendOkben a laboratoriumunk rendszerszintii, ,,omikai” megkozelitést és
biologiai haldzatelemzést alkalmazva tobb olyan jelatviteli utvonalat azonositott, melyek
kiemelkedd jelentdséggel birnak a porcfejlodés szempontjabol [15,16]. Az értekezésem alapjaul
szolgalo kisérleteket két olyan kutatdsi iranyvonal hatdrozta meg, amelyek szorosan
illeszkednek a jelenlegi nemzetkdzi trendekhez. Vizsgalataink soran a chondrogenesis
dinamikusan valtozo sejtfelszini fehérje-mintdzatdban bekdvetkezett valtozasok, illetve az
ebbdl felfedezhetd értékes diagnosztikai/prognosztikai biomarkerek tanulmanyozasa volt a
célunk. Emellett az extracellularis (EC) fehérjék fiziologias térszerkezetét biztositd, valamint a
sejttulélést szabalyozo chaperon fehérje, a clusterin connectome-jat is feltérképeztiik

bioinformatikai adatbazisok segitségével.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A porcszdvet biologiajanak bemutatasa

2.1.1. A porc daltalanos jellemzoi

A porcszovet a koto- és tamasztoszovetek egy kiilonleges képviseldje, amely alapvetd
vazépitési és mechanikai funkciokat lat el az emberi €s allati szervezetben. Kulcsszerepet
jatszik az embryonalis és magzati fejlodés soran, mivel a korai stddiumban a legtobb csont
eldalakjaként a vazrendszer kialakitdsaban vesz részt. A novekedési (epiphysis) porckorongok
segitségével az enchondralis csontosodasi folyamat révén biztositja a végtagokban talalhato
hosszu, csoves csontok postnatalis ndvekedését is. Mindezeken feliil a porcszdvet hozzajarul
az iziileti felszinek boritdsdhoz és az iziileti liregben talalhatd jarulékos iziileti strukturak
(discusok, meniscusok) felépitéséhez, ezzel eldsegitve a kiilonbozd, iziileteket érintd
mechanikai terhelések eloszlatasat, igy csokkentve az azokat ért er6hatdsok mértékét. Emellett

szerepet jatszik még az orr, a fiil, a gége €s a 1égcso vazanak a felépitésében is. [17,18].

A porcszovet felépitésében két alkotdelem vesz részt: az érett porcsejtek (chondrocytak)
¢és az altaluk termelt sejtkozotti allomany, masnéven extracellularis matrix (ECM), melyet a
porcspecifikus tulajdonsadgai miatt porcmatrixnak is hivnak. Az érett sejteken kiviil azonban kis
mennyiségben jelen vannak a chondroprogenitor sejtek is, amelyek Ossejtekre jellemzo
tulajdonsagaik révén hozzdjarulnak a porcszovet sejt—-ECM egyenstlyanak fiziologids
fenntartasahoz, valamint korlatozott regeneracios képességéhez [19]. A szervezet kiilonbozo
porcos teriiletei anatomiai elhelyezkedésiik és a rajuk hatd mechanikai terhelések fliggvényében
jelentds szovettani eltéréseket mutatnak. A porcszovet biomechanikai tulajdonsagai, mint
rugalmassaga, hajlékonysaga és szakitoszilardsaga valtoz6 mértékben alkalmazkodik a nyomo-
¢s nyiroer0khoz, amelyet dontden az ECM molekularis Osszetétele hataroz meg. A
porcszdveten beliil harom f6 tipust kiilonboztetiink meg: hyalinporc, elasticus porc és rostos
porc. A hyalin-, vagy masnéven iivegporc altalaban homogén megjelenési ECM-mel
rendelkezik, és rendkiviili mértékben ellenall a nyomoéerdknek. Ez a tipus kiilondsen fontos
szerepet jatszik a mar emlitett enchondralis csontosodasi folyamatokban. A hyalinporcon beliil
megkiilonboztetiink egy alkategoriat, az iziileti porcot (articularis porc), melynek matrix
Osszetétele specializadlodott a valtozd eréhatasoknak koszonhetéen. Ez a porcszovet-tipus a
mozgés soran keletkezd kompresszios erdk elosztasdban, valamint a sturlédas csokkentésében

jatszik kitlintetett szerepet az iziileti felszineken [20]. Az elasticus porc nagyfoka
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hajlékonysaggal és alacsony szakitoszilardsaggal rendelkezik. F6 alkotoeleme az elasztikus
rost, amely rugalmassagot biztosit. Jellemzd eléfordulédsi helye példaul a fiilkagyld, ahol a
fiilporc ebbdl a tipusbdl épiil fel. A rostos porc elsOsorban a nyirderdkkel szembeni
ellenallasarol ismert, mivel ECM-je nagyrészt kollagénrostokbol all. Ez a tipus olyan
tertileteken talalhaté meg, ahol nagyfoka nyirderd éri a szovetet, példaul a csigolyak kozotti
porckorongokban vagy a térdiziilet meniscusaiban. A porcszovet tipusai €s biomechanikai
tulajdonsagai  kulcsfontossagti szerepet jatszanak az emberi mozgasszervrendszer

stabilitasanak, valamint rugalmassaganak fenntartasaban egyarant [21].

Az egészséges porcszovet egyik legjellegzetesebb tulajdonsaga, hogy mentes a vérér-,
nyirokér- és ideghdlozattél, amely alapvetéen meghatarozza metabolikus €s regeneracios
képességét. Mivel a porcsejtek nem kapnak kozvetlen vérellatast, a sziikséges tapanyagok ¢és
oxigén molekuldk kizarélag diffuzio utjdn tudnak eljutni hozzéajuk, legtdbb esetben a kornyezd
szovetekbOl. Az iziileti porcsejtek esetén ez némileg eltér, mivel az egyik f6 tdpanyag- és
oxigénforrast egy kettds diffiizios rendszer biztositja, amely sordn az emlitett anyagok el0szor
athaladnak az erekbdl az iziileti tokon keresztiil a synovialis térben 1év6 folyadékba, majd onnan
a porcszovet ECM-en keresztiil tovabb diffundalnak, hogy elérjék a kiilonb6zd mélységben
levé chondrocytakat [22]. Ennek okén az iziileti porc teljes vastagsagaban oxigénkoncentracios
gradiens figyelhetd meg, ahol az oxigénszint a felszini rétegben 6%, mig a mélyebb rétegekben
kevesebb mint 1%. Az artérids vér 13%-os oxigénszintjéhez képest a porchoz eljutd oxigén
mennyisége tehat alacsonyabb, Osszehasonlitva mas vazrendszeri szovetekkel, példaul az
1izomszovettel €s a csontszovettel [23]. Ennek eredményeként a chondrocytak féként anaerob
glikolizissel allitanak el6 ATP-t, ami azonban kevésbé hatékony energiatermelési mechanizmus
[24]. Ezzel szemben kimutattdk, hogy aerob glikolizis (Warburg-effektus) egészséges
chondrocytdkban is el6fordul az anaerob glikolizis mellett, kiilondsen fiziologias

oxigénkoncentracidé megléte esetén [25,26].

A chondrocytak feleldsek az ket koriilvevd ECM komponenseinek szintéziséért,
beleértve a kollagéneket (foként Il-es tipust kollagént), proteoglikdnokat (pl. aggrekéan) és
gliikozaminoglikanokat (pl. hyaluronsav), amelyek egyiittesen biztositjak a porc biomechanikai
tulajdonsagait, mint a rugalmassagot és a kompresszios ellenalldst [27]. Ugyanakkor a
porcsejtekre is visszahat az ECM mindségi és mennyiségi Osszetétele, mely befolyasolni képes
a chondrocyték fenotipusat, kialakitva egy oda-vissza hatd sejt—-ECM hatdsmechanizmust [28].
Mivel kutatdsaink targyat elsésorban a hyalinporc képezte, emiatt a kdvetkezokben ezt a

porctipust ismertetem részletesebben.
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2.1.2. A hyalinporc felépitése és tulajdonsagai

Az érett chondrocytak ¢és az altaluk dinamikusan fenntartott ECM egyedi egészet alkot.
A porc szdvettani alapegysége a chondron, amely a hyalinporc esetében altalaban 2—4, de ritkan
8 gOmbszerii porcsejt szoros kapcsolodasabol, az oket egyenként koriilvevd vékony
pericellularis matrixb6l (PCM), valamint az egy chondronhoz tartoz6 sejtcsoport koriil
elhelyezkedd territorialis matrixbol all (2.1. abra). A chondronok kozotti teriiletet
interterritorialis matrixnak nevezziik, amely az ECM legnagyobb részét alkotja [29]. Maguk a
porcsejtek lacunakban, azaz aproé liregekben helyezkednek el, amelyeket az ECM 6lel korbe. A
légutak allandosult hyalinporcat, valamint az enchondralis csontosodas sordn atmeneti
templatként szolgalo porcot egy kiilso réteg, a porchartya (perichondrium) boritja. A porchartya
kiilsé rétege rostdus kotdszovetbdl épiil fel, mig a belsé réteg differencidlatlan sejtekben
gazdag. Ezek az éretlen, chondroprogenitor sejtek osztodasra képesek, ezaltal hozzédjarulnak
mind a porcszovet novekedéséhez, mind annak korlatozott regeneracidjahoz. A
chondroprogenitor sejtekb6l chondroblastok differencidlodnak, amelyek a porc belsejébe
vandorolva jelentds mértékben képesek szintetizalni az ECM komponenseit, igy eldsegitve a
porc ndvekedését és vastagoddsat. A porcszovettel ellentétben a porchartya ereket és
idegvégzddéseket is tartalmaz, amelyek fontos szerepet jatszanak a porc taplalasaban és a
kornyezd szovetekkel valo kapcsolattartasban. Erdekesség, hogy sériilés esetén a porchértya
porcszovet képzédne, a megljulasi folyamatok sordn inkabb csontszovetre jellemzd
makromolekuldk termelddése valik domindnssa, ami jelentdsen limitalja a sériilt porc

funkciondlis helyreallithatosagat [30].
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2.1. dbra: A hyalinporc szovettani felépitésének Adbrazolisa human hematoxylin-eosin festett trachea
metszeten (objektiv: 20X). A porcot kiviilr8l porchértya boritja, mely féként I-es tipusti kollagénrostokbol és
differencialatlan sejtekbdl épiil fel. A porc mélyebb rétegeiben tobb porcsejt egyiittese alkotja a szdvet alapvetd
szerkezeti egységét, a chondront. A chondrocytak koriil elhelyezkedé6 ECM harom rétegre oszthato: kozvetleniil a
sejtek kortil helyezkedik el a pericellularis matrix, amely védelmet nyujt és szabalyozza a sejtek mikrokdrnyezetét;
a teljes chondront kiviilrél hatarolja a territorialis matrix, amely foként kollagénrostokbdl all és szerkezeti
stabilitast biztosit; mig a chondronok kozdtti teret az interterritorialis matrix tolti ki, amely a porc f6 térkitoltd és
mechanikai eréhatasokat elosztd komponenseként miikddik. (Forras: DE-AOK, Anatomiai, Szovet- és
Fejlodéstani Intézet oktatasi segédanyaganak metszetkészlete.)

A hyalinporc ECM-jének fobb alkotdelemei a kiilonb6zo tipusu kollagének, a negativ
toltéssel rendelkezd glilkdzaminoglikdnok (GAG) és proteoglikanok (PG) (2.2. abra). Ezenfeliil
nagy mennyiségben tartalmaz ionokat és vizet: a hyalinporc teljes térfogatanak 70—80%-at viz
teszi ki. Ezzel szemben az ECM szédraz tomegének 50—70%-4t elsésorban a kollagének és

proteoglikanok adjak [31].
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2.2. dabra: A hyalinporc ECM-et alkoté komponensek szerkezeti viszonyat bemutaté sematikus abra. A
matrix jellegzetes szerkezeti egységei a nagyméreti proteoglikan aggregatumok, amelyek aggrekan
tengelyfehérjékbol, az ezekhez kapcsolddd chondroitin-szulfat és keratan-szulfat glilkozaminoglikdn (GAG)
oldallancokbol, valamint egy kozponti hyaluronsav lancboél épiilnek fel. Egy ilyen aggregatum koriilbeliil 20—30
aggrekanmolekulat tartalmaz, amelyek kot6fehérjéken keresztiil kapcsolddnak a hyaluronsav gerincéhez, ezaltal
létrehozva egy Osszetett €s stabil szerkezetet. A hyaluronsav a CD44 transzmembran receptorhoz, ezzel szemben
a II-es, [X-es és XI-es kollagén fehérjék pedig a dimerizalodott integrinekhez kapcsolodva képesek kommunikalni
a porcsejtekkel. (Forras: [31], modositva)

Az egészséges hyalinporc kollagéntartalmanak 90-95%-at a Il-es tipusu kollagén
alkotja [32]. A II-es tipust kollagén molekuldi nagyobb tavolsagra helyezkednek el egymastdl,
mint az I-es tipust kollagéné, ami a glikozilalt hidroxilizin oldallancok jelenlétének
koszonhetd. Ez lehetdveé teszi, hogy a Il-es tipust kollagén 50-100%-kal tobb vizet
raktarozzon, mint az I-es tipust kollagén [33]. A II-es tipusu kollagén vizmegkotd képessége
fontos lehet az ozmotikus tdgulas korlatozasaban és a kompresszids erdk eloszlatdsdban, ami
megmagyarazza, hogy miért van ez a kollagéntipus legnagyobb mértékben jelen az egészséges
hyalinporcban [33]. Bar ezen szdvettipusban a legnagyobb mennyiségben a I1-es tipust, részben
I-es tipusu kollagénrostok taldlhatok, emellett kisebb koncentracidban jelen van szamos,
ugynevezett minor kollagéntipus is, amelyek szerepe a rostok kdlcsonds megerdsitése [34]. A
minor kollagéneket a porcban betdltott szereplik alapjan tobb csoportba lehet osztani. A
,fibrillum-asszocialt kollagének™ k6z¢ sorolhatoak a Ill-as, V-0s, [X-es, XI-es, XII-es, XIV-es,
¢s XVI-os tipustiak, melyek enzimatikus modon kovalens keresztkotéseket hoznak 1étre, ezéltal
erosebb ¢€s érettebb kollagénhalozatot alakitanak ki [35]. Masik ilyen csoport a ,,chondrocyta
homeostasist fenntart6 kollagének™, a IV-es és VI-os tipust kollagén. A IV-es tipusu kollagén

tetramer halozatot alkot az iziileti porc PCM-ben, ahol szerepet jatszik az iziileti chondrocytak
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¢letképességének és fenotipusanak fenntartasdban [36]. A VI-os tipusu kollagénrdl jelenleg
kevés ismerettel rendelkeziink, azonban jelenlétét szintén leirtdk a PCM régidban [37] €s
feltételezik, hogy kiemelkedd szereppel bir a sejt—sejt és a molekuldk kozotti interakcidkban.
Knock-out (KO) allatmodellben a VI-os tipusu kollagén kiiitése megduzzadt sejteket ¢s a PCM
csokkent integritdsat eredményezte, ami feltételezi ezen kollagénmolekula porcsejt
homeostasist szabalyozo szerepét [38]. Végezetiil a harmadik csoportja a minor kollagéneknek
az ,,interfacialis kollagének”, melybe a X-es, XIlI-as, XXII-es és XX VIl-es tipus tartozik. Bar
a legtobb fajta chondrocyta nem termeli, a hypertrophias chondrocytak kollagéntermelésének
kortlbeliil 45%-4t a X-es tipustu kollagén teszi ki [39]. Térben €s idOben szoros dsszefliggést
mutat az enchondralis csontosodassal, ezért a porc hypertrophia biomarkereként tekintenek ra
[40]. A XllI-as tipusu kollagén az egyetlen olyan kollagén a porcban, amely athalad a
sejtmembranon. Megfigyelhetd a perichondriumban, a hypertrophids és proliferativ porcban
egyarant [41]. A XXII-es tipust kollagén a kiilonb6zd szdvettipusok taldlkozdsanal fejezddik
ki, példaul az iziileti porc €s a synovialis folyadék hataran, ahol fibrillinhez vagy a VI-os tipusu
kollagénhez kotddik [42]. A XX VII-es tipusu kollagén, hasonldan a X-es tipusu kollagénhez, az
osteochondralis junkci6 kozelében talalhatd, és az enchondralis csontosodasban tolt be szerepet
[43], tovabba kimutattdk a novekedési porckorong PCM-jében is [44]. Lathatd, hogy a
hyalinporc megfeleld mukodéséhez elengedhetetlen a kollagén molekuldk kiilonbozo
tipusainak térben és idoben 0sszehangolt megjelenése. Azonban ezen harmonia megbomlaséaval

a porcszovet elvesziti a funkcidja betdltéséhez sziikséges biomechanikai tulajdonsagait.

A kollagének mellett a porszovetben a méret és dsszetétel szempontjabol a GAG-ok és
az aggrekdanok (ACAN) szintén nagy mennyiségben vannak jelen. Utobbiak tobb mint 100
chondroitin-szulfat (CS) és keratan-szulfat (KS) GAG lancot tartalmaznak, amelyek egy
kozponti tengelyfehérjéhez kotddnek. Az ACAN-okat a hyalinporc f6 proteoglikanjaiként
tartjak szamon, amelyek hyaluronsavval (HA) kdlcsonhatasba 1épve komplex aggregatumokat
alkotnak [45]. Az igy létrejovO aggregatumok elsdsorban a porcszovet szilardsaganak
biztositdsadért és a jelentés mechanikai terhelések elviseléséért feleldsek [46]. Léteznek az
ACAN-ndl rovidebb és kevésbé strukturalt lancokkal rendelkezd PG-k is, melyek képesek
kolcsonhatasba 1épni a kollagénmolekulakkal. A decorin, a biglycan és a fibromodulin a
fehérjékhez hasonlo szerkezeti sajatsdgokkal rendelkeznek, azonban funkcidjuk eltér a GAG-
okétdl. Mind a decorin, mind a fibromodulin képes kdlcsonhatasba 1épni a II-es tipust kollagén
rostokkal a matrixban, és szerepet jatszhatnak a fibrillogenezisben (rostképzddésben), valamint

a fibrillumok kozotti kapcsolatok szabalyozasdban [47]. A HA az ACAN-okkal egyiitt
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aggregatumokat képez, amelyeket egy kotdfehérje stabilizal. Az igy 1étrejovo térbeli halozat az
iziileti porc kollagén fibrillaris szerkezetébe dgyazodik, biztositva annak szerkezeti stabilitasat
¢s biomechanikai funkcionalitasat [48]. A HA—ACAN aggregatumok negativ toltésiiknek ¢és
ezaltal a pozitiv ionok megkdtésének koszonhetden befolyasoljak a porc viztartalmat és
hozzajarulnak a fiziologias hidrosztatikus nyomas fenntartdsahoz. A szerkezeti és ozmotikus
funkciojukon tul az ACAN molekuldk eldsegitik az oldott anyagok és 1étfontossagh tapanyagok

mozgasat is a hyalinporcban [49,50].

Az egészséges ECM fenntartasahoz elengedhetetlen a sériilt komponensek lebontasa,
majd ujak termelése a helyiikre. Az ECM remodelling-ben vagy masnéven ECM atalakitasban
kiilonb6z6 tipusti enzimek vesznek részt [51]. A matrix metalloproteindzok (MMP-k) egy
kalciumfiiggd, cinket tartalmazd endopeptiddz csaldd, amely szdmos molekulat képes
lebontani, beleértve az ECM bizonyos komponenseit, ndvekedési faktorokat, citokineket,
adhézios és jelatviteli molekuldkat [52]. Mas cink-fiiggd protedzcsalad tagjai kozé sorolhatok
az ADAM és ADAMTS enzimek [53]. Az ADAM protedzok transzmembran fehérjék, amelyek
diszintegrin-, cisztein-gazdag és epidermalis novekedési faktor (EGF) doméneket tartalmaznak.
Ezzel szemben az ADAMTS proteazok az ECM-be szekretalodnak, és EGF-motivumok helyett
I-es tipusu TSP (trombospondin) motivumokat hordoznak. Mindkét proteazcsoport szdmos
célpontot bont le, ¢és egyarant részt vesz az ECM normadl, valamint koros atalakulési
folyamataiban is [53]. A cisztein-katepszinek, bar foként az intracellularis (IC) endolysosomalis
kompartmentekben talalhatok meg, az EC térben is leirtdk mar szerepiiket, melynek soran
szdmos ECM ¢és adhézios molekulat bontanak le. Egyes katepszinek kivéalasztodnak az ECM-
be, és az enyhén savas kornyezetben — amilyen jellemzd példaul az OA esetén is — tovabbra is
aktivak maradnak [54]. A protedzokon kiviil a GAG-bontd enzimek is szerepet jatszanak az
ECM 4talakitasaban. Az emberi szervezetben eddig hat hyaluronsav-bontd enzimet
(hyaluronidazokat) irtak le: HYAL-1, -2, -3, -4, HYALP ¢s PH20. Egy masik fontos GAG-
bontd enzim, amely jelentds szerepet jatszik az ECM szerkezetének modositasaban, a
heparanadz. A heparanaz egy endogliikuronidaz, amely lerdviditi a PG-khoz kotott heparan-
szulfat (HS) lancokat, mikozben bioaktiv, 4—7 kDa méretli HS-fragmenseket szabadit fel [55].
A szolubilis formé4ja a HS-nek aktivalja az MMP3 és MMP13 enzimeket, csokkenti a II-es
tipusu kollagén mRNS expresszidjat, valamint olyan katabolikus fenotipusti chondrocytak

megjelenését segiti eld, amelyek az OA-ra jellemzdek [56].

Az elozéekbdl lathatd, hogy az ECM nemcsak passziv strukturalis szereppel

rendelkezik, hanem aktiv bioldgiai vazanyag is egyben. Az ECM-et az adott porcszovetben
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talalhato sejtek maguk allitjak elo €s tartalmazza azokat a bioaktiv jeleket, amelyek iranyitjak
komponensek segitségével a sajat fejlodésiiket autokrin modon irdnyitani. Az altaluk termelt
novekedési faktorok megkdtddnek a PCM-ben, és eldsegitik az in vitro chondrogenesist,
anélkiil, hogy tovabbi novekedési faktorok bevonasara lenne sziikség [58]. A PCM molekularis
Osszetétele eltér az ECM tdbbi részEtdl, és valtozatos biomechanikai tulajdonsadgokat biztosit
szamara, valamint lehetdvé teszi, hogy a fizikai ingereket molekularis jelatviteli utvonalakka
alakitsa, mely folyamatot mechanotranszdukciénak neveziink [59]. A mechanikai ingerek
alapvetd szerepet jatszanak a chondrocytak differencidlédasaban és az iziiletek kialakulésaban,
ami kiemeli a biomechanikai mikrokornyezet fontossagat a fejlédés soran [60]. Egyik példa a
mechanojelatvitelre a kiilonbozo tipusu kollagének integrinhez torténd kotédése, mely utan
tobbek kozott a MAPK—ERK jelatviteli Gitvonalon keresztiil befolyasoljak a porcfejlodést [61].
A porcdifferenciacié egy masik fontos szabdlyozo utvonala a hyaluronsav kapcsolddasa a

receptordhoz, a CD44-hez [62].

2.1.3. A porcdifferenciacio folyamatanak attekintése

A vazrendszer fejlodése soran a chondrocytak elsdsorban mesodermalis (de a fej-nyak
terlilet esetén crista neuralis) eredetli mesenchymalis dssejtekbdl (MSC-kbdl) alakulnak ki, €s
olyan porc eldalakokat hoznak létre, amelyek késdbb a fejlédo csont alapjat képezhetik [63]. A
mely sejtek kezdetben I-es, Ill-as €s V-0s tipusu kollagéneket fejeznek ki. Ezt kdvetden a
chondroprogenitor sejtek differencidlodasa soran megjelennek a porc-specifikus kollagének,
koztiik a Il-es, IX-es és Xl-es tipusu, amelyek meghatdroz6 szerepet jatszanak a porcszovet
kialakuldsdban [64]. Ebben a stddiumban a sejtek egymdashoz kozel keriilnek, és nagy
sejtstirliségli nodulusokat képeznek. A fejlédés ezen szakaszaban a sejtek egyre nagyobb
mennyiségben kezdik expresszalni a sejt—sejt kozotti adhézids molekulakat, példaul az N-
kadherint ¢és az idegi sejtadhézids molekulat (N-CAM) [65,66]. Ezzel parhuzamosan fokozodik
a sejt—matrix adhézios molekuldk, mint példaul a tenaszcin, szindekén és fibronektin szintézise
is [67]. Ennek eredményeként a sejtek morfoldgidja jelentds valtozason megy keresztiil: a
nagyszamu sejt—sejt €s sejt—matrix adhézio kialakuldsat kovetdéen nytlvanyaik fokozatosan
visszahuzodnak, €s alakjuk egyre jobban kerekdeddé valik [68]. A chondroprogenitor sejtekbdl
elészor gombolyli chondroblastok fejlddnek (2.3. abra), melyek a fejlédé porcmatrix

legnagyobb részét termelik. Ezt kdvetden a chondroblastok tovabb differencialédnak érett
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chondrocytakkd, melyek az ECM komponenseit egyszerre termelik és lebontjak, ezaltal egy
dinamikusan valtoz6 kozeget képezve maguk koriil. Végezetiil az érett porcsejtek az atmeneti
porcok (pl. epiphysis porckorong) esetén hypertrophias chondrocytakké alakulnak, melyek az
enchondralis csontosodas iranyaba valtoztatjdk a képzddd szovet tulajdonsagait. Ez az
atalakulas a permanens iziileti porc esetén nem jatszodik le. A chondrogenesis egy tobb 1épcsds
folyamat, melyet szamos kiilsé és belsd faktor dsszehangolt miikkddése szabalyoz. Ezen
mechanizmusok kozé tartozik az eltéré novekedési faktorok altal befolyasolt jelatvitelek, a
kiilonb6z6 biomechanikai erdk altal aktivalt mechanotranszdukcios utvonalak, valamint a
sejtmembranban talalhatd ioncsatorndk ateresztoképessége, mely folyamatok Osszjatéka egy

tobbszinten kontrollalt, 6sszetett, egymasra kdlesonhato jelatviteli rendszert alkot.

Kondenzacid, osztodas és Differenciacid Termindlis
differenciacio és sejtérés differencidcio

Fejlodési
folyamatok

R . TGF-p1

g s, BMP-2 SOX9 SOX9 BMP-2
E o SOX9 FGF2 FGF2 RUNX2
R WNT3A FGFI18 FGF18 TGF-a
75}

— B
g
w
=
Ry
-% Mesenchymalis Chondroprogenitor Chondroblastok Erett Hypertrophiis
“ Gssejtek sejtek chondrocytak chondrocytik
v X. kollagén,
= .‘% 1. kollagén MMP-13
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2.3. dbra: A chondrogenesis sematikus folyamatabraja. Rajta talalhatoak a fejlédési folyamatok, a fobb
szabalyoz6 fehérjék (a teljesség igénye nélkiil), a kiilonboz6 stadiumokra jellemzé sejttipusok és az altaluk termelt
karakterisztikus ECM komponensek. (Forras: [69], modositva)

Els6ként a novekedési faktorok porcfejlédésben betdltott szerepét fogom attekinteni. A
chondrogenesis szabalyozasdban a fibroblast novekedési faktor (FGF18) [70], a transzformalo
novekedési faktor B (TGF-B1), a csont morfogenikus fehérjék (BMP) [71,72] és a Wnt [73]
jelatviteli utvonalak kolcsonhatdsa jatszik szerepet [74]. A SOX9 ¢és a RUNX2 két

kulcsfontossagti transzkripcidos faktor, amelyek elengedhetetlenek az iziileti porc
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kialakulasahoz, a hypertrophias porcsejtek éréséhez és az enchondralis csontosodashoz [75,76].
A SOX9 a DNS azon enhanszer régidihoz kotddik, melyek a porcmatrix alkotoit kifejezé gének
kozelében talalhatoak, melyekrdl tobbek kozott a I1-es és XlI-es tipust kollagén, valamint az
aggrekan tengelyfehérje fejezodik ki. A COL10A1 és MMP13 a hypertrophias chondrocytak
markerei, amelyek kozvetlen célgénjei a RUNX2 transzkripcids faktornak [69]. A SOX9
kozvetleniil gatolja a RUNX2-t [77], mikdzben a TGF-3 és a BMP eltéré médon szabalyozzak
a Wnt/B-katenin jelatviteli Utvonalat, mely végiil a RUNX2 aktivalasahoz, ezéltal a
csontfejlodés iranyahoz vezet [78]. A SOX9 és B-katenin kozotti egyensuly tehat meghatarozza,
hogy a fejlodo sejtek a chondrogenesis vagy az osteogenesis iranyaba differencialédjanak [76].
Ujabb kutatasok azt is jelzik, hogy az epidermalis ndvekedési faktor receptor (EGFR) jelatviteli
utvonala szerepet jatszik az enchondralis csontosodds szabalyozasaban a fejlédé novekedési
porckorongban [79]. Az EGFR egyik ligandja, a TGFa pedig elnyomja az iziileti chondrocytak
fenotipusat, amelyet a Rho/ROCK ¢és a MEK/ERK jelatviteli itvonalak aktivalasan keresztiil ér
el [80].

Az egészséges porcfejlddéshez nem csak a szolubilis ligandok megfeleld receptorhoz
val6 kapcsolodésa sziikséges, hanem szamos biomechanikai hatés is szerepet jatszik benne. A
dinamikus mechanikai terhelés fokozza a porcspecifikus transzkripciés faktorok és az ECM-
komponensek  génexpresszidjat csirke €s egér-eredetli primer chondroprogenitor
sejtkultirakban, valamint elésegiti a chondrogén irdnyt differenciaciot [81-83]. A mechanikai
jelek tobbféle modon befolyasolhatjdk a chondrocytdk miikddését. Ezek egyike az integrin
jelatvitel, amely kulcsszerepet jatszik a sejtek mechanikai érzékelésében [61]. Az iziileti porc
mechanikai terhelése az ioncsatorndk tobb képviseldjének is az aktivalodasahoz vezet,
beleértve a fesziiltség- és mechanoszenzitiv csatorndkat: BK, SK [84], TRPV4 [38] és a
PIEZO1/2 [85]. A primer cilium szdmos, kiilonféle plazmamembran fehérjét hordoz, melyek
funkcidja és specifikus lokalizdcigja fontos szerepet jatszik a chondrocytak
mechanotranszdukciojaban [86]. Ezenkiviil a sejtmag deformécidja [87] és az aktin cytoskeleton
atrendezddése [88] szintén fizikai ingerek hatdsara kovetkezhet be, melyek befolyasolni képesek
a chondrogenesist. A biomechanikai tényezok sokféle jelatvitelt aktivalnak, tobbek kozott a
YAP/TAZ, Rho/ROCK, FAK, PKA, MAPK, PP2A és NF-kB tutvonalakat [83,89]. Ezen
szignaltranszdukciok kovetkeztében erdsodik azoknak a géneknek az expresszidja (pl. ACAN,
COL2A1, SOX9, valamint TGF-B1 ¢és FGF-2), melyek eldsegitik a chondrogenikus

differencidciot [90]. Az FGF-2 segit fenntartani a chondrocytak porc irdnyu elkotelezédését [91],

crcr
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optimalis mindségét [92]. Ezen informécidk ismeretében beldthatod, hogy az idealis mértékii
mechanikai eréhatdsok, valamint az azokat felfogd sejtstruktirdk és ECM komponensek

megléte esszencidlis a porcfejlodés folyamataban.

2.1.4. Csirke embryonalis végtagtelep-progenitorok: egy in vitro porcdifferencidcios modell

A porcképzddés a gerincesek embryonalis fejlodésének korai szakaszdban megy végbe,
ami megneheziti a chondrogenesis szabdlyoz6 mechanizmusainak in vivo, azaz ¢él6
szervezetben torténd tanulmanyozasat. Azonban a XX. szadzad masodik felében a kutatok olyan
in vitro modelleket fejlesztettek ki, amelyek lehetdvé tették a porcdifferencidcio laboratoriumi
koriilmények kozotti vizsgalatat [93]. Ezek a modellek szamos eldnnyel rendelkeznek:
egyszerlen elkészithetoek, konnyen reprodukalhatok, valamint 1étrehozasuk és fenntartasuk is
koltséghatékony [94], ennek koszonhetéen még napjainkban is széles korben alkalmazzak a

tudomanyos kdzosségben.

A gerinces ¢ldlényekben a csontvazrendszer fejlodésének elso 1épéseként az ektoderma
¢s a mesoderma csiralemezeibdl szarmaz6é multipotens mesenchymalis sejtek a test
meghatarozott teriileteire vandorolnak, ahol fejlédd végtagbimbodkat kezdenek létrehozni,
mikdzben kondenzalodnak és elkotelezodnek a tamasztoszovetek differencialdodasanak
iranyaba, ezaltal megjelennek az elsd chondrocytdk [95]. A primer sejtkultirdkat gyakran
csirkeembryok végtagtelepeinek felhasznéaldsaval hozzak létre (2.4. dbra). A Hamburger—
Hamilton-féle rendszer szerint ezek az embryok a 22—-24-es stddiumot érték el, ami koriilbeliil
4,5 napos fejlodési kort jelent [96]. Ez a fejlddési szakasz kritikus, mivel ekkor kezddédik a
mesenchymalis sejtek kondenzacidja ¢€s porcprogenitor sejtekké valo alakuldsa. A
végtagbimbOokbol izolalt chondroprogenitor sejtek szuszpenzidjanak cseppentésével
ugynevezett nagy sejtstirliségli (high-density, HD) vagy masnéven micromass sejtkultarak
hozhatok 1étre, ahol a sejtstirtiség eléri a 10—15 millio sejt/ml értéket [97]. Ezekben a kultarakban
a sejtek kitapadasa utan a porcsejt-differenciacio 1épései kovetkeznek be, hasonldan az in vivo
folyamathoz. A modell egyik eldnye, hogy a sejtkulturdkban mar a 3. tenyésztési napra a sejtek
véglegesen elkotelezddnek a porcfejlddés iranyaba, és ezt kdvetden a 6. napig egyre tobb
porcmatrixot termelnek [15]. Ez lehetové teszi, hogy viszonylag rovid 1d6 alatt jelentOs
mennyiségll informaciot nyerjiink a porcképzddés folyamatarol. A porcsejt-differencidcio jol
meghatarozott iddbeli lefutdsa lehetdvé teszi a chondrogenesis kiilonbozd stadiumainak

vizsgalatat, ezaltal alkalmas biomarkerek felfedezésére, valamint géncsendesitést igényld,
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kiilonféle funkciondlis kisérletekre egyarant. A micromass kultiradk azért is elonyosek, mert
egyszerlien szabalyozhatok ¢és reprodukalhatok, igy széles korben alkalmazzak oket a

porcképzddés mechanizmusainak tanulméanyozéasaban.

20 mm

2.4. abra: A képen egy 4,5 napos csirkeembryo fénymikroszkoépos felvétele lathaté. Az embryorol a tojasbol
val6 eltavolitast, illetve a kiilonb6z6 embryonalis burkok és hartyak levalasztasat kovetden késziilt a felvétel. A
végtagtelepek még intaktak és az embryo torzséhez csatlakoznak. A mellsd végtagtelepet zold, a hatso
végtagtelepet kék kor jelodli.

A sejtek izolalasanak €s a tenyésztofeliileten torténd megtapadasanak napjat tekintjiik a
sejttenyészet kezdd napjanak (0. nap) (2.5. abra). Az elsé két nap soran a chondroprogenitor
sejtek intenziv osztdddson mennek keresztiil, mikdzben aktiv sejtmigracioval elkezdenek
osszekapcsolodni egymassal, ami eldsegiti a kezdetleges porc-nodulusok 1étrejottét. A sejtek
szoros kozelsége sziikséges a porciranyu differenciacio létrejottéhez. A 3. tenyé€sztési napra a
sejtek morfologiaja jelentds atalakuldson megy keresztiil, alakjuk egyre gdmbolydedebbé valik,
elveszitik sejtnyulvanyaikat. Ebben a szakaszban a sejtkulturat mar elsésorban chondroblastok
alkotjak. Bar az osztodasi aktivitasuk fokozatosan lassul, ebben az iddszakban kezdddik meg
az ECM porc-specifikus alkotdelemeinek nagymértékli szintézise, amely elengedhetetlen a
fiziologias porcszovet létrehozasahoz ¢és az autokrin moddon torténd differencidcid
folytatdsdhoz. A 4. és 6. nap kozott a sejtek fokozatos érési folyamaton mennek keresztiil,
amelynek eredményeként a hatodik tenyésztési napra a sejttenyészet dontden Erett
chondrocytakbol all. Ekkorra a porcsejtek mar jelentds mennyiségii ECM-et termeltek maguk

koré, amely hozzéjarul a sejttenyészet szerkezeti stabilitdsahoz. Kiilon érdekesség, hogy a 10.
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napot kovetden a primer porcosodd micromass kulturakban megfigyelhetok az enchondralis
csontosodas jellegzetes folyamatai. A 10. és 15. tenyésztési nap kozott az ECM-ben
mineralizacioés jelek mar kimutathatoak, mikézben a porcsejtek génexpresszids profilja

egyértelmiien hypertrophia iranyu differencialodésra utal.

0-2. tenyésztési nap 3-4. tenyésztési nap 6-10. tenyésztési nap 11-15. tenyésztési nap

4,5 napos Chondroprogenitor Chondroblast Erett Iypertrophias
csirkeembryo sejt chondrocyta chondrocyta

2.5. dbra: Az in vitro porcdifferenciacié 1épéseinek sematikus abrazolasa. A végtagtelepekbdl szarmazo sejtek
kitapadnak a tenyésztdedény aljara a tenyésztés 0. napjan. A chondroprogenitor sejtek a 0. €s 2. tenyésztési napok
kozott nagymértékii osztdodast mutatnak, megindul a kondenzacio, amely hozzajarul a porc-nodulusok
kialakulasahoz. A 3. tenyésztési napra a sejtek elveszitik nytlvanyos megjelenésiiket és kerekdeddé valnak, és
elkezdik termelni a porcszovetre jellemz6 ECM alkotokat. Ekkorra a sejtkulturakat dontden chondroblastok
alkotjak. A sejtek ezutan tovabb differencialodnak, a micromass sejttenyészet a 6. tenyésztési napra elsdsorban
érett chondrocytakat tartalmaz, amelyek fenntartjak kornyezetiikben a porcspecifikus ECM-et. A 10. tenyésztési
napot kovetden a sejtek tovabb haladnak az enchondralis csontosodas iranyaba és hypertrophids chondrocytakka
alakulnak (Forras: sajat abra, Biorender felhasznalasaval)

Az embryokbdl izolalt, primer, HD kultardk egyik legjelentdsebb elénye, hogy a
porcdifferenciacié spontan mddon bekovetkezik, anélkiil, hogy sziikség lenne a sejttenyésztd
médium kiegészitésére kiilonféle novekedési faktorokkal vagy stimuldldo agensekkel. Ez
részben a sejtek egymashoz kozeli elhelyezkedésének kdszonhetd, mivel az igy 1étrejovo sejt—
sejt kommunikacid elinditja azokat a jelatviteli folyamatokat, melyek a chondroprogenitor
sejtek porcirdnyu differencidciojdhoz sziikséges. Ugyanakkor fontos figyelembe venni
bizonyos limital6 tényezoket is, amelyek korlatozhatjak a primer micromass kultarak
alkalmazhatdsagat. A sejtek izolacidja soran eléfordulhat, hogy a mesenchymalis Ossejtek
mellett fibroblastok, izom- vagy hamsejtek is bekeriilnek a tenyészetbe. Bar ezek a sejttipusok
a sejttenyészet fejlodése soran jellemzéen fokozatosan eltlinnek, kezdetben mégis
inhomogenitast okozhatnak. Tovabba, a fiziologias in vivo fejlédési kornyezetet egy in vitro
rendszerben nem lehet tokéletesen reprodukalni, igy a primer micromass kultirdkban kialakuld

porcszerkezet kevésbé komplex, mint az €16 szervezetben 1étrejovo porcszoveté. Egy tovabbi
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kihivast jelent, hogy a leggyakrabban alkalmazott csirkeembryo modellek evolucios
szempontbol tavolabb allnak az emberi szervezettél az emldsallatok modelljeihez képest.
Ennek ellenére szamos kutatds ramutatott arra, hogy a porcfejlddés molekularis mechanizmusai
nagyfoku hasonlosagot mutatnak az emlésok és a madarak torzsfejlodéstani osztalyai kozott,

igy a csirkeembryo-alapu vizsgalatoknak van tudomanyos relevancidja.

Mas megkdozelitésben a HD kulturak nemcsak primer sejtekb6l, hanem immortalizalt
mesenchymalis eredetli sejtvonalak felhasznalasaval is létrehozhatok. Ugyanakkor ezek a
sejtvonalak jellemzden csak specialis novekedési faktorok és egyéb mitogének hozzaadasaval
tarthatok fenn, amelyek befolyasoljak a sejtmiliét. Tovabbi nehézséget jelent a fenotipusos
heterogenitas, amely az ismételt passzaldsokkal fokozatosan novekszik, ezaltal torzithatja a
kisérleti eredményeket. Mivel az MSC-k multipotensek, ezért differenciacids lehetdségei
szélesebb spektrumot fednek le, igy nem megfeleld kornyezeti tényezdk esetén konnyen eltérd
fejlédési iranyt vehetnek (pl. csont-, zsir- vagy izomsejtek), ami heterogénebb sejtkultirdkhoz

vezethet a primer kultarakhoz képest.

Az in vitro porcképzodés soran a végtagbimbokbol izolalt porcprogenitor sejtek
differencidlodasa sordn a hyalinporcra jellemzd fenotipus valik dominanssd, emiatt az igy
1étrejove sejtkulturdk az iivegporc vizsgélatira alkalmasak. Mivel az iziileti porc hasonlo
mechanizmusok révén alakul ki, a modell alkalmazasa indokolt lehet az iziileti porcfejlédés
vizsgalataban is. Azonban a porcdifferencidci6 molekularis utvonalainak feltérképezése
nemcsak a porcdefektusok kialakuldsanak megértésében segithet, hanem hozzajarulhat Uj
terapias lehetdségek kidolgozasahoz is. Fontos megjegyezni, hogy a primer kulturdkban a
chondrocytdk végsé sorsa a terminalis differenciacid, amelynek soran hypertrophids
atalakuldson mennek keresztil. E folyamat sordan a porcmatrix Osszetétele megvaltozik,
mikdzben a sejtek specifikus citokinek termelésével eldsegitik az enchondralis csontosodas

megindulasat.

2.2. A sejtfelszini fehérjék 6sszessége, avagy a ,,surfaceome”

2.2.1. A sejt plazmamembranjanak bemutatasa

Minden sejtnek rendelkeznie kell azokkal a sejtalkotokkal, melyek esszencialisak az
¢letben maradashoz és az osztédashoz. Ezek egyike a plazmamembran (PM), amely elhatarolja

a sejt citoplazmajat a sejten kiviili, EC kornyezettdl, ezaltal definialva a sejtek hatarat. Bar a
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PM-et gyakran egy szilard, homogén lipid-kettdsrétegként abrazoljak, valojaban egy rendkiviil
dinamikus sejtalkotérdl van sz6. Ezen tilmenden a PM-et nagymértékben aszimmetrikus
molekularis eloszlas jellemzi, amely nemcsak oldalirdnyban nyilvanul meg, hanem a belso és a
kiilso felszin kozott is nagyfoku eltérést mutat [98]. A kiilonbozo fehérjék és lipidek lateralis és
vertikalis diffazidja révén a sejt folyamatosan alkalmazkodik a valtozé kornyezeti feltételekhez.
A PM legpontosabb leirasat a jelenleg elfogadott nézetek szerint a Singer és Nicholson féle
modositott folyékony-mozaik modell irja le, melyben ugynevezett lipidraftok ,,isznak™ [99].
Ugy vélik, hogy a lipid tutajokban talalhato szfingolipid molekulak befolyasoljak szamos
membranfehérje strukturalis, ezaltal funkcionalis tulajdonsagait [100]. A membran kiilonbozo
foszfolipid molekuldkat (pl.: szfingomielin, foszfatidil-kolin, foszfatidil-etanolamin ¢&s
foszfatidil-szerin), koleszterint és fehérjéket tartalmaz. A foszfolipidek amfipatikus molekulék,
melyeknek hidrofob oldalldncaik a lipid-kettdsrétegben egymads felé néznek, mig a hidrofil
oldaluk az IC és EC felszin felé tekint [101]. A foszfolipidek egyenlétlen eloszldsa a membran
két oldalan biztositja a sejtfelszin gorbiiletét [102]. A sejtmembran teljes vastagsaga
transzmisszios elektronmikroszkop alapjan koriilbeliil 8~10 nm. Az EC oldalon a fehérjékhez
¢s lipidekhez szénhidratok kapcsolodhatnak, ezaltal glycoproteineket és glycolipideket hozva
létre, melyek egyiittesen a sejtkOpenyt, vagyis a glycocalixot alkotjak [17]. A legtobb sejt
esetében a PM-ek teljes tomegének nagyjabol felét a fehérjemolekuldk adjak, melyek szdmos
jelatviteli €s transzport folyamatot biztositanak az IC és EC tér kozott. A molekuléris diverzitas
els6sorban nem a lipidek, hanem a sejtmembran subproteom véltozatossagabodl ered, vagyis
azoknak a fehérjéknek az Osszességébdl, amelyek a membranba agyazva talalhatoak. A
setjfelszin dinamikus jellegét tovabb fokozza, hogy az ott megjelend fehérjék nemcsak
mennyiségben valtozhatnak, hanem az mRNS alternativ splicing-ja és a kiilonféle

poszttranszlacios modifikaciok révén azok szerkezete, vagyis mindsége is modosulhat [103].

2.2.2. A sejtfelszini fehérjék altalanos és a porcszovetben betéltott szerepének ismertetése

A PM-ben szamos fehérje talalhatd, amelyek kiilonféle élettani funkciokért feleldsek,
sokféle csoportba sorolhatok, példaul a membranhoz vald kotédésiik jellege alapjan. Az
integrans, masnéven transzmembran fehérjék teljes egészében athaladnak a foszfolipid
kettosrétegen, legalabb egy hidrofob doménjiik révén [104]. Ezzel ellentétben a periférias
membranfehérjék vizoldékonyabbak, €s reverzibilisen kapcsolodnak kizardlag a membran
egyik felszinéhez, melyben kiilonb6zd kolcsonhatasok segitenek: hidrofob hurkok, lipid
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oldallancok vagy elektrosztatikus interakciok [105]. Ezen tilmenden a felsoroltakon kiviil is
kapcsolodhatnak fehérjék a PM-hez. A glikozil-foszfatidilinozitol (GPI) horgonyzott fehérjék
egy olyan oldhatd fehérjecsoportot alkotnak, amelyek a PM-hez egy GPI-horgonynak nevezett
poszttranszlacidos modositdson (PTM) keresztiil kotddnek. Ezek a fehérjék szinte kizarolag a
PM kiils6 rétegében talalhatok meg [106]. A sejtfelszini fehérjéken becslések szerint tobb mint
90%-ban eléforduldo PTM a glikozilacio, szemben a citoplazmaval, ahol a fehérjéknek ez a fajta
modositasa nem jellemzo [107]. A glikanldncok leggyakrabban kétféle mddon kapcsolddhatnak
a fehérjékhez: az aszparagin oldallancokhoz (N-glikozilacid) [108], illetve a szerin és treonin
oldallancokhoz (O-glikozilacio) [109]. Emellett kisebb aranyban a triptofan C-glikozilacioja
[110] és a cisztein S-glikozilacidja [111] is ismert jelenségek. A kifejezddo sejtfelszini fehérjék
PTM-ek soran szénhidrat molekuldval diszitddnek, amely a fehérje érésének a részét képezi.
Ez a folyamat az endoplazmatikus retikulumban és a Golgi-apparatusban zajlik, ahol jol
szabalyozott glikozidazok és glikoziltranszferazok végzik a modositasokat [112]. Végiil az érett
fehérje a PM-be transzportalodik vagy kivalasztodik az exocytotikus vesiculumok altal. A
glikédn lancok kulcsfontossagli szerepet toltenck be szamos bioldgiai folyamatban, tobbek

kozott a sejtdifferenciacioban, a sejtek kozotti kommunikécidban és a sejtadhézidban [113].

Azok a PM fehérjék, amelyeknek legalabb egy része az EC térbe nyulik, ezaltal a sejtek
felszinét alkotd subproteom-nak tekinthetd, osszefoglaldan surfaceome néven ismertek. Bar
szlikséges megjegyezni, hogy létezik szdmos olyan EC fehérje is, melyek nem a PM-hez, hanem
a membranfehérjékhez tapadnak, ezaltal azok indirekt médon kothetdek a sejtfelszinhez. Az
ilyen tipusi proteinek tagabb értelmezésben szintén bekeriilhetnek a ,,surfaceome”
pontos meghatarozassal kapcsolatban. Mindazonaltal a sejtfelszini fehérjék kulcsszerepet
jatszanak a sejt és kornyezete kozotti sejtfolyamatokban [114]. Bar a kiilonboz6 sejttipusok
surfaceome-ja eltérd funkcidval rendelhezhet, meglepd modon ezen fehérjek expresszids
mintazata csak részben tér el. Tovabbi kiilonbségek inkdbb a surfaceome lokalis
szervezOdésében jelennek meg, mivel a kiillonb6zd sejttipusok helyi fehérjetomoriiléseket,
igynevezett nanoklasztereket alakitanak ki a PM-ben [107]. Altalanossagban elmondhato, hogy
egyetlen receptor aktivaldsa is elegendd lehet egy sejtvalasz kivaltasdhoz, azonban a
nanoklaszterek kialakuldsa az érzékelhetd jelek specificitdsat noveli [115]. Bar a PM
klaszterképzé mechanizmusa még nem teljesen tisztazott, feltételezhetden lipid tutajok,

valamint a protein—protein interakciok (PPI-k) is szerepet jatszanak benne [116]. A

crer
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mukodésében is. Ezek a fehérjék viz-, ion- és molekula-transzporterekként, receptorokként,
enzimekként, valamint a cytoskeletalis ¢s ECM fehérjék, illetve sejt—sejt kapcsolatok adhézios

elemeiként szolgalnak [117] (2.6. abra).
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2.6. dabra: A transzmembran fehérjék leggyakoribb 4 funkciéjanak bemutatisa. A transzporterek ionokat
vagy molekulakat szallitanak a plazmamembran egyik oldalardl a masikra. A receptorok képesek kotddni egy EC
molekulahoz (példaul egy szolubilis ligandhoz), ami egy IC jelatviteli kaszkadot aktival. Az enzimek a
membranban ugyanazt a funkciot latjak el, mint a sejtek citoplazmajaban: egy vagy tobb szubsztratot egy vagy
tobb termékké képesek alakitani. Az adhézios fehérjék fizikai kapcsolatot biztositanak a sejt és egy masik sejt vagy
a sejt és az ECM kozott. (Forras: https://www.nature.com/scitable/topicpage/cell-membranes-14052567/,
modositva)

2.2.2.1. A plazmamembran transzporter fehérjéi és a porcsejtek életében betéltott szerepiik

A transzporter fehérjék a PM szelektiv permeabilitasat biztositjak, amely lehetové teszi
az ionok, metabolitok és egyéb kis molekulak szabalyozott athaladéasat, igy fenntartva a sejten
beliili homeostasist. Mivel a membran belseje hidrofob jellegii, a hidrofil molekuldk nem
képesek hatékonyan passziv diffuzioval atjutni a membranon, ezenfeliil sok esetben
koncentraciogradienssel szemben kell mozogniuk. Ennek okdn a szelektiv transzport
folyamatok fenntartasdhoz kiilonb6z6 kapcsolt transzporterekre, ionpumpakra ¢és
ioncsatorndkra van sziikség [118]. Ezek a fehérjék kiemelten fontosak az orvostudomanyban,
mivel egyrészt lehetévé teszik a gyogyszermolekuldk sejtekbe jutdsat, masrészt képesek a
sejtekbdl kifelé iranyuld transzportot (effluxot) is biztositani (pl. ABC transzporterek révén),
amely gyakran a gyogyszerrezisztencia kialakuldsdnak az alapja [119]. A kdvetkezdkben a

porcsejtekre jellemzd transzportereket fogom részletesebben ismertetni.

A porcszovet kationtartalma rendkiviil magas, mivel az ECM-ben talalhaté PG-k és

GAG-ok jelentds negativ toltésekkel rendelkeznek. Ennek kovetkeztében a chondrocytak egy
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mOsm) mikrokornyezetben élnek [120]. Ebbdl kifolyolag, bar a chondrocytdk nem excitdbilis
sejtek, membranfehérje-készletiik szamos kiillonbdzo transzportert tartalmaz [121]. A Na-K-
ATPaz egy PM-be agyazott fehérje, amely fenntartja az eltéré Na* és K* koncentraciok altal
kialakitott erds elektrokémiai gradienseket az EC és IC tér kozott. A folyamat soran az ATP
biztositja az energiat a foszforilacids-defoszforilacidos ciklushoz, amelyet Albers—Post
ciklusnak neveznek [122]. A chondrocytdk tobbféle a- és B-alegységét is expresszaljak a Na—K-
ATPaznak, koztik az al, a2, a3, B1, B2 és B3 izoformakat, amelyek eltéré modon fejezédnek
ki a porcfejlodés kiilonbozé szakaszaiban ¢és patologias allapotokban [123], valamint
sejtvonalakban és primer sejttenyészetekben [124]. Az epithelialis natriumcsatorna (ENaC)
jelenlétét is igazoltak human chondrocytakban, mely sejtek egyarant expresszaljak az ENaC a-

és B-alegységeit, Na” bearamlast biztositva a sejtekbe [123].

A kaliumcsatornak altal kozvetitett kaliumaramokat széles korben dokumentaltak érett
chondrocytakban [121]. Ezek koz¢ tartoznak a heteromultimer fesziiltségfliggd kaliumcsatornak
csoportjaba tartoz6 Kvl.4 [125] és Kyl.6 [126], a befelé egyeniranyité, ATP-fliggd
kaliumcsatorndk (Katp) [127], tovabba a nagy (BK) [128] és kis (SK) [129] konduktanciaja
kalcium-aktivalt kaliumcsatornak. Primer porcosodd micromass sejttenyészetekben kimutattak,
hogy a Kv1.1, Kv1.3 ¢és Kv4.1 kaliumcsatorna-alegységek fehérjeszinten expresszaldédnak. A

K*-csatorna blokkol¢ tetraetil-ammoénium (TEA) alkalmazésa csokkentette a Ky dramokat, a
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csokkenti a kulcsfontossagli transzkripcios faktorok expressziojat, valamint megzavarja a BMP

jelatviteli itvonalakat [131].

A chondrocytakban ¢és chondroprogenitor sejtekben taldlhatdo kloridcsatornak
expressziojara és funkcidjara vonatkozo irodalom viszonylag sziikos [121]. A fesziiltségfiiggd
kloridcsatornak nemcsak az IC pH ¢és a sejttérfogat homeostasisanak szabalyozasdban jatszanak

befolyasoljak [132].

A csirke micromass tenyészetekben végzett vizsgalatok kimutattak, hogy az al alegység
expresszios profilja alapjan tobbféle fesziiltségfiiggd kalciumcsatorna (VDCC) altipus is jelen
van, koztiik az L-tipusu (Cavyl.2 és Cayl.3), R-tipust (Cay2.3) és T-tipusu (Cav3.1, Cay3.2,
Cay3.3) VDCC-k [133]. A chondrogenesis sordan a VDCC-k funkciondlis csoportot alkotnak a
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B1 integrinnel, a Na—K-ATPazzal és az ENaC-csatornaval, 1étrehozva egy mechanoszenzor
komplexet az egér végtagbimbo6jabol szarmazé differencialodoé chondrocytak felszinén [134]. A
Cayl.2 ¢és Cav3.2 csatornaalegységek ugyancsak kimutathatok voltak egérembryok
chondrocytaiban, valamint ugyanezek az L- és T-tipust Ca** csatornak azonositasra keriiltek az
ATDCS5 chondrogén sejtvonalban is [135]. A VDCC-ken keresztiil érkezd Ca?"-bearamlas
sziikséges az ECM szintézisét szabdlyozo jelatviteli tutvonalak aktivalasdhoz iziileti
chondrocytakban [136]. Azokban az egerekben, amelyekben hidnyzott a Cav3.2 csatorna, a
SOX9 expresszidja csOkkent, ami rendellenes trachea porcképzddéssel jart egylitt [136].

Tovéabba a VDCC miikdodésének gatlasa nifedipinnel jelentésen akadalyozza a chondrogenesist,

crer

A VDCC ioncsatornakon kiviil mas transzporterek is szerepet jatszanak a chondrocytak
Ca?" jelatviteli utvonalaiban. Az iziileti chondrocytak széles skaldjat expresszaljak mind az
adenozin-ko6té P1, mind az ATP-k6t6 P2 purinerg receptoroknak, beleértve az A1, Aoa €s Azp
altipusokat, a kiilonb6z6 ionotrop P2X receptorokat (P2X, P2X», P2X3, P2X4, P2X7), valamint
a metabotrép, G-fehérje kapcsolt P2Y receptorokat (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Ys) [137,138]. A
purinerg receptorok széles korli jelenlétét (koztiik P2X, P2X4, P2X;5 és P2X57, valamint P2Y],
P2Y2, P2Y3, P2Y4 és P2Ys receptorokat) western blot vizsgalatokkal igazoltak differencialodo
micromass porcsejt kultrakban. Ezen kultirdkban az EC ATP altal kivaltott Ca**-szint
emelkedésért a P2X4 receptor volt a felelds [139]. Az IC ATP-oszcillacidk, amelyekben a P2X4
receptorokon keresztiil zajlo ionaram is részt vesz, fontos szerepet jatszanak a chondrogenesist
(SHH) jelatvitel hatdsait [141]. A P2 purinerg receptorok, amelyeket az EC ATP aktival,
mechanikai ingerek altal kivaltott jelatvitelt kdzvetitenek a chondrocytdkban a primer ciliumon

keresztiil [142].

A purinerg receptorok mellett Ca®" bearamlast biztosithat még az L-glutamat aminosav
is, mely aktivalja mind az ionotrop (iGluR), mind a metabotrop (mGluR) glutamét receptorokat.
Az ionotrop glutamat receptorok ligand fiiggé nem-szelektiv kationcsatorndk, és harom f6
csoportra oszthatok: a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-izoxazolpropionsav (AMPA) receptorokra,
kainat receptorokra ¢és N-metil-D-aszpartat receptorokra (NMDAR), mely utobbiak
elsddlegesen Ca?"-ateresztok [143]. A heterotetramer NMDAR-ok két kotelezd NRI
alegységbdl, valamint két NR2 és/vagy NR3 alegységbdl épiilnek fel [144]. A NR1, NR2D és
NR3A alegységek konstitutiv modon expresszalddnak fejlédoé chondrocytdkban [145], valamint

érett iziileti chondrocytakban [146], mely esetben aktiv komponensei a mechanotranszdukcids

28



jelatvitelnek [147]. Ezen tilmenden a NR2D-t tartalmazdo NMDAR-ok jelentds szerepet toltenek
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nem ingerelhetd sejtekben. Az emlésok TRP-csatorndi hagyomanyosan hat alcsoportra
oszthatok: kanonikus (TRPC), vanilloid (TRPV), melastatin (TRPM), ankirin (TRPA),
mucolipin (TRPML), policisztin (TRPP), valamint egy specidlis, uUgynevezett ,nem
mechanoreceptor potencial C” tipustira (TRPN) [144]. A differencidlodé micromass sejtkulturak
a TRPV-ioncsatornak széles skalajat expresszaljak [149]. A TRP-csatornak koziil a TRPV4
ioncsatorna ¢s a kulcsfontossagi mechanotranszdukcids ttvonalak egyik komponense [150-152].
A TRPV4 pozitiv szabéalyozoja a chondrogenikus SOX9 transzkripcios faktornak, és
farmakologiai aktivalasa SOX9-fiiggd génexpresszidkat indukal [153]. A chondrocytak
nyugalmi membranpotencialjat legalabb részben a TRPVS szabalyozza [154], amely Ca**-
bedramlast biztosit, ezenfelill képes gatolni a chondrocyta autofagiat egy kisérletes OA-
modellben [155]. A TRPV6 chondroprotektiv funkciot tolthet be, mivel a TRPV6 KO egerekben

sulyos OA-ra emlékeztetd elvaltozasokat figyeltek meg, beleértve az iziileti porc
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2010-ben felfedeztek egy 1) ioncsatorna csaladot, a Piezo fehérjéket, melyek
mechanikai stimulusokra, membranfesziilésre nyilnak és biztositjak a kationok szdmadara az
atjarast a sejtmembranon keresztiil. A Piezo fehérjék jelentds expresszidt mutatnak a
chondrocytakban, és kulcsszerepet toltenek be a mechanotranszdukcios folyamatokban [157].
Lee és mtsai. RT-qPCR analizissel és immunfluoreszcens festéssel vizsgaltdk a Piezo
ioncsatorndk expresszidjat human, sertés és egér iziileti porcban, miszerint a Piezol és Piezo2
ioncsatorna mind a primer chondrocyta kultardkban, mind a kiilonb6z0 eredetli
porcszovetekben magas szinten expresszalodnak [158]. Du és mtsai. szintén kimutattak a Piezol
¢s Piezo2 fehérjék jelentds expresszidjat egér primer chondrocytdkban western blot
segitségével. Kisérleteik soran megfigyelték, hogy a ciklikus huzoerd alkalmazasa fokozza a
Piezol és Piezo2 expressziojat a chondrocytdkban [159]. Tovabba, atomerd mikroszkoppal
végzett nagyfokii mechanikai kompresszid (legalabb 45% deformécio) izolalt sertés
chondrocytdkban jelentésen megnovelte az IC Ca?*" szintet, mely kalcium-bedramlas
elnyomhat6 volt Piezol vagy Piezo2 siRNS-alapu géncsendesitéssel, illetve a Piezol inhibitor

GsMTx4 farmakolédgiai gatlasaval [158]. Ezen eredmények alapjan arra kovetkeztethetiink,
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hogy a Piezo-csatorndk elsOsorban a Ca**-bedramlds szabalyozasan keresztiil kozvetitik a
mechanikai stimulusokat az ECM feldl a chondrocytadknak. A hyalin porcban uralkodé magas
ionkoncentracié €s ozmolaritds magéaval vonja a nagy mennyiségili viztartalmat is az ECM-ben.
Az aquaporin vizcsatornak a chondrocyta PM-ben is expresszalodnak, és kulcsszerepet toltenek
be a sejttérfogat szabalyozéasa sordn a viz be- és kidramlasaban [121]. Az MSC-k chondrogén
fokozodasat, ami arra utal, hogy ezek a fehérjék biztositjak a fizioldgias alkalmazkodast a

valtoz6 EC ozmolaritashoz az érett chondrocytak szdmara [160].

A porcsejtekben kifejez6dd sokféle ioncsatorna ravilagit arra a tényre, hogy a megfeleld
ionaramok jelenléte nemcsak az excitabilis sejtek privilégiuma. A chondrocytdk szamara a Na*,
K", CI, de leginkabb a Ca®" koncentraciok részletes szabalyozasa szintén kiemelt fontossagli a

homeostasis szempontjabol.

2.2.2.2. A plazmamembran receptor fehérjéi és a porcsejtek életében betoltott szerepiik

Masik jelentds, surfaceome fehérje-funkcio a kiilso szignalok, valtozasok érzékelése,
melyet a receptorok biztositanak, ¢és alapvetd feltétele a sejtek kornyezethez vald
alkalmazkodéasaban. Ennek megfelelden a PM szdmos receptort tartalmaz, amelyek képesek EC
jeleket érzékelni és tovabbitani a membranon keresztiil. Ezek a jelek lehetnek szolubilis
ligandok, az ECM komponensei, vagy akar szomszédos sejtek felszinén taldlhatdo molekuldk is.
A sejtfelszini receptorok tipusa alapjan megkiilonboztetiink sajat enzimaktivitdssal nem
rendelkezd receptorokat (G-fehérje kapcsolt receptorok, tirozin kindzhoz kapcsolt receptorok
¢s proteolitikus receptorok), sajat enzimaktivitdssal rendelkezd receptorokat (tirozin kinéaz
receptorok, tirozin foszfatdz receptorok, guanilat cikldz receptorok és szerin-treonin kinaz
receptorok), valamint ioncsatorna funkcioval rendelkezd receptorokat, masnéven ligand
kapuzott ioncsatornakat [161]. Amikor egy jelatviteli ligand kotddik a receptorahoz, az egy
konformdcios valtozast idéz eld a fehérjében, amelyet gyakran Osszetett fehérjeklaszterek
képzddése kisér a membranban vagy annak felszinén. Ennek hatdsira az addig rejtett
citoplazmatikus fehérjedomének hozzaférhetévé valnak mas, IC jelatviteli molekulak szamara.
A jelatviteli utvonal tovabbi effektor molekuldakon keresztiil végiil sejtszintli valaszokat

eredményez [162].

A receptorok csoportositdsa alapjan is lathatd, hogy egy fehérje nem csak egyfajta

funkciot hordozhat. Ennek kovetkeztében a mar korabbi bekezdésekben bemutatott, kevert
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funkciéju PM fehérjéket nem fogom ismét részletesen targyalni, csak felsorolds szintjén
emlitem meg Oket a tovabbiakban. Ide tartoznak példaul a ligand kapuzott ioncsatornak,
melyeket masnéven ionotrop receptoroknak nevezhetiink. A porcsejtekben kimutattdk a P1,
valamint a kiilonboz6 tipust ionotrop P2X és metabotrop P2Y purinerg receptorokat is.
Ugyancsak igazoltdk chondrocytdkban expressziojukat és szerepiiket az L-glutamat altal
aktivalt, ionotrop NMDA receptoroknak. A kovetkezOkben az altalam eddig nem targyalt,

porcsejtek szempontjabol jelentds receptorokat fogom ismertetni.

A BMP ¢és TGF-B jelatviteli utvonalakban a dimer ligandok ugyanahhoz a
szupercsaladhoz tartoznak €s egy heterotetramer receptorhoz kotddnek, amelyek két I-es és két
II-es tipust receptorbol allnak, valamint instrinsic szerin/treonin kindz aktivitassal
rendelkeznek [163]. A BMP-jelatvitel kritikus szerepet jatszik a korai végtagbimbo
fejlodésében, melyek koziil a BMP-2, BMP-4 és BMP-7 expresszalodik a végtagbimbo
mesenchymadjaban [164]. A TGF-B szerepe a chondrogenesisben a differenciacio stadiumatol
figg. A korai differenciaciés szakaszban a TGF-B jelatvitel korlatozza a porcfejldédés
meginditasat, és inkdbb az osteoblast irdnyba torténd elkotelezddést segiti. Ezzel ellentétben az
érett chondrocytak esetén a TGF-P utvonal egyrészt chondroprotektiv hatissal rendelkezik
azaltal, hogy gatolja a porcsejtek hypertrophidjat és apoptdzisat [165,166], tovabba eldsegitik a
porcmatrix szintézisét [167,168]. Masrészt viszont a TGF-f utvonal szerepet jatszhat az OA
progressziojaban is. A TGF-B expresszidja fokozodik OA-s porcban, ami hozzédjarulhat a

betegség pathogenesiséhez [169,170].

Tovabbi kindz tipusu sejtfelszini receptorok, melyek a porcsejtek fejlddésében jelentds
szerepet toltenek be, a fibroblast-szerli novekedési faktor receptorok (FGFR). A kanonikus és
endokrin FGF jelatviteli Gtvonalak Osszesen 18 szekretalt szignalfehérjét foglalnak magukba,
amelyek négyféle tirozin-kinaz aktivitasi receptorhoz kotddhetnek és azokat aktivaljak [171].
Létezik egy 6todik, nem tirozin-kindz aktivitasi FGFR is, az FGFRS5 (vagy FGFRL1), amely
homolog az FGFR1-4 receptorokkal az EC ligandkoté doménben, de nem rendelkezik IC
tirozin-kindz funkcioval. Az FGFR5-6t eredetileg egyébként huméan porcszdvetben
azonositottak [172]. Erdekesség, hogy a sejtfelszini és ECM-ben talalhat6 HS proteoglikanok
porcszdvetben, valamint novelik az FGF-ek és receptoraik kozotti kotddési affinitast, ezaltal
fokozva a receptor aktivaciojat [173,174]. Az FGFR3 kulcsfontossagi szabalyozo receptor,

amely a chondrogenesis minden szakaszdban szerepet jatszik. Az éretlen chondrocytdk

.....
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FGF9 ¢s FGFI18 ligandok altali FGFR3 receptor aktivalasnak koszonhetd, amelyek a

szomszédos mesenchymaban expresszalodnak [177,178].

A G-fehérjéhez kapcsolt receptorok (GPCR-ok) a hét transzmembran doménnel
rendelkez0 receptorok csaladjat alkotjak, és jelatviteliiket heterotrimer G-fehérje komplexeken
keresztiil kozvetitik, melyek harom alegységbdl allnak: alfa (a), béta (B) és gamma (y). A
porcsejtek ¢€letében a legjelentésebb GPCR-ok a parathormon-related protein (PTHrP)
receptora (PTHR1) [179], a Smoothened (SMO) receptora, a Hedgehog csaladba tartozé Indian
Hedgehog (IHH) receptor [180], illetve a WNT fehérjék f6 receptora, a Frizzled (FZD) receptor.
A PTHRI1 alacsony szinten expresszalodik a proliferalé chondrocytdkban, azonban magas
szinten jelenik meg az érett chondrocytakban, még mieldtt hypertrophikus allapotba 1épnének
[181]. A fejlddd porcszovetben az IHH elsdsorban a prehypertrophikus chondrocytdkban
expresszalodik, de még a korai hypertrophikus chondrocytakban is jelen van. Az IHH szignaljai
egyarant hatnak a proliferald porcsejtekre €s a felettiik elhelyezkedd perichondralis sejtekre,
befolyasolva ezzel a porc fejlédését és a novekedésének iranyat [181,182]. A Wnt-jelatviteli
utvonalak két 6 tipusba sorolhatok attdl fiiggden, hogy B-katenin-dependens-e vagy sem. A f3-
katenin altal kozvetitett kanonikus Wnt-jelatvitel két f6 hatést fejt ki a porcsejtekre: egyrészt
gatolja a chondrogenesis folyamatat, masrészt serkenti a chondrocyta hypertrophiat [183]. A
nem-kanonikus utvonalak részletes szerepe a porcszovetben jelenleg kevésbé ismert, azonban
felfedezték, hogy a nem-kanonikus Wnt-utvonalat aktivalni képes WNTSA ¢és WNTI1
ligandok expresszalodnak a fejlddé porcszovetben, valamint a WNTSA az egyik
legdominansabban jelenlévé Wnt-fehérje a porcban [184]. Egy kordbbi kutatas eredményei arra
utalnak, hogy a WNTSA expresszidja és receptorahoz torténd kotddeése kulcsszerepet jatszhat
a porc ¢és a novekedési porckorong fejléddésében [185]. A Notch-jelatvitel a szomszédos sejtek
kozotti kommunikaciot kozvetiti, mivel kiilonleges modon nem csak a receptor, de a ligandja
i1s transzmembran fehérje, amelyek minden tobbsejtli éldlényben szabdlyozzak a sejtsors-
dontéseket [186]. Watanabe és mtsai. kimutattak, hogy differencialodo ATDCS sejtekben (egy
egér chondrocyta sejtvonalban) a NOTCH1 receptor mar koran kifejezédik, melyet a delta-like
fehérje-1 (DLL1) ligand expresszidja kovet [187]. A Notch-jelatvitel kritikus szerepet jatszik a
chondrocytak érésében. Csirke végtagbimbdkban a DLL1 hibéas expresszidja blokkolta a
chondrogenesist és csOkkentette a csontosodas mértékét. A y-szekretaz (Presenilinl és
Presenilin2) eltavolitasa, valamint a NOTCH1 és NOTCH2 gének kilitése egerekben a
hypertrophids chondrocytdk felhalmozddasahoz vezetett a ndvekedési porckorongban az

embryonalis fejlddés soran [188]. A porcsejtek érése soran, a NOTCHI1 és DLL1 expresszioja
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folyamatosan csokken [189]. Human MSC-kben is megfigyelték ezt a csokkenést a NOTCH1
expresszidjaban a chondrogén iranyu differenciacié elérehaladtiaval [190]. Azonban késobb a
NOTCHI szintje Gjra fokozodni kezd, mely valtozast az egér végtagbimbok prehypertrophikus
¢s hypertrophikus zoénajaban igazoltdk [191]. Crowe ¢és mtsai. mar 1999-ben leirtdk
tapasztalataikat a Notch-utvonal chondrocytdk hypertrophiajaban betoltott szerepét illetéen
[192]. Ezek alapjan elmondhato, hogy a chondrogenesis ¢és a chondrocyta differenciacié soran a
Notch-jelatvitel kontextusfiiggé modon mikddik. Bar a NOTCH receptorok elésegitik a
jelatvitel altalaban magas expressziot mutat a korai porcfejlédés soran, majd lecsokken, végiil

ujra emelkedni kezd, amikor a chondrocytak hypertrophias allapotba 1épnek.

Osszefoglalva az alfejezetet: a chondrogenesis szamos sejtfelszini receptor — TGFBR,
BMPR/ALK, FGFR, PTHR, IHH, FZD, NOTCH - és jelatviteli utvonaluk szigort
szabalyozasa révén valosul meg. Tobbek kozott ezeknek az Gtvonalaknak az iddbeli €s térbeli

finomhangolasa hatdrozza meg a chondrocytak fizioldgias érését.

2.2.2.3. A plazmamembran adhézios fehérjéi és a porcsejtek életében betéltott szerepiik

A harmadik funkcionalis csoportba a kihorgonyz6, vagy adhézios fehérjék tartoznak.
Ahogy kordbban emlitettem, a sejtfelszini fehérjék a kornyezd sejtekhez, valamint az ECM
komponenseihez is kapcsolodhatnak, melyeket emiatt adhézios fehérjéknek hivhatunk. Ez a
sejt—sejt és sejt—-ECM kommunikacié kulcsszerepet jatszik a szovetek fejloddésében és a sejtek
hozhatdo [194]. A sejt-sejt kolcsonhatdsokat egy nagyszamu, verzatilis sejtadhézios
transzmembran molekulacsoport kozvetiti, amelyek a szomszédos sejtekhez kotddnek, és
mechanikai valaszt valtanak ki, gyakran a cytoskeleton atrendezddésével egyiitt [195,196]. Ide
tartoznak példaul az integrinek [197], az immunoglobulin szupercsalad tagjai (pl. N-CAM) [198],
a kadherinek (pl. E-, N-, P-kadherin) [199], valamint a szelektinek, melyek Ca*" jelenléte mellett
képesek a kapcsolatot biztositani [200]. A sejt-ECM kommunikaciét tobbek kozott az Un.
klasszikus ECM receptorok tartjdk fenn. Ide tartoznak ismételten a kiilonbozd integrinek,
melyekhez sokszor sziikséges egy koztes, multiadhézios adapter fehérje: egy glikoprotein (GP,
pl.: laminin, nidogén, fibronektin és vitronektin) [201]. Ezenfeliil klasszikus ECM receptorok
még a kollagénhez kapcsolddni képes discoidin domén receptorok (DDR-ek) [202], valamint a

hyaluronsav receptorai, mint példdul CD44, RHAMM, LYVE-1 és HARE [203]. Ezen
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talmendéen az ECM molekulak képesek kolcsonhatasba 1épni és jelatviteli folyamatokat
szabalyozni mas, nem klasszikus ECM receptorokon keresztiil, ideértve a kiilonbozd

novekedési faktor receptorokat és a Toll-like receptorokat (TLR-eket) [193,204].

A chondrocyték életciklusanak korai szakaszaban (mesenchymalis kondenzécio) a sejt—
sejt adhézio elsésorban kadherineken és CAM-okon keresztiil valosul meg. A ndvekedési
porckorong chondrocytak fejlodésének késobbi szakaszdban az adhézios jelatvitel elsdésorban
az ECM komponensektdl szarmazik, amelyek az integrineken és mas ECM-receptorokon
keresztiil kozvetitik a jeleket. Ezek alapjan a chondrogenesis soran ugyancsak kiemelt
jelentdséglick a sejt—sejt és sejt-matrix kolcsonhatasok [205]. A sejtek kozotti adhézids
molekuldk, mint példdul az N-kadherin és az N-CAM, fontos szerepet jatszanak a
chondrogenesis elinditasaban azaltal, hogy MSC-ket toboroznak a kornyezé szovetekbdl [206].
Az N-kadherin a klasszikus kadherin csaldd tagja [207], amely kalciumfiiggd, homofil modon
(vagyis egy masik ugyanolyan N-kadherinhez) kapcsolja 0ssze a sejteket [208]. A kadherinek
intracellularisan kateninekkel 1épnek kolcsonhatasba, amelyek adapterekként miikodve
Osszekotik a kadherineket az aktin cytoskeletonnal [209]. Ez az &sszekapcsolodas
elengedhetetlen a miikodoképes adherens junkciok kialakuldsdhoz. Az N-kadherin magas
szakaszaban [210]. Az N-CAM egy glikoprotein, amely homofil vagy heterofil modon is képes
kotddni mas sejtfelszini adhézids molekuldhoz, vagy akar a porcmatrixhoz [211]. A pre-
chondrogenikus kondenzaci6 soran a sejtek fokozzak az N-CAM expressziojat [212]. Az N-
CAM szerepe feltételezhetden a magas sejtsiirliség kialakitasdban és stabilizaldsaban van [213].
Az N-CAM expressziojanak csokkenését a szindekan fibronektinhez vald kotddése és a
homeobox gének aktivacidja valtja ki a BMP-2 és BMP-4 jelenlétében, amely megallitja a
tovabbi kondenzéciot és elinditja a pre-chondrocyta differenciaciot [214]. A kondenzéciod
fazisdban kialakulo sejt—sejt kolcsonhatasokat ezutdn a porcsejtek €s az ECM  kozotti

kolcsonhatasok valtjak fel [215].

Az integrinek olyan transzmembran receptorok, amelyek a porcsejteket képesek
szomszédos sejtekhez vagy az ECM molekuldkhoz kapcsolni. Eddigi ismereteink szerint
Osszesen 24 féle egyedi integrin dimer alakulhat ki a 18 a- és 8 B-alegység kombinacidibol. Az
integrin heterodimer ligand-specifitdsa az o- és P-alegységek Osszetételétdl fiigg [216]. A
fiziologias chondrocytak altal elsddlegesen expresszalt II-es tipust kollagénkotd integrin az
alOB1 [217], mig az a1 B1 képes ugyan Il-es tipust kollagénhez k6tddni, de valdsziniileg inkabb

a VI-os tipusu kollagént részesiti elonyben [218]. Az Osszetett kolcsonhatasok a kollagénnel —
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¢s valdsziniileg mas ECM-fehérjékkel — eldsegitik a chondrocytak lamininhez valo kotodését
is az a6P1 integrinen keresztiil [219]. A Bl-integrin KO egerekbdl szdrmazd chondrocytak:
abnormalis sejtmorfologiat, csokkent proliferaciot, és a sejtciklus szabalyozasanak felboruldsat
mutattdk. Egyéb in vitro kisérletek azt is feltartak, hogy a B1- és aVp5-integrin elvesztése
eldsegiti az apoptozist a ndvekedési porckorong chondrocytaiban [220]. Az anti-B1, anti-a2 és
anti-a3 integrin antitestek gatoljak a hypertrophikus differencidciot, tovabba csokkentik a
chondrocytak tulélését is [221]. Az integrinek az ECM-et az IC aktin cytoskeletonhoz
kapcsoljak, ezaltal EC kémiai és mechanikai jeleket kozvetitenek a sejt belsejébe. A ligandhoz
valo kotodés utdn szamos molekula toborzéasa indul meg az integrinek rovid citoplazmatikus
doménjéhez, hogy fokalis adhézids helyeket, vagyis heterogén 0Osszetételi molekularis
platformokat hozzanak 1étre, amelyek kiillonb6z6 sejtfunkciok szabalyozasaban vesznek részt,

mint példaul: sejttalélés, sejtosztodas, differencidcio, migracio és adhézid [222].

A HA elsédleges receptora a CD44, egy széles korben tanulmanyozott transzmembran
fehérje, amely szdmos sejttipusban — €s a chondrocytédkban is — megtalalhato. A végtagbimbo
kialakuldsdnak korai szakaszaban a sejteket nagy mennyiségli ECM vdlasztja el egymastol
[223], amelynek {6 Osszetevdje a HA, amely feltételezhetden eldsegiti a sejtek vandorlasat és
osztodasat [224]. A kondenzacié meginduldsadval azonban a porcmatrix HA tartalma csokken,
amit a CD44 kozvetit, mivel ez részt vesz a GAG endocytosisaban és lebontasaban [225]. Egy
in vitro vizsgalat soran Ishida és mtsai. kimutattdk, hogy a chondrocytdk HA-hoz torténd

amely nemcsak a sejtosztdédasban, hanem a chondrocyték érésében is szerepet jatszik [226].

A szindekanok a kis méretli, I-es tipust transzmembran PG-k csaladjaba tartoznak,
amelyek novekedési faktorok, citokinek és ECM komponensek ko-receptoraiként miitkodnek.
A szindekdnok HS oldallancokat tartalmaznak, €és a citoplazmatikus végiikon keresztiil
jelatviteli folyamatokat inditanak el [227]. A szindekan csaladnak négy tagja van, de csak a
szindekan-1, -3 és -4 kifejezddését mutattak ki patkany chondrocytakban, valamint progenitor
sejtekben a condylus mandibulae fejlédése soran [228]. A szindekan-3 expresszidja emelkedett
szintet mutatott a chondrogenesis kezdetén a kondenzalt csirke végtagbimbd mesenchymajaban
[229]. Egy masik tanulmény arra utal, hogy a szindekéan-3 befolyasolja, vagy akar kozvetiti is
az [HH aktivitasat a csirke végtag fejléddése soran, megerdsitve azt az elképzelést, hogy szoros
kapcsolat van a szindekanok €s a novekedési faktorok altal kdzvetitett proliferacio kozott [230].

A szindekan-4-et foként az OA-val hoztdk Osszefiiggésbe [231].
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A DDR-ek tovabbi, nem-integrin tipusu receptorok, amelyek kozvetlentil kotédnek az
ECM molekuldihoz. A DDRI1 és a DDR2 tirozin-kindz aktivitassal rendelkezd receptorok,
amelyeket a kollagén bekotddése aktival [232]. Mds receptor tirozin-kindzokkal dsszehasonlitva
— amelyeket altaldban kis, szolubilis novekedési faktorok aktivalnak — a DDR-ek aktivacidja
lassabb, de hosszantartobb a kollagénnel torténd interakcid révén [233]. A DDR2 aktivacioja in
vitro serkenti az MMP-1 expresszidjat, amely ismert szerepet jatszik az ECM remodelling-ben
a morphogenesis soran [232]. Erdekes modon a DDR2 mutaciéit egy ritka novekedési retardacid
kialakulasaval hoztdk Osszefliggésbe emberekben [234]. Ez Osszhangban van egy korabbi
allatkisérlettel, amelyben a DDR2 gén kiiitése egerekben csOkkentette a posztnatalis

chondrocyta proliferaciot és a hosszl csoves csontok novekedését [235].

A porcsejtek viselkedésének szabalyozdsa a chondrogenesis sordn dsszetett folyamat,
amely kiilonbozd serkentd €és gatlo eseményeket foglal magaba. Az alfejezetet dsszefoglalva,
az egészséges porcfejlodéshez nem csak eltérd szolubilis ndvekedési faktorokra és azok
receptoraira van sziikség, de kiemelt fontossagu az N-kadherin, N-CAM altali sejt—sejt,
valamint az integrinek, a CD44, szindekan-3 és a DDR-ek altal kialakitott sejt-ECM kozotti

interakciok biztositasa is.

2.2.2.4. A plazmamembran enzimjei és a porcsejtek életében betoltott szerepiik

Végezetiil az utolsé funkciondlis csoportot mutatom be, mely az enzimaktivitassal
rendelkezd sejtfelszini fehérjéket foglalja magiban. Az enzimek biokémiai reakciokat
katalizalo fehérjék, melyek egy vagy tobb szubsztratbdl egy vagy tobb terméket képesek
létrehozni eltérd mechanizmusokkal. A Biokémiai és Molekularis Biologiai Nemzetkozi
Szovetség (IUBMB) alapjan jelenleg 7 enzimcsoportot lehet megkiilonboztetni: 1.
oxidoreduktazok (dehidrogendzok, oxiddzok, oxigendzok, peroxiddzok, katalazok), 2.
transzferdzok (aminotranszferazok, kindzok, mutdzok), 3. hidrolazok (peptidazok, foszfatazok,
foszfolipazok), 4. liazok (dekarboxilazok, aldolazok), 5. izomerdzok (racemazok, mutazok,
epimerazok), 6. ligdzok (szintetdzok, karboxilazok) és a legijabb 7. transzlokazok (ionok,
molekulak athelyezése a membran két oldala kozott, melyhez katalitikus reakcid sziikséges)
[236]. Az enzimek elsddlegesen a szénhidrat, lipid, aminosav, és nukleotid anyagcserében
Jjatszanak szerepet, de megtalalhatoak a kiillonbozd jelatviteli utvonalak szabalyozé fehérjéiként
is. Mindazonaltal a legtobb, sejt altal expresszalt enzim vagy IC-n (citoplazmaban,

mitokondriumban, ER-ben, lizoszémaban) vagy szekrécid utjan az ECM-ben talalhato. Csekély
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azon enzimek szama, melyek a PM-be agyazottan talalhatdéak és van az EC tér felé nézo

doményjiik, tehat sejtfelszini fehérjének tekinthetdk lennének.

Ennek az enigmatikus sejtfelszini csoportnak a tagjai kevés esetben tekinthetdek
kizarolag enzimeknek, mivel altalaban tobb szereppel is rendelkeznek. A korabbi fejezetekben
emlitettem a porcsejtekre is jellemzd, enzimatikus és transzporter funkcidval egyarant
rendelkez6 Na—K ATPazt. Ezenfeliil szamos enzimmel taldlkozunk a receptor fehérjék kozott
is: szerin-treonin kinaz receptorok (TGFBR ¢s BMPR), tirozin kinaz receptorok (FGFR), vagy
a NOTCH receptort proteolitikusan hasité tumor nekrézis faktor-a konvertaldé enzim (TACE),
melyek szintén képesek szubsztratbol terméket 1étrehozni. Mivel a sejt—-ECM kommunikécid
az EC enzimeket, melyek kiilonb6z6 ECM komponensek lebontasaért és az egész porcmatrix
fejlodése soran a dinamikus atformalasaért, remodelling-ért felelések. A normal felndtt
porcszovetben a chondrocytdk egy allandd egyensulyi allapotot tartanak fenn, amelyben a
matrix szintézisének liteme megegyezik a lebomlas iitemével. Barmilyen valtozas ebben az
egyensulyi allapotban hatéssal lesz a porc funkciondlis integritisara [237]. A lebomlds és
regeneracio kozotti egyensulyt annyira kritikusnak tekintik, hogy ha az egyensuly a lebomlas

iranyaba billen, az késobb OA-hoz vezethet [238].

Néhany ECM bontd enzim sejtmembranhoz kotott, masok pedig szekretalt formaban
vannak jelen. Két nagy enzimcsalad, a szerin protedzok és a metalloproteindzok semleges pH-
nal aktivak, és extracellularisan fejtik ki hatasukat. A szerin protedazok koziil korabbi
proteomikai vizsgalatok kiemelik a HTRA1-et, mint a chondrocyték 4ltal az egyik legnagyobb
mennyiségben szekretalt fehérjét. Ez az enzim az aggrekant hasitja az interglobularis doménen
beliil az emberi porcszovetben [239]. A HTRA1 foként a porc mély rétegében lokalizalodik

[241].

A masik nagy, porcban is fellelhetd enzimcsalad a metalloproteinazok, melyek tovabbi
Ot csoportra oszthatok fel: a szerralizin, az asztacin, az MMP, az ADAM (A4 Disintegrin And
Metalloproteinase), illetve az ADAMTS (A Disintegrin And Metalloproteinase with
ThromboSpondin motifs) [242]. A felsoroltak koziil csak az utobbi harmat mutattdk ki
porcszdvetben is, ezért ezt a harom csoportot fogom részletesebben targyalni. Az MMP-k tobb
mint 23 szekretalt és/vagy sejtfelszini cinkfiiggd endopeptidazbdl alld csaladot alkotnak,
amelyek szamos szubsztratot képesek lebontani semleges pH mellett [243]. A proteolizis
gyakran a sejt kozvetlen kozelében megy végbe, ahol bizonyos MMP-k meghatarozott
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tertiletekre lokalizalodnak a sejtfelszinen €s transzmembran doménnel rendelkeznek, mint az
MMP-14, -15, -16, -17, -24, -25 [244]. Mas MMP-k pedig sejtfelszini receptorokhoz,
sejtfelszini enzimekhez vagy PCM fehérjékhez kotddnek. A sejtfelszini HS példaul képes
megkotni az MMP-7-et [245], mig az MMP-1 a sejtfelszini EMMPRIN fehérjéhez kotodik
(extracellularis matrix metalloproteindz induktor) [246]. Harom MMP, azaz az MMP-1, MMP-
8 és MMP-13 (masnéven kollagenaz-1, -2 és -3), képesek hasitani a fibrillaris kollagéneket
[247]. Az MMP-1 és az MMP-13 szintézisét a fibroblastok és a chondrocytak is végzik, amikor
a sejtek kornyezetében gyulladdsos mediatorok vannak jelen. Az MMP-8 szintén termelddhet
chondrocytak altal [248]. Az MMP-13 els6sorban a Il-es tipust kollagént bontja le, mig az
MMP-1 ¢és az MMP-§ inkabb a IlI-as és I-es tipust kollagént részesiti eldnyben [249]. Az MMP-
3 é az MMP-10 (masnéven stromelysin-1 és -2), bar széles, de hasonld szubsztrat
specificitassal rendelkeznek, lebontjak tobbek kozott a PG-ket, a fibronektint és a laminint [250].
Ezenfeliil mindkét enzim képes aktivalni az inaktiv prokollagenazokat is [251,252]. Az MMP
csaladot leginkdbb az ECM komponenseinek hasitasi képességérdl ismerjiik, de ezen kiviil
képesek lebontani mas proteindzokat, proteinaz inhibitorokat, latens ndvekedési faktorokat,
kemotaktikus molekuldkat, novekedési faktor kotdfehérjéket, vagy akdr sejtfelszini
receptorokat és sejt—sejt adhéziés molekuldkat is, ezdltal a szignalfolyamatok aktiv

résztvevoinek is tekinthetok [253].

Két tovabbi metalloproteindz csoport az ADAM és ADAMTS enzimek. Az emberi
szervezetben eddig 21 ADAM [253] és 19 ADAMTS [254] fehérjét azonositottak. Az ADAMTS
enzimek 5 doménban hasonlitanak az ADAM proteazokhoz, azonban nem tartalmaznak harom
ADAM domént (epidermalis novekedési faktorszeri domén, transzmembran domén,
citoplazmatikus farok domén), ellenben rendelkeznek egy thrombospondin-1 (TSP-1)
doménnel [254]. Utdbbi foként a C-terminalis végiikon helyezkedik el, és ugy vélik, hogy az
enzim ezen része az ECM-mel valo kdlcsonhatasokat kozvetiti [255]. Mig az ADAM proteazok
altalaban a plazmamembranhoz ko6tddnek, addig az ADAMTS fehérjék a transzmembran
domén hidnya miatt szekretdlodnak. Ugyanakkor néhdny ADAM enzim is (példaul az
ADAM28) mutat szekretdlt izoformat, amelyek szintén nem tartalmaznak transzmembran
domént [256]. Az ADAM-17, méasnéven a korabban emlitett TACE fehérje is egyben [257],
nemcsak a Notch jelatvitelrdl ismert, de képes felszabaditani a gyulladasos mediatorként
miikodé TNFo-t is a sejtfelszinrdl [258]. Az ADAM-17 mellett, az ADAM-10, -12 és -15
proteazokat is kimutattdk mar az ezredforduld eldtt a porcszdvetben [259]. Az ADAMS nem

csak a fejlédo csontvazban fejezddik ki [260], de az ADAM?23-mal egyiitt igazoltak jelenlétét
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az MSC-k chondrocytakka torténd differencidlodasa soran [261]. Az ADAMTS-1, -4, -5, -8, -9,
-15, -16 és -18 képesek a proteoglikdnok hasitasara a porcszovetben, bar in vitro koriilmények
kozott dramaian eltérd hatékonysaggal miikodnek [262-264]. Egér KO vizsgalatok soran nyert
adatok arra utalnak, hogy az ADAMTS-5 az egyik legjelentdsebb pathofizioldgiai mediatora
az aggrekan katabolizmusanak [265,266]. Marha [267] és sertés [268] modelleken végzett
kisérletek alapjan megerdsitették az ADAMTSS szerepét, valamint kimutattdk, hogy az
ADAMTS-4 is felelés az aggrekdn hasitasaért a porcban. Ezen eredményeket még inkdbb
alatdmasztja az a megfigyelés, hogy emberi porcsejtben az ADAMTS-4 vagy ADAMTS-5

kiiktatdsa védelmet biztositott a porcban taldlhato aggrekan lebomlasaval szemben [269].

A szerin- és metalloproteinazokon kiviil egy tovabbi igéretes sejtfelszini enzimmel is
foglalkoznak a porckutatok. A transzglutamindz-2 (TG2) a szdveti transzglutaminazok
csaladjaba tartozik, mely enzimek Ca**-fliggd acil-transzferaz reakciot katalizalnak [270]. A
sejttipustol fliggden a TG2 jelentds hanyada (1-20%) talalhaté extracellularisan, mind a
plazmamembranon, mind az ECM-ben [271]. A pre-hypertrophids chondrocytak
citoplazmajaban a TG2 felhalmozodasat annak kivalasztodasa, majd katalitikus aktivitasa
koveti, amely késébb az ECM-ben kimutathat6 [272]. A TG2 expresszidja csokken, amikor a
chondrocytak elérik a hypertrophias allapotot [273]. A TG2 autokrin faktorként is miikddhet, és
szabalyozhatja a GAG-ok szintézisét a porcfejlodés sordn [274]. A TG2 nemcsak enzimatikus,
hanem mas funkciokkal is rendelkezik, mivel modulalja a sejtek kdlcsonhatdsait az ECM
komponensekkel €s a szolubilis novekedési faktorokkal nem-kovalens kolcsonhatasok révén,
valamint szabalyozé szereppel bir az integrinek [275], a szindekén-4 [276] €s a ndvekedési faktor

receptorok [277] kapcsan.

A chondrocytak enzimei elsésorban az ECM molekuldk lebontdsdban jatszanak
szerepet. Ez alapvetden sziikséges, mivel kizardlag termeléssel nem tarthat6 fenn a porcszovet
megfeleld 0sszetételll €s dinamikusan valtozo struktirdja. A porcbioldgidban nagy jelentdségii
EC enzimek koz¢ sorolhatjuk a HTRA1, az MMP, az ADAM, az ADAMTS ¢és a TG2

enzimeket, melyek produktumai sok esetben jelatviteli ttvonalakat is képesek befolyasolni.

A 2.2.2. alfejezet alapjan tehat a surfaceome egyfajta molekularis ujjlenyomatként is
miikddik, amely a sejt belsd allapotat és igényeit tiikrozi. Ez jelentds potencidllal bir az olyan
felszinen expresszalt biomarkerek ¢és neo-antigének azonositdsdban, amelyek terapids
célpontokként szolgalhatnak [278]. Példaul egy egészséges sejt malignus transzformacidja a
transzlacios mechanizmusok megvaltozasaval jarhat, ami a surfaceome Osszetételét is
modosithatja [279]. Ez a véltozas befolyasolja az egyes fehérjék mennyiségi eloszlasat, és 1j
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protein mintazat megjelenéséhez vezethet a sejtfelszinen. Az ilyen mintazatok, mint példaul az
alternativ N-termindlis aminosav-szekvencidk vagy PTM-ek révén létrejott variansok, kivalod
biomarker-jeloltek lehetnek [280]. A surfaceome jelentds lehetdségeket kindl a terapids
célpontok felfedezésére mas betegségekben is, mivel konnyen hozzaférheté a
gyogyszermolekuldk szamara. Ezt timasztja ala, hogy a DrugBank adatbazis szerint a jelenleg
forgalomban 1év6 gydgyszerek tobb mint 60%-a surfaceome molekulakra hat [281,282], annak
ellenére, hogy a transzmembran fehérjék az emberi fehérjekodold gének mindossze 30%-at
képviselik [283]. A surfaceome feltérképezésének tovabbi célja olyan specifikus sejtfelszini
fehérjék azonositasa, amelyek konkrét betegségekhez vagy azok kiilonb6z6 stadiumaihoz

kapcsolodnak, ezaltal lehetové téve a korai diagnozis- és progndzisalkotast [284].

2.2.3. A surfaceome kimutatdsdara szolgalo technikdk

A sejtek viszonylag alacsony felszin/térfogat ardnya miatt a plazmamembran fehérjék
eleve kisebb aranyban fordulnak el6 a teljes fehérjekészletben, igy nehezebben azonosithatok.
Tovabba az integrans membranfehérjék hidrofoéb membranszakaszon helyezkednek el, amely
atlagosan 5 nm vastag, ¢s egy koriilbeliil 20-25 aminosav hosszlisagu a-hélixszel rogziilnek
[285]. A membranba agyazott, rejtett doménjeik miatt a membranfehérjék és a proteomika
sokaig Osszeegyeztethetetlennek szamitottak, mivel ezeknek a fehérjéknek az izolalasa,
dusitdsa €s azonositdsa tomegspektrometriai (mass spectrometry) modszerekkel szamos
kihivést jelentett [286]. Az ugynevezett bottom-up (shotgun) proteomikai mddszer sordn a
kivont fehérjéket emésztéssel peptidekké alakitjdk, hogy azok alkalmasak legyenek a
tomegspektrometriai analizisre. A tripszin az egyik legszélesebb korben alkalmazott proteaz
erre a célra, mivel specifikus helyeken, hatékonyan hasit. Emellett a tripszines emésztés olyan
peptideket  eredményez, amelyek kedvezd  tulajdonsdgokkal  rendelkeznek a
folyadékkromatografiaval kombinalt tandem tomegspektrometriai (LC-MS/MS) analizishez.
Ilyen elény példaul a megfelelden rovid peptidszakasz és az effektiv ionizacids képesseég.
Azonban a membranfehérjék hosszu hidrofob szakaszai altaldban nem, vagy nagyon kis
aranyban tartalmaznak polaris aminosavakat, igy az emésztés soran olyan peptidek
keletkeznek, amelyek hajlamosak a kicsapddasra, ezaltal kevésbé alkalmasak az LC-MS/MS
analizisre. Bar az EC domének (globularis régiok és EC hurkok) polaris aminosavakat
tartalmaznak, az elemzésiik tovabbi kihivasokat jelent, mivel ezek a domének gyakran jelentds
PTM-n esnek at, ezen beliil kiilondsen a glikozildcios moddositasok képezhetnek térbeli
akadalyokat a protedzok szdmara. Ennek kovetkeztében azok a PM fehérjékbdl szdrmazd
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emésztett peptidek, amelyek alkalmasak lennének az LC-MS/MS analizisre, gyakran csak kis
mennyiségben fordulnak eld, igy megneheziti a pontos fehérjeazonositast és kvantifikalast,
amelyhez megfeleld szekvencialefedettségre lenne sziikség [287]. Mivel a surfaceome fehérjék
altalaban alacsonyabb mennyiségben fordulnak eld a citoplazmatikus fehérjékhez képest,
ajanlott — és igazabol sziikséges — részleges dusitasuk, hogy a kisérletek érzékenysége
megfeleld mértékli legyen. Példaul egy HeLa sejtekben végzett elemzés szerint a sejtek
fehérjéinek mindossze 4%-a tartozik az integrans membranfehérjék kozé, és atlagosan 4-5
példany talalhat6 beldliik egy 100 nm? teriileti sejtfelszinen [288,289]. A kovetkezOkben néhany,

gyakrabban alkalmazott sejtfelszini fehérje dusitasra szolgald technikat szeretnék bemutatni.

2.2.3.1. Centrifugalassal torténé membranfehérje izoldlas

A frakcionalt (ultra)centrifugalds egy egyszeri modszer, amely lehetévé teszi a
sejttormelékek €s sejtszervecskék szétvalasztasat méretiik, alakjuk és tomegiik alapjan. Bar ez
az eljards kiilonbozd sejtorganellum fazisokat eredményez, nem biztosit teljes tisztasagu
frakciokat, mivel a hasonlo méretii, de kiilonb6z6 eredetli membran partikulumok gyakran nem
kiilonithetok el megfeleléen. Tovabbi hatrany, hogy a technika nem képes eltavolitani azokat a
nem PM-hoz tartozé fehérjéket, amelyek PM fehérjékhez kapcsolddnak, igy szennyezddésként
jelenhetnek meg a mintaban. Ezek a szennyezd fehérjék szarmazhatnak az IC vagy EC

kornyezetbdl, példaul az ECM-bdl vagy a szérumbol [290].

2.2.3.2. Elektrosztatikus kolcsonhatason alapulo membranfehérje izolalds

A természetben a foszfolipidek kizardlag nett6 negativ toltéssel rendelkeznek, vagy
zwitterionos formaban fordulnak eld, de soha nem hordoznak pozitiv toltést [291]. Ennek
kovetkeztében a PM felszinének netto toltése mindig negativ, amely tulajdonsag kihasznalhato
a membranok dusitdsara kationos bevonatu feliiletek alkalmazasaval. Példaul a polilizinnel
bevont iiveglemezek gyakran szolgalnak pozitiv toltésti feliiletként, amelyhez a sejtek
hozzatapadhatnak. Sejtfeltaras utan [292] a PM darabkak a pozitiv toltésii felszinen maradnak,
mig a citoplazmatikus fehérjék és sejtszervecskék eltavolithatok mosassal [293]. Azonban ennek
a moddszernek egyik jelentds hatranya a membran részletek alacsony visszanyerési aranya,
amely kortilbeliil 15%. Ez a veszteség elsdsorban a kiterjedt mosasi és a szonikalasi 1épéseknek

tulajdonithato, amely sziikséges a sejtek feltarasdhoz [294].
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2.2.3.3. Feherjeszerkezet felismerésen alapulo membranfehérje izolalas

Az affinitds-alapu dusitas lehetové teszi a membranfehérjék izolalasat akar teljes
sejtlizatumbol, mégpedig két molekula kozotti specifikus bioldgiai kdlcsonhatas révén. Ilyen
kolcsonhatéas lehet példaul a receptor-ligand vagy az antitest-antigén kotodés. Az antitestek
képesek specifikusan felismerni bizonyos fehérjéket, valamint PTM-eket, példaul a
glikozilaciét. Az ilyen tipusu antitesteket anti-glikan antitesteknek (AGA) nevezik [295]. Az
AGA-t széles korben alkalmazzak kiilonféle diagnosztikai és prognosztikai biomarkerek
azonositasara, s szamos specifikus antitest megtalalhat6 az anti-glikan reagenseket tartalmaz6
adatbazisban [296]. Ugyanakkor az anti-glikan antitest affinitasa altalaban alacsonyabb, mint a
fehérje epitopokat felismerd antitesteké, ami bizonyos korlatokat jelent a PM fehérjék
dusitasaban. Az antitest-alapti modszereknek azonban ezen kiviil is vannak hatranyai. E18szor
is eldzetes ismeretek sziikségesek egy specifikus, de a sejtfelszin minden részén jelenlévo
antigénrodl, amely konnyen felismerhet6. Masodszor az antitestek magas koltséggel jarnak, és
csak korlatozott szamban haszndlhatdak fel ujra. Harmadszor a szénhidratok (glikdnok) gyenge
immunogenitdsa megneheziti az elleniik iranyuld hatékony antitestek jovdébeli eldallitasat [297].
Végiil a glikanstrukturak nagyfoka hasonldsaga miatt az ER-bdl és a Golgi-apparatusbol
szarmazo6 glikoproteinek beszennyezhetik a mintéat. Ezek a hatranyok jelentsen korlatozzék az
antitestek alkalmazasat a komplex surfaceome analizisekben, ezért ezt a megkdozelitést foként

célzott vizsgalatokban hasznaljak [298,299].

2.2.3.4. Biotin-jelolésen alapulo membranfehérje izolalas

A sejtfelszini fehérjék izolalasat ugy is el lehet érni, hogy egy korai 1épésben kémiai
kotés segitségével specifikusan megjeldljiik Oket, és csak ezt kovetden torténik meg a sejtek
lizalasa. A surfaceome azonositasara — valamint a szekretalt fehérjék és az EC komponensek
vizsgélatara — els6ként egy kémiai biotinilacids stratégiat fejlesztettek ki, amely a szabad
aminocsoportokat célozza meg [300]. A moddszer kezdeti 1épésében N-hidroxiszukcinimid
(NHS) észter kotésii biotint adtak a sejttenyészetekhez, amely az 6sszes hozzaférhetd célhelyet
biotinilalta. A sejtlizist kdvetden a biotinildlt membranfehérjéket streptavidin segitségével
valasztottak kiilon, ugyanis a biotin rendkiviil erds affinitdssal kotddik az avidinhez. A biotin-
(strept)avidin kolcsonhatds a természetben ismert legerésebb nem kovalens kotések egyike,

amelynek disszociacioés allandoja (Kg) 1075 M [301]. Kiilondsen elényds, hogy a
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(strept)avidinnel vald kotddése rendkiviil ellendlld olyan hatdsokkal szemben, mint az
organikus olddszerek, magas soOkoncentraciok és detergensek, igy lehetdséget biztosit
tobbszOords mosasi 1épések alkalmazasara. Bar a korai kisérletekben a membranfehérjék kezdeti
dusitasa megtortént, a citoplazmatikus fehérjékkel vald szennyezodés igy is szamottevo volt. A
magas szennyezOdési szint elsdsorban annak tulajdonithatd, hogy a korai iddszakban
alkalmazott biotinilalé reagens lapos alakja és apolaris jellege miatt konnyen atjutott a lipid

kettdsrétegen, igy nemcsak a felszini, hanem IC fehérjéket is megjeldlt.

Bar a legtobb kémiai biotinildcios modszer a szabad aminocsoportokat célozza meg,
léteznek alternativ stratégidk is. Vannak olyan surfaceome dusitasi technikdk, amelyek a
fehérjék glikolizaltsagara ¢épiilnek, ¢és ezek kémiai, metabolikus vagy enzimatikus
modositasaval érhetd el a célzott elkiilonités. 2003-ban Aebersold kutatdcsoportja egy ujabb
modszert fejlesztett ki a plazma glikoproteinek és felszini glikoproteinek specifikus izolalasara
egy nyers PM frakciobdl [302]. A modszer alapja, hogy a szacharidokban jelen 1évé cisz-diol
csoportokat (példaul szidlsavban és galaktozban) natrium-metaperjodattal (NalO4) oxidaljak,
igy aldehiddé alakulnak. Ezeket az aldehidcsoportokat ezutan hidrazid kémiai reakcid révén
egy szilard hordozéhoz koétik, amely sordn kovalens hidrazon kotés jon létre. A fehérjék
emésztése utdn a megkotott glikopeptidek tovabbra is a szilard hordozén maradnak, mig a nem
glikozilalt peptidek konnyen eltavolithatok mosassal. Végiil a PNGase F enzim segitségével a
glikopeptidek felszabadulnak, igy alkalmasakkd valnak LC-MS/MS analizisre. Az eredeti
tanulmanyban 64 fehérjét azonositottak, amelyek koziil 45 (70%) membranfehérje volt.
Wollscheid és mtsai. tovabbfejlesztették ezt a modszert, hogy kifejezetten a sejtfelszinen
expresszalt fehérjéket dusitsdk, amely eljarast sejtfelszin-befogasnak (cell surface capture,
CSC) nevezték el. A moddszer soran eldszor mérsékelt oxidaciot alkalmaznak ép sejteken
perjodat segitségével, majd a sejtfelszinre korldtoz6do biocitin-hidrazinnal jeldlik az oxidalt
glikanokat, még a sejtlizis eldtt. Mivel a jeloldanyag nem képes athatolni a membranon,
kizarélag a sejtfelszinen 1évé modosult glikanokhoz tud kapcsolodni. Ezt kdvetden a sejteket
lizaljak, a fehérjéket emésztik, igy egy heterogén peptidkeverék jon létre. A biotinilalt
glikopeptideket streptavidin segitségével szepardljak, a szennyezd fehérjéket lemossak,
végezetiil az N-glikozilalt peptideket — hasonloan az el6z6 munkacsoporthoz — PNGase F enzim
segitségével szabaditjak fel [303]. Ez a stratégia lehetové tette a Cell Surface Protein Atlas
(CSPA) nevii adatbazis 1étrehozasat, amely tobb mint 1500 human és 1300 egér sejtfelszini
fehérjéit tartalmazza 78 kiillonb6zé human és egér sejttipusbol [304]. Ducret és csoportja kisebb

modositasokkal alkalmazta a CSC stratégiat hepatocytdkon, ¢és 217 sejtfelszini fehérjét
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azonositottak, amelyek koziil tobb specifikusan a majsejtek jelolésére alkalmasnak bizonyult
[305]. A hidrazid konjugacié alternativajaként a gliko-jelolés (glycocapture) elvégezhetd
aminooxi-biotinilacids reagens alkalmazéasaval is, mely technikat a mi munkacsoportunk évek
oOta sikeresen alkalmazza és amelyet felhasznaltam a disszertaciom alapjaul szolgalo kisérletek
kivitelezéséhez is. Hasonloan a CSC stratégiahoz, ebben a modszerben a glikan oldallancokat
elészor natrium-metaperjodattal oxidaljuk, hogy aldehidcsoportokat képezziink. Ezutan a
biotinon taladlhaté aminooxi-csoport reakcioba 1€p az aldehidekkel, amelynek eredményeként a
sejtfelszini fehérjék biotinildlasa egy oximkotésen keresztiil valosul meg. Ezt a modszert
témavezetom, Dr. Matta Csaba mar sikeresen alkalmazta chondroprogenitor sejtek és MSC-k
surfaceome-janak azonositasara, hogy kollégaival feltarja a két sejttipus kozotti proteomikai

kiilonbségeket [306].

Bar a sejtfelszini fehérjék biotinildlasa széles korben alkalmazott és konnyen
kivitelezheté modszer, hatranyai is 1éteznek. A biotinilalt fehérjék dusitasa tovabbra is érzékeny
lehet szennyezddésekre, példaul kapcsolddo fehérjékre (pl. fehérjekomplexek alegységeire) és
nem specifikus fehérje—fehérje kdlcsonhatdsokra, kiilonésen nagy mennyiségben jelen 1évo
fehérjék esetén [307]. Emiatt a mddszer kiilonb6zd reagensekkel torténd tobbszor ismételt
mosasi 1épéseket igényel a nem kivant fehérjék eltavolitdsara, amely limitalhatja az alacsony
kopiaszamu sejtfelszini fehérjék kimutatasat. Ezen kiviil érdemes figyelembe venni, hogy a
kiilonboz6 ingerekre adott valaszuk sordn a sejtek nemcsak a felszini fehérjék mennyiségét,
hanem azok N-glikozilaciojanak mértékét is megvaltoztathatjak, ezaltal a mintaba keriild

peptidek ardnya is részben eltérhet [308].

A porcfejlédés  kiilonbozé stddiumainak kvalitativ  és kvantitativ  surfaceome
mintazatarol jelenleg erdsen korlatozottak az ismereteink, ami akaddlyozza a porcbetegségek
(pl. OA, RA) korai diagnosztikajat és az Ossejt-alapu kezelési stratégidk kifejlesztését. Az
altalunk alkalmazott csirkeembryo modellben 6sszehasonlithatjuk a chondroprogenitor sejtek,
a chondroblastok, az érett chondrocytak, valamint a hypertrophids chondrocytdk sejtfelszini
fehérjemintazatat. Ennek segitségével az adott porcfejlédési stadiumra jellemz6 surfaceome
profilokat hozhatunk létre. Altalanossagban elmondhaté, hogy az egyes sejtfelszini fehérjék
megvaltozott expresszioja segitségiil szolgalhat a porc-progenitorsejtek €s eltérd pathologias
markerek felfedezésére. Arrdl is informdciot szolgaltathat, hogy milyen célpontot érdemes
biologiai terdpiaval célba venni az egyes porcbetegségek esetén. Ezenfeliil az un. kettds- és

multitargeting kezelési stratégidk egyre nagyobb figyelmet kapnak, mivel novelhetik a terapias
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hatékonysagot és csokkenthetik a gydgyszerrezisztencia kialakuldsat. Ennek okan a sejtfelszini

fehérjék alapos feltérképezése jelentOs segitséget nyujthat az orvostudomanynak.

2.3. Clusterin: ¢let és halal kozott egy extracellularis chaperonnal
2.3.1. A clusterin szintézisének, izoformainak és azok funkcioinak bemutatasa

A clusterint 1979-ben fedezték fel, és elséként patkany hereszévetébdl izolaltak [309].
Nevét (,,clusterin”) amiatt a képessége miatt kapta, hogy in vitro korilmények kozott
vorosvértesteket képes aggregalni [310]. Ezen fehérjét kiillonbozé kutatdocsoportok mas-mas
névvel illették: apolipoprotein J (Apol), citolizis inhibitor (CLI), SP-40, gp80, NA1, NA2,
SGP-2, tesztoszteron represszalt prosztata hirvivo-2 (TRPM-2), azonban jelenleg elsdsorban
clusterinként (CLU) ismert [311]. A CLU egy altalanosan jelenlévd, multifunkcionalis
glikoprotein, amely szinte az Osszes testfolyadékban megtalalhatd, valamint tobb IC
kompartmentben is jelen van. Az eredeti fehérje prekurzorbdl kiillonbozd izoformak
keletkezhetnek, amelyek eltérd funkcidkat toltenek be. Egy kisebb, koriilbeliil 49 kDa tomegii
izoforma a sejtmagban lokalizalodik, mig egy kozepes méreti, 53 kDa-os véltozat a
citoplazmaban és mitokondriumban marad. Emellett 1éteznek nagyobb, glikozilalt médosulatai,
amelyek az ER-ben és a Golgi-apparatusban hasadnak, végiil a-f heterodimer formaban

kivalasztodnak a sejtbdl, melyek mérete 75—-80 kDa kozott mozog [312].

A CLU a sejten beliil els6sorban az apoptosis szabalyozasban jatszik fontos szerepet.
Erdekessége, hogy egyszerre képes pro- és anti-apoptotikus folyamatokat aktivélni, fiiggden
attol, hogy mely izoformajanak a szintje emelkedik meg (2.7. abra). Bizonyos cellularis stressz
esetén a pre-nukledris izoforma (pnCLU) érési folyamatokon esik at [313], és az igy 1étrejovo
nuklearis clusterin (nCLU) a sejtmagba transzlokalodik, ahol Ku-70-hez kotddve eldsegiti az
apoptozis folyamatat egy kaszpaz-3 fiiggd mechanizmuson keresztiil [314,315]. Az nCLU-nek
ezt a pro-apoptotikus hatasat megerdsitették Tunel-festéssel, a BCL-XL anti-apoptotikus
fehérje gatlasaval [316], valamint az NF-kB jelatviteli ttvonalban betoltott szerepével is [317].
A nuklearis izoforma feltételezett pro-apoptotikus funkcidjaval ellentétben a kanonikus utvonal
altal kozvetitett folyamatok sokkal dsszetettebbek. A glikozilacié sordn egy tigynevezett pre-
szekretalt, majdnem érett izoforma (presecreted clusterin, psCLU) keletkezik, amely 53 kDa
molekulatomegt. Eltérd fiziologias allapotokban, amikor megndvekedett a szekrécios terhelés,
vagy patologias allapotokban, példaul mutalddott fehérjék jelenlétében [318], tovabba

farmakologiai kezelések, példaul paclitaxel alkalmazasa esetén [319], illetve korai életkorban
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fellépd alultaplaltsag hatasara [320], a psCLU képes megkdtni az ER-ben a retikuléris chaperon
GRP87-et (masnéven BiP vagy HSPAS, egy HSP70 fehérje), amely stabilizalja és segiti a
megkoti az aktivalt BAX fehérjét, ezzel gatolja annak oligomerizaciojat [321], melynek
eredményeként akadalyozza a BAX—BAK komplex kialakulasat. A komplex normal esetben az
apoptotikus  kaszkad elinditdséhoz vezetne a mitokondrium kiils6 membranjanak
permeabilizacioja (MOMP) ¢és a Citokrom C felszabaduldsa révén [322]. Ebbdl adodoan a
psCLU anti-apoptotikus fehérjeként mikodik. Mas esetben, ha a psCLU a citoplazmaban
marad, akkor stabilizdlja a Ku70-BAX komplexet, igy megakadalyozza, hogy a BAX elérje a
mitokondriumot [323]. Szintén a citoplazmaban a psCLU képes megkdtni bizonyos citotoxikus
anyagokat, és proteasomalis lebontasukhoz hozzajarulni [324], ezzel tovabb novelve anti-
apoptotikus tulajdonsagait. Ezt a szerepét tovabb erdsitette Pereira és mtsai., mivel 2018-ban
kimutattdk, hogy a szekretdlt izoforma (sCLU) képes aktivalni a PI3K-AKT jelatviteli
utvonalat. Ez az aktivaciéo a GSK3 foszforilacigjat eredményezi, amely igy megakadalyozza a
BAX fehérje aktivalasahoz sziikséges foszforilaciot, ezaltal hozzajarulva a sejtek apoptozis
elleni védelméhez [325]. Ezzel teljesen szembe megy az a megfigyelés, hogy miutan egy masik
sejt felveszi, a teljesen érett SCLU izoforma pro-apoptotikus szerepet is betdlthet. Ez annak
koszonhetd, hogy képes stabilizalni a p53 fehérjét, amely olyan géneket aktival, amelyek
megallithatjak a sejtciklust a G1 [323] vagy akar GO fazisban [326], igy gatolva a sejtek tovabbi
apoptotikus tulajdonsagokkal rendelkezik, addig a CLU mitokondriumban és citoplazmaban
talalhato pre-szekretalt formaja inkabb az anti-apoptotikus folyamatokat segiti. Azonban az EC
térbe jutd szekretalt formaja ennél bonyolultabb miikodésii €s kontextus fliggd modon képes
anti-apoptotikus (PI3K-AKT utvonal) vagy pro-apoptotikus (p53 aktivacio) hatast is elérni, igy

biztositva a sejttulélés-sejthalal bonyolult szabalyozasat.
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2.7. dabra: A clusterin szintézise és izoformainak funkciéja a sejten beliil. A pre-nukleéris clusterin (pnCLU)
érési folyamat révén bejut a sejtmagba, ahol nuklearis clusterinné (nCLU) alakul és eldsegiti a tervezett sejthalal
(apoptosis) folyamatat. A CLU mRNS-rdl egy masik splice varians az ER-be jut, ahonnan pre-szekretalt formaban
(psCLU) a citoplazméban és a mitokondriumban elsdsorban anti-apoptotikus folyamatokat indukal. Az ER-b6l a
Golgi iranyaba a psCLU poszttranszlacios modosulas soran érett, szekretalt CLU (sCLU) keletkezik. A sCLU
képes megallitani a sejtciklust a p53 fehérje stabilizalasa révén, masfeldl a PI3K-AKT jelatvitelen keresztiil a pre-
szekretalt izoformahoz hasonloan gatolja a sejthalalt folyamatat. (Forras: [327], mddositva)

A CLU volt az elsé olyan molekula, amelyrdl kimutattdk, hogy szekretalt izoforméja
chaperonként miikddik az EC térben, segitve a rosszul feltekeredett fehérjék eltavolitasat [328].
A CLU egy ATP-fliggetlen chaperon, amelynek funkciondlis tulajdonsagai hasonlitanak a
,»holdaz” tipusu dajkafehérjékre, mint amilyenek a kis hdsokk fehérjék is (sHSP-k) [329]. A
holdaz chaperonok megkotik és stabilizaljak a fehérjehajtogatas koztes termékeit €s a hibasan
a helyes Ujrahajtogatast. Feltételezések szerint a CLU egyelére nem meghatarozott, ugynevezett
»olvadt gombolyag” -szeri (molten globule-like) doménen keresztiil 1ép kolcsonhatasba a
célfehérjékkel [330]. A CLU extracellularisan aggregatumokhoz kotddik, és eldsegiti azok
eltavolitasat receptor-medialt endocytosis Utjan [328,331]. A CLU internalizacidjanak pontos
mechanizmusa azonban még nem teljesen tisztazott. Szamos lehetséges receptort azonositottak,
amelyek szerepet jatszhatnak a CLU sejtek altal torténd felvételében. Ezek kozé tartoznak

tobbek kozott a scavenger receptorok [328], a HS PG-k [332], az apolipoprotein E receptor 2
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(ApoER2), a nagyon alacsony stirtiségti lipoprotein receptor (VLDLR) [333], a myeloid sejtek
altal expresszalt 2-es trigger receptor (TREM2) [334], a Plexin A4 [335], valamint az LRP1 és
LRP2 [336,337]. Miutan a CLU specifikus sejtfelszini receptorokon keresztiil eldsegiti a hibasan
feltekeredett fehérjék internalizaciojat, a bejutott fehérjék lebomlanak az ubiquitin-proteasoma
rendszeren [324] és/vagy autophagian/lysosomakon keresztiil [338]. Emellett azt is feltételezik,
hogy a CLU egyiittmiikddik a plazminogén aktivaciés rendszerrel a patologids

fehérjeaggregatumok EC térbdl torténd eltavolitasanak eldsegitése érdekében [339].

A CLU-t el6szor az Alzheimer-korral hoztak Osszefiiggésbe, miszerint fontos szerepet
jatszik a rosszul feltekeredett fehérjék, valamint mas sejttormelékek eltdvolitasaban a
sejtkozotti  térben, melynek kovetkeztében hagyomanyosan neuroprotektiv —szerepet
tulajdonitanak neki [340]. Ezt a feladatat tovabb erdsiti, hogy a CLU képes megeldzni vagy
legalabbis lassitani az amorf aggregdtumok és amyloid fibrillumok képzddését tobb eltérd
neurodegenerativ betegségben, mely hatést tobbek kdzott az amyloid-f [341], a-synuclein [342],
Tau [331], transthyretin [343] és a TDP-43 fehérje esetében is igazoltak [344]. A CLU chaperon
funkciojanak élettani jelentdségét jol mutatja az a megfigyelés is, hogy ha emberi vérplazmabol
immunologiai modszerekkel eltavolitjdk a CLU-t, a plazmafehérjék stressz-indukalta
kicsapodasa nagy mértékben megemelkedik [345]. Az idés CLU KO egerekben a vesében
fehérje-lerakodasok alakulnak ki, — ami glomerularis nephropathidhoz vezet — mely kozvetleniil
ramutat arra, hogy a CLU szerepet jatszik a hibasan feltekeredett fehérjék eltavolitasaban [346].
A CLU nemcsak chaperon aktivitasa révén rendelkezik proteinvédd hatassal, hanem azaltal is,
hogy képes gatolni az MMP csalad bizonyos tagjainak aktivitasat. Ezt el0szor a sejtfelszini
MMP25 esetében igazoltak [347]. Egy késObbi tanulmédnyban Fini €s mtsai. azonositottdk a
CLU-t mint egy MMP9-cel kdlcsonhatasba 1€pd fehérjét egy élesztd kettds hibrid sziirés soran
[348]. Ebben a kutatdsban a CLU tovabba gatolta az MMP2 és MMP3 enzimatikus aktivitasat,
valamint kisebb mértékben az MMP7 aktivitasat is.

Az elmult években a CLU-t nemcsak idegvédd fehérjeként, hanem fajdalomesillapitd
szerepkorben is vizsgaltdk a klinikumban. Felmeriilt, hogy mérsékelheti a daganatos
betegségek kezelésébdl fakado onkoldgiai fajdalmat, valamint potencialis terapids célpontként
javasoltdk egyéb fajdalomtipusok, példaul a neuropathias és gyulladasbol fakado fajdalom
kezelésére is [349,350]. Tovabba friss kutatasok szerint a CLU gyulladdsos allapotokban, példaul
elhizas esetén, adjuvans szerepet jatszhat, ahol az étvagy szabalyozasaval is Osszefiiggésbe
hoztak [337]. Erdekes médon egyes eredmények arra utalnak, hogy a fiiggéségi folyamatok és

a CLU expresszios szintek kozott kapcesolat allhat fenn [351]. Ezen tilmenden az utobbi években
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tobb tanulmany is foglalkozott a CLU szerepével cardiovascularis betegségekben, mely esetben
a nukledris izoforma karos, a szekretalt izoforma pedig eldnyos tulajdonsdgokat mutatott, ami

tovabb erdsiti a CLU széles korli orvostudomanyi jelentdségét [352].

2.3.2. A clusterin a porcszovet és porcfejlodes kontextusaban

Ahogy azt korabban emlitettem, a CLU fehérje tobbek kozott egy egyedi chaperonként
is mikodik, amely kritikus és szinergikus szerepet jatszik mind az IC, mind az EC fehérjék
mar szdmos koérfolyamatban is bizonyitottak érintettségét. Ennek ellenére jelenleg sem teljesen

tisztazott a CLU szerepe a porcszovetet érintd arthritises és rheumas megbetegedésekben.

Az utobbi években a CLU egyre nagyobb figyelmet kap az OA kialakulasanak és
progressziojanak Osszefliggésében. Az eddigi publikaciok szerint a CLU szerepet jatszhat az
OA pathogenesisében, ezen beliill is a porcanyagcserében, a gyulladdsos folyamatok
szabalyozasaban és az oxidativ stresszben [354,355]. Mivel a CLU egy szabalyoz6 molekula,
amely nem csak az apoptosist, de a gyulladast, az oxidativ kornyezetet és az energia-
homeostasist is befolyasolni képes, ezért potencialis biomarker-jeldlt az OA kialakulasanak
tanulmanyozasaban, valamint a klinikai beavatkozéasokra adott valaszok kdvetésében [355]. Az
in vitro tenyésztett human OA-s iziileti chondrocytak teljes sejtlizatumaban azt tapasztaltak,
hogy a sejtek magasabb CLU mRNS- és fehérjeszintet expresszalnak az egészséges
kontrollcsoporthoz képest [356]. Egy masik vizsgalat eredményei, amelyben a CLU
lokalizaciojat elemezték az autolog chondrocyta-implantaciot kovetden regeneralddott
porcban, szintén alatamasztjadk a CLU védo szerepét, mely kovetkeztetés a CLU eloszlasanak
kiilonbségein alapul az egészséges €s a regeneralt porc kozott [357]. Tobb proteomikai vizsgalat
is kimutatta, hogy klinikai szempontbdl a CLU az OA egyik igéretes glikoprotein biomarkere
lehet [358]. Ezen talmenden a sCLU kulcsszerepet jatszhat EC chaperonként az iziileti porc
ECM-ben, ahol védelmet nyujthat a proteotoxicitds ellen, hasonléan ahhoz, ahogyan

neurodegenerativ betegségek esetén is mikodik [359].

Mindezek ellenére kevés informacidval rendelkeziink arrél, hogy a CLU expresszidja

¢és aktivitasanak szabalyozdsa milyen Utvonalak mentén valdsul meg a porcsejtekben és mik

crer

képes.
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2.4. A surfaceome ¢s a clusterin kapcsolata

A proteostasis kifejezés arra utal, hogy a teljes proteom megfelelé6 konformacioban,
koncentracioban ¢és lokalizacidban van jelen annak érdekében, hogy a fehérjék megfelelden
ellathassdk funkcidikat, ami kritikus fontossdgii az ¢l6 szervezet ¢életképességének
fenntartasaban [360]. A proteostasist biztositd folyamatok mind az IC, mind az EC kérnyezetben
miukodnek, bar az IC térben mikodo rendszerekrdl tobb ismerettel rendelkeziink. Annak
ellenére, hogy a fehérjék akkor kezdenek el aggregalodni (Osszetapadni), amikor
koncentraciojuk meghaladja az oldhat6sagi hatart [361], szamos fehérje fiziologias koriillmények
kozott is az oldhatosagi kiiszob felsd hataran miikddik [362]. Ennek kovetkeztében a
fehérjekoncentracid vagy oldhatosag kis mértékii valtozasa (példaul mutaciok vagy kdrnyezeti
valtozasok miatt) konnyen felborithatja ezt a kényes egyensulyt, ami aggregaciohoz és fehérje-
depositumokhoz vezethet. Ismert tény, hogy az emberi szérumalbumin modositasai — példaul
oxidacié révén vagy bizonyos mutdciok kovetkeztében — amelyek novelik a felszini
hidrofobicitasat, felgyorsitjdk annak eltavolitasat a vérkeringésbdl [363]. Ezenkiviil kimutattak,
hogy in vivo a denaturalt plazmafehérjék gyorsabban bomlanak le, mint nativ megfeleldik [364].
Ezek az adatok arra utalnak, hogy valdszintileg 1éteznek olyan EC mechanizmusok, amelyek
hozzajarulnak a proteostasis fenntartdsdhoz, és kiegészitik az IC chaperonok mar ismert
szerepét. A CLU volt az elsdként felfedezett képviseldje [365] annak a boségesen eléforduldo EC
chaperon csaladnak, amelynek tagja még az a2-makroglobulin [366], a haptoglobin [367],

valamint az asi- [368] és B-kazein [369] is.

Ahogyan a surfaceome bemutatdsa soran emlitettem, a sejtfelszini és ECM fehérjék
szdmos kiilonféle élettani funkcioért felelosek, példaul a kiilsé szignalok felismeréséért, a
sejtdifferenciacid ¢és sejtosztodas szabdlyozasaért, a sejtmotilitasért és a sejtvolumen
fenntartasért. Egyre nyilvanvalobba valik, hogy nemcsak a fehérjék expresszioja,
elhelyezkedése, de azok tobbféle konformacids allapotanak szabalyozéasa, és végsd soron a
proteostasis fenntartdsa a sejtek €s az egész szervezet szempontjabol ugyancsak 1étfontossagu
folyamata. Ugyanakkor a mechanizmus részletei, amely révén ez a szabalyozas az EC térben

megvalosul, jelenleg sem teljesen tisztazott.

Osszefoglalasképpen elmondhatom, hogy a surfaceome atfogo ismerete és a sejtfelszini
fehérjék védelmének biztositasa elsdrendii fontossagu nem csak a testlinket felépitd mikro- és

makrostruktirdk alapos ismerete szempontjabol, hanem szamos betegség pathogenesisének,
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pathomechanizmusanak megértése miatt is, mely tudas birtokaban pontosabba tehetd a

diagndzisalkotas és eredményesebbé a gyogyitas folyamata.
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3. CELKITUZESEK

Célunk az volt, hogy az in vitro porcdifferenciacié soran €s kiilonb6zé bioinformatikai

adatbazisok segitségével az alabbiakat vizsgaljuk meg:

e Milyen kvalitativ és kvantitativ o6sszetétellel rendelkezik a surfaceome az in vitro
porcfejlédés soran? A porcfejlodés eltérd szakaszaiban milyen fehérjék és mekkora
mértékben fejezddnek ki a sejtfelszinen? A sejtfelszini proteinek milyen {6

funkciokkal rendelkeznek é€s torténik-e valtozas a funkciok aranyaban?

e Talalhatoak-e olyan fehérjék a sejtek felszinén, melyek specifikusak lehetnek
egy adott porcfejlodési stadiumra? Kimutathatunk-e egy vagy tobb surfaceome
fehérjét melyek csak a korai, vagy csak a kései chondrogenesis soran
expresszalodnak? Vagy léteznek-e olyan sejtfelszini fehérjék, melyek végig jelen
vannak, de kifejezddésiik mértéke szignifikdnsan valtozik a porcdifferenciacio

el6rehaladtaval?

o Az esetlegesen kimutatott sejtfelszini biomarker milyen szereppel rendelkezhet

a porcsejtek életében?

e Végezetill milyen specifikus feladattal rendelkezhet a CLU a porcszovet
élettanaban, valamint az OA pathomechanizmusaban? A CLU-nek mik lehetnek
a target fehérjéi porcszovetben? Ezenfeliil bioinformatikai halozatelemzések alapjan

milyen feltételezett kolcsonhatasok lehetnek kozottiik?

Egyetemi doktori értekezésem f6 célja az volt, hogy az in vitro chondrogenesis soran
megvizsgaljam a surfaceome expressziés mintdzatdban bekovetkezett valtozdsokat és a
porcfejlodés meghatarozott stddiumaira jellemzd 0j sejtfelszini biomarkereket azonositsak.
Ezenfelill, hogy felfedezzem a sejtfelszini és EC fehérjék chaperonjanak, a CLU-nek az
interakcids partnereit haldzatbiolégiai mddszerek segitségével. Ezen ismeretek birtokdban
részletesebb képet kaphatunk a kiilonb6zd stadiumli porcsejtek surfaceome ujjlenyomatarol,

tovabba az igy felfedezett biomarkerek potencialis célpontként szolgalhatnak a degenerativ

crer
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Kisérleti modell: csirkeembryo végtagtelep-eredetli porcosodd micromass

primer sejtkultira

Az in vitro chondrogenesis folyamatat csirkeembryok végtagtelepeibdl izolalt
chondroprogenitor sejtek segitségével vizsgaltuk, melyeket high-density micromass
kultarédkban differencialtattunk [370]. A csirkeembryok kutatasban torténd felhasznéalasahoz
nincs sziikség kiilon etikai engedélyre a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsagatol.
Kisérleteinkhez a tojasokat (altalaban 100—150 db tojas biologiai replikatumonként) egy kozeli
telephelyrdl szereztiik be, majd 4,5 napig inkubaltuk azokat a keltetdgépben. Az inkubacids
periddus végén a csirkeembryok a Hamburger-Hamilton (HH) felosztas szerint 23-24-es
stddiumuva fejlodték (az iris pigmentaltsdga mar lathato, de a végtagokba még nem tortek be
az erek, valamint az ujjak szeparacidja még nem indult meg). Az embryokat steril koriilmények
kozott a feltort tojasokbol kiemeltiik, azokat kalcium- és magnézium-mentes foszfatpufferelt
sooldatba (CMF-PBS) helyeztiik. Ezutan mikroszkop és steril csipeszek segitségévél laminaris
fiilkében a mellsd és hatsd végtagtelepek distalis 1/3-4t lemetszettiik és egy CMF-PBS-t
tartalmazo tivegpetribe gytjtottiik, mivel a végtagbimbok ezen része a 23-24 HH stadiumban
elsésorban chondroprogenitor sejteket tartalmaz. Ezt kovetden, hogy kinyerjiik a sejteket a
lemetszett végtagokbol, a szovet 0,25% tripszin-EDTA oldatban valé emésztése kovetkezett
egy oran keresztiil, 37 °C-os, 5% COz és 90% relativ paratartalmu sejttenyésztd inkubétorban.
Az emésztést a tripszin oldattal azonos térfogatu foetalis borjuszérummal (FBS) allitottuk le.
10 perces centrifugaldst (800 x g) kovetden a sejtiiledéket eldzetesen komplett Ham’s F12
médiumban (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) reszuszpendaltuk (az 6sszetevok
listajat 1asd alabb). Az igy kapott sejtszuszpenzidt egy 20 um porusatmérdjli sziirén (Millipore,
Billerica, MA, USA) at sziirtiik, €és ismét 10 percen at centrifugaltuk (800 x g). Ennek
koszonhetéen a szuszpenzionk egy kozel egységes méretli, chondrogenikus mesenchymalis
sejtpopulaciot tartalmazott. A sejtsiirliséget Luna automata sejtszdmolo késziilék (Logos
Biosystems, Gyeonggi-do, Dél-Korea) segitségével szamoltuk ki, mely utan 1,5 x 107 sejt/ml
stiriségre higitottuk a szuszpenzidt. A savas dimetil-metilénkék (sSDMMK) szovettani festéshez
a 12 mm atmérdji lvegfeddlemezzel (Avantor) ellatott 24 lyuka plate-ben (Eppendorf,
Hamburg, Németorszag), wellenként 30-30 pl csepp sejtszuszpenzidt alkalmaztunk. A

sejtfelszini fehérje izolalashoz 30-25-20-15-15 db 100 pl-es cseppet hasznaltunk nagy (150 mm
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atmérdji) petrikben (Avantor, Radnor Township, Pennsylvania, USA) att6l fiiggéen, hogy
milyen hosszu ideig tenyésztettiik a kultarékat: 1, 3, 6, 10 vagy 15 napig. A western blot esetén
szintén 30-25-20-15-15 db 100 pl-es cseppet hasznaltunk nagy petrikben (Avantor), azonban
az immuncitokémidhoz elegendd volt a 2 x 100 pl-es csepp is kozepes méretii (60 mm
atmérdji) petrikben (Eppendorf). A sejteket végiil két oran keresztiil 37 °C-on, 5% CO2 és 90%
relativ paratartalmu inkubétorban (BINDER GmbH, Tuttlingen, Germany) engedtiik kitapadni
a tenyésztd edények also felszinére, majd a 2 ora letelte utdn megfelel6 mennyiségii, komplett
Ham’s F12 médiummal etettiilk meg a kultarakat, amelyet 2 naponta cseréltiink. A kisérletekhez
a sejtkultarakat a chondrogenesis meghatarozott staidiumainak megfeleld tenyésztési napokon
hasznaltuk fel: 1. napon chondroprogenitor sejtek, 3. napon chondroblastok, 6. napon érett
chondrocytak, 10. napon hypertrophia eldtt all6 chondrocytdk, 15. napon pedig mar
hypertrophids chondrocytak alkottdk a kultardkat (2.5. ébra).

A tenyésztéshez ¢és a sejtek fenntartdsdhoz alkalmazott Ham’s F12 médium altalunk
hozzaadott komponensei a kdvetkezdk voltak: 0,1% penicillin-streptomycin mix (Sigma-
Aldrich) és 0,2% gentamycin (Laboratorios Normon, Madrid, Spanyolorszag) antibiotikum,
0,05% amphotericin-B Fungison (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA) antifungélis
készitmény, 100 mg/l L-aszkorbinsav (C-vitamin) (Sigma-Aldrich), melyet hasznalat elott
kiegészitettiink még 10% FBS-sel (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA),

valamint 0,5 mM stabil L-glutaminnal (Euroclone, Pero, Olaszorszag).

A csirkeembryo végtagtelep eredetii HD kulturadk létrehozasaban a szerzo mellett Vago

Judit és Katona Eva vett részt.

4.2. Szovettani festés alkalmazasa

Az altalanosan alkalmazott szovettani festési eljardsok leirasakor beszélhetiink
orthochromasidrél, amikor a felhasznalt festék az eredeti szinével fest meg bizonyos
makromolekulakat, sejt- és szovetkomponenseket. Ezzel szemben a metachromasia esetében az
alkalmazott festék a sajat szinétdl eltérd szinnel jelol bizonyos struktirakat. Kisérleteink soran
az sSDMMK szovettani festés alkalmazasaval figyeltik meg a fejlédé porcban termel6dd
porcspecifikus ECM valtozasait. A festék orthochromasids szine a kék, mig a porcosodas
megjelenésével metachromasias elszinezddéssel plispoklila arnyalatot figyelhetiink meg az
altalunk vizsgalt micromass kulturdkban. A metachromasidt a termel6dd porcmatrixban

talalhato nagy mennyiségii PG és GAG makromolekuldk okozzak, ugyanis ezen komponensek
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erésen negativ toltéssel birnak a hozzajuk kapcsolodd szulfat csoportok miatt. A negativ
toltéssel rendelkezd struktirakhoz a festékben 1évd pigmentek nagyobb mennyiségben
aggregalodnak, polimerizalt forméaban kotddnek, ezaltal a fénymikroszkdpban a teriileten ateso
fény hatasara a festék az eredeti szinétdl eltérd arnyalatban fog megjelenni [371]. A savas pH-n
torténd festés amiatt sziikséges, mert ennek soran kizarélag a szulfatcsoportokat tartalmazé
GAG-ok festddnek (pl.: chondroitin-szulfat), de az egyéb polianionok (pl. nukleinsavak,

hyaluronsav) nem kotik meg a festéket, igy nem interferalnak a felvételek kiértékelésekor [372].

A szovettani festéshez a csirkeembryo végtagtelep eredetii sejtszuszpenziobodl 30 ul-es
cseppeket pipettaztunk 12 mm atmérdji tivegfeddlemezzel ellatott 24-lyuki tenyésztd edénybe.
A porcsejtek matrix-termeld képességét a mar emlitett tenyésztési napokon vizsgaltuk (1., 3.,
6., 10. és 15. napon). sSDMMK festés esetében elsd 1épésként a kultirdkat az adott tenyésztési
napon kétszer adtmostuk PBS-sel, majd 30 perces fixalads kovetkezett etil-alkohol (Molar
Chemicals Kft., Halasztelek, Magyarorszag) ¢és formalin (Molar Chemicals Kft.) 4:1 aranyu
keverékével. Hogy eltavolitsuk a formalint a kultarakrol és a festéknek sziikséges kornyezetet
megteremtsiik, a fixalast leszallo alkoholsor kovette (96%, 80%, 70%), minden esetben 5-5
percig inkubdltuk a kultirdkat, majd desztillalt vizzel rehidrataltuk a fixalt sejteket. Ezt
kovetden a festék olddszerével, vagyis 3%-os ecetsav oldattal (Molar Chemicals Kft.) mostuk
at a kulturakat. Ezutan kovetkezett a festés, mely 3%-os ecetsavban (pH 1,8) oldott 0,1%-0s
DMMK (Sigma-Aldrich) oldattal 5 percen keresztiil tortént, miutan a nem kotédott festéket
3%-os ecetsav oldattal, valamint desztillalt vizzel mostuk le. Végezetiil az tivegfed6kon levd
mintakat Aquatex (Sigma-Aldrich) vizes alapu ragasztd segitségével targylemezre fedtiik. Az
sDMMK-festett kultardkrol egy Olympus BXS53 mikroszképpal (Olympus Corporation)
készitettiink felvételeket 4x nagyitdsi objektiv alkalmazéasaval. 3 filiggetlen biologiai
kisérletsorozat tortént, sorozatonként 3—3 kiilonalld sejttenyészet megfestésével. A digitalis
felvételeken lathatd metachromatikus pixelekbdl a MatLab program (The MathWorks Inc.,
Natick, MA, USA) segitségével metachromasias index kalkulalhato (alkalmazott RGB kod:
R190, G10, B174), melynek segitségével kovetkeztethetiink a porcmatrix mennyiségi €s

mindségi Osszetételére.

4.3. Sejtfelszini fehérjék izolalasa €s dusitdsa aminooxi-biotin technikdval

A 2.2.3. alfejezetben tobb, sejtfelszini fehérje izolalasra alkalmas technikat ismertettem.

Ezen modszerek sziikségességét az adja, hogy a PM-ben relative alacsony aranyban fejezédnek
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ki fehérjék a teljes proteomhoz viszonyitva, emiatt a teljes sejtlizitumon végzett
tomegspektrometriai vizsgalat soran a nagy mennyiségben jelenlévd citoplazmatikus és egyéb
fehérjék elfedhetik az alacsonyabb expresszidval jellemezhetd tarsaikat [373]. A sejtfelszini
fehérjék izolalasa soran szdmos mosasi 1épésnek koszonhetéen megszabadulhatunk ezektdl a
szennyezO, nem surfaceome-asszocialt fehérjéktdl. A sejtfelszini glikoproteinek specifikus
dusitdsdhoz mi az aminooxi-biotin jelolést alkalmaztunk. A jeldlési folyamat két 1épésbdl all:
elészor enyhe perjodatos oxidacioval aldehidcsoportokat képzink a sejtfelszini
glikoproteineken, majd az oxidalddott csoportokhoz aminooxi-biotin k&étddik oxim-kotés
segitségével. A reakcio relative lassan zajlik (12—16 6ra), azonban ez lerdvidithetd 60 percre
egy katalizator, példaul anilin hasznalataval [374]. A biotinnal jelolt sejtfelszini fehérjéket
(neutr)avidin tartalmu agar6z gyongyokhoz adjuk, melynek kdvetkeztében egy erbteljes biotin-
avidin kotés alakul ki. Ez a kotés elég stabil ahhoz, hogy szamottevd veszteség nélkiil
tisztithassuk a fehérjemintdinkat a szennyezddésektdl tobbszords mosasi lépésen keresztiil. Ezt
a modszert mar hatékonyan alkalmaztak sejtfelszini fehérjék jelolésére chondroprogenitor és
mesenchymalis Ossejtekben [306], valamint érett chondrocytdkban [375], de még nem

alkalmaztak a chondrogenesis teljes folyamataban.

A surfaceome jeldléshez a chondrogenesis kiillonb6z6 tenyésztési napjain (1., 3., 6., 10.,
15. nap) hasznaltuk fel a nagy petriben fejlddd HD sejtkultirakat. Elsé 1épésként a
sejtkultarakat atmostuk kétszer 15 ml steril PBS-sel (pH 7,4) (Gibco, Life Technologies
Limited, Paisley, UK), majd 15 ml szérummentes Ham’s F12 médiumban 1 6ran at inkubaltuk
Oket 37 °C-on a sejttenyésztd inkubatorban, hogy az FBS-ben taldlhatd szérumfehérjéket
eltavolitsuk. Az 1 6réas inkubaci6 utan ismét kétszer mostuk a kultardkat 15 ml PBS-sel, majd
hozzaadtunk 5 ml 0,25%-os I-es tipusu kollagenaz oldatot (Sigma-Aldrich) és visszahelyeztiik
a tenyésztéedényeket az inkubatorba 5-20 percre (fliggéen az ECM mennyiségétdl), hogy az
emésztd enzim idedlis koriilmények kozott a kollagénben gazdag porcmatrixot lebontsa,

anélkiil, hogy a sejtfelszini fehérjeket karositana.

Az inkubdcid letelte utdn a felszabadult sejteket egy centrifugacsdbe pipettaztuk at,
tovabba két alkalommal 5—5 ml PBS segitségével gylijtottiikk 6ssze a nagy petriben visszamaradt
sejteket ugyanabba a centrifuga csébe a kellden magas sejtszam eléréséhez. A mintdkat 300 x
g-n 5 percig 4 °C-on centrifugaltuk, majd a feliiluszot eltavolitottuk. Ezt kdvetden valamennyi
1épést hidegben vagy jégen végeztiik a mintakban esetlegesen jelenlévo protedzok aktivitasanak
minimalizalasa érdekében. Frissen elkészitettiik az oxidacids/biotinilacids keveréket, amely 1

mM natrium-metaperjodatot (Thermo Fisher Scientific), 100 mM aminooxi-biotint (Biotium,
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Fremont, CA, USA) ¢és 10 mM anilint (Sigma-Aldrich) tartalmaz PBS-ben (pH 6,7). A
centrifuga csében 1évo sejtiiledéket 4 ml oxidacids/biotinilacidos mixben vettiik fel, majd
kozepes méretli (60 mm atmérdjli) petribe (Eppendorf) pipettdztuk a sejtszuszpenzidt. A
kozepes petriket 4 °C-ra, sotétbe helyeztiik és 1 oran keresztiil inkubaltuk a sejteket egy

korkoros (orbitalis) mozgasu razoberendezésen.

crer

hozzaadéasaval 10 perc inkubacié soran allitottuk le a jeldlést az el6zdekkel megegyezd
koriilmények kozott (sotétben, 4 °C-on). Ezutan atpipettaztuk a kozepes petriben 1évo, sejteket
tartalmazé oldatot egy 50 ml-es centrifugacsdbe (TPP Techno Plastic Products AG,
Trasadingen, Svajc). A petriben visszamaradt sejteket egyszer 10 ml PBS-sel (pH 7,4)
gyljtottiik 6ssze, majd hozzdadtuk az 50 ml-es centrifugacs6hoz, végezetiil 300 x g-n 5 percig
centrifugaltuk a sejtszuszpenziot. A feliiliszo eltavolitasa utdna 10 ml 1 mM CaClx-t (Sigma-
Aldrich) és 0,5 mM MgClx-t (Avantor) tartalmazé PBS-ben reszuszpendaltuk a sejteket, majd
ujra 300 x g-n 5 percig centrifugaltuk oket. Az igy kapott sejtiiledéket 500 ul lizispufferben
ujraszuszpendaltuk (mely tartalmazott: 1% Triton X-100-at [Thermo Fisher Scientific], 150
mM NaCl-ot [Avantor], 5 mM jodacetamidot [Sigma-Aldrich], 0,1 mg/ml PMSF-et
[AppliChem GmbH, Darmstadt, Németorszag], 10 mM Tris-HCI-t [pH 7,6] [Amresco, Solon,
OH, USA], tovéabba frissen hozzaadott 10 pl protedz inhibitor koktélt [Sigma-Aldrich]), majd
athelyeztiik a még sejteket tartalmazo szuszpenziot egy 1,5 ml-es Eppendorf-csébe, és jégen 30
percig inkubaltuk Oket, mikdzben minden 5. percben vortexeltiink, hogy minél alaposabban
szétszedjiik a sejteket alkotdelemeikre. Az igy kapott sejtlizatumot 4 °C-on 2800 x g-n 5 percig
centrifugaltuk, majd eltavolitottuk a lelilepedett sejttormeléket (amely tartalmazta a
sejtszervecskéket, sejtmembran darabokat és sejtmagokat) ugy, hogy a feliiliszot egy 0j 1,5 ml-
es Eppendorf-csébe pipettaztuk. Ezutdn kétszer ismételtiik a centrifugélast 4 °C-on, de mar
16000 x g-n 15-15 percig. Mindig athelyeztiik a fehérjéket tartalmazo feliiliszot egy 0j
Eppendorf-cs6be. Annak érdekében, hogy eldkészitsiik a biotinnal jeldlt sejtfelszini fehérjék
tisztitasat és dusitasat, 150 pul NeutrAvidin agar6z gyongydket tartalmazéd oldatot (Thermo
Fisher Scientific) helyeztiink filterrel ellatott Pierce Spin Columns Snap Cap tipust
centrifugacsovekbe (Thermo Fisher Stientific), majd 500 x g-n 30 masodperces centrifugalassal
eltavolitottuk a gyongyodket szuszpenzidban tartdé fixald oldatot. Ezutdn még haromszor
leoblitettiik a gyongyoket 500-500 pl PBS-sel, és minden mosas utdn centrifugaltuk azokat
(500 x g, 30 masodperc).
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Elozetesen a Snap Cap csovek aljara gumisapkat helyeztiink, hogy megel6zziik a
mintaoldat szivargasat. Ezutdn a korabban nyert, fehérjéket tartalmazoé feliiliszot az
elokészitett, gumisapkaval lezart Snap Cap centrifugacsdvekbe pipettaztuk, amely mar az
atmosott NeutrAvidin agardz gyongyoket is tartalmazta. Ezt kovetéen folyamatos rdzatés
mellett inkubaltuk a mintdkat 4 °C-on 2 6ran keresztiil. Ebben a Iépésben a biotinnal jelolt
sejtfelszini fehérjék az ismert leger0sebb nem-kovalens kotéssel kapcsolddtak a NeutrAvidin
agar6z gyongyokhoz [376], mig a biotinnal nem jeldlt szennyez0 fehérjék szabadon az oldatban
maradtak. A nem specifikus, szennyezd fehérjék eltavolitdsdhoz szamos mosasi 1épést
végeztiink el kiilonbozo reagensek felhasznalasaval, mely elott eltdvolitottuk a gumisapkat. Az
elsé harom oldat esetén 15—15 alkalommal 500—500 pl oldattal mostunk, majd minden mosas
utdn a mosooldatokat 500 x g-n 30 masodperc centrifugalassal tavolitottuk el a Snap Cap

centrifugacsovekbdl.

Elsoként a gyongyoket 15 x lizis pufferrel, mésodjara pedig 15 x 0,5% (w/v) natrium-
dodecil-szulfatot (SDS-t) (Amresco) tartalmazo PBS-sel (pH 7,4) végeztik a mosast, mely
utobbi segit elimindlni az oldatban maradt foszfolipideket [377]. Ezt kdvetden a mintdkat 20
percig szobahdmérsékleten 0,5% (w/v) SDS-t és 100 mM DTT-t (Avantor) tartalmazd PBS-
ben (pH 7,4; frissen készitve) inkubaltuk, majd a végén ujra centrifugaltuk 500 x g-n 30
masodpercig. A harmadik oldat az UC puffer volt (6 M urea [Invitrogen, Waltham, MA, USA],
100 mM Tris—HCI [pH 8.5]), mellyel szintén 15 X mostuk a mintdinkat, centrifugalasokkal
alternalva. Ezutdn a mintdinkat 50 mM jodacetamidot tartalmazd UC pufferrel alkilaltuk 20

percig szobahdmérséekleten.

A kovetkezOkben felsorolt oldatokkal a gyongydket mar csak 10-10 alkalommal
mostuk, hasonldéan 500-500 pl térfogattal, majd minden 1épés utan ugyantgy centrifugaltuk a
centrifugacsoveket 500 x g-n 30 méasodpercig: UC puffer, 5 M NaCl, 100 mM Na>CO3 (Sigma-
Aldrich), PBS, végiill HPLC mindségli viz (Molar Chemicals Kft.). A mosasi lépések
befejeztével egy Uj gumisapkat helyeztiink a Snap Cap oszlopok aljéra, tovabba egy 0 1,5 ml-
es Eppendorf csovet is alatettiink az esetleges szivargas esetén. Az agardz gyongyoket 400 pL
50 mM NH4HCO:s-t (Sigma-Aldrich) és 5 pg Pierce Trypsin Protease-t (tomegspektrometriai
mindségli tripszint, Thermo Fisher Scientific) tartalmazé HPLC vizben szuszpendaltuk fel. A
tripszines oldatban 1év6, NeutrAvidin gyongyokhoz kotott biotinilalt sejtfelszini fehérjéket egy
éjszakan at, 37 °C-on inkubaltuk. Masnap eltavolitottuk a gumisapkat a Snap Cap oszlop
aljarol, és centrifugalassal (500 x g, 1 perc) OsszegyUjtottiik a tripszin altal feldarabolt,
sejtfelszini fehérjékbdl szarmazd peptideket. A Snap Cap oszlop ald egy 0, 1,5 ml-es
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Eppendorf-csovet helyeztiink, majd 200 uL 50 mM NH4HCOs-t tartalmazé HPLC vizzel
oblitettiik le a gyongyoket, végiil centrifugalassal (500 % g, 1 perc) 0sszegytijtottiik a maradék
peptid frakciokat, melyet 6sszepipettaztunk az elsd, peptid mintat tartalmazé Eppendorf-csével.
Utolsé 1épésként a peptid mintainkbol vakuumcentrifuga segitségével elparologtattuk az
oldoszert, majd a liofilizatumot —80 °C-on taroltuk a tomegspektrometriai elemzésre torténd

szallitasig.

@ Aminooxy-biotin
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4. A scjtck lizalasa 5. A biotinnal megjeldlt fehérjék 6. A megkotott fehérjék 7. Az emésztett
megkétése NeutrAvidin tripszines emésztése peptidek kimutatésa
agaroz gydngyodkkel peptidekké témegspektrometriaval

4.1. dbra: A sejtfelszini fehérjék izolalasa és dusitasa aminooxy-biotin technikaval. Az eltér6é fejlodési
staddiumban 1évé porcsejtekrdl lemostuk a szérumfehérjéket tartalmazdé FBS-t. Ezutan a sejtek felszinén 1évo
glikoproteineket oxidaltuk, majd aminooxy-biotinnal jeldltiik. A jellés leallitasa utan a sejteket lizispufferrel
lizaltuk. A keletkez6 sejttormeléket centrifugalasi 1épésekkel eltavolitottuk, majd a fehérjéket tartalmazd
feliiliszot NeutrAvidin agardéz gyongyoket tartalmazo Snap Cap oszlopokba pipettaztuk. A szennyezd fehérjék
lemosasa utan a NeutrAvidin gyongyokhoz kotott sejtfelszini fehérjéket nagy tisztasagu tripszinnel peptidekké
hasitottuk, melyeket 0Osszegyljtottiink. Végiill az emésztett peptideket liofilizaltuk ¢és elkiildtiik
tomegspektrometriai elemzésre. (Forras: [378], modositva.)

4.4. A porcsejtek total proteomjanak izoldlasa

A surfaceome izolaldssal parhuzamosan ugyanazon tenyésztési napokon (1., 3., 6., 10.
€s 15. napon) a micromass sejtkultirakbdl total proteom (teljes fehérjekészlet) mintakat is
gyljtottiink. A porcsejteket 100 pl RIPA pufterbe helyeztiik (SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Németorszag, melynek tartalma: 25 mM Tris—HCI pH 7,6, 150 mM NaCl, 1% NP-
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40 lizalo agens, 1% natrium-deoxikolat, 0,1% SDS), majd ultraszonikatorral (3 x 10
masodperces impulzusokkal) lizaltuk, hogy ezzel biztositsuk a kiilonb6z6 membranfehérjék
szolubilizalasat is. Ezt kovetéen a mintdkat —80 °C-on taroltuk a tdmegspektrometriai
vizsgalatig. Ez a kettds megkozelités lehetdséget biztositott a sejtfelszini dusitott és a teljes
cellularis fehérjekészlet mindségi €s mennyiségi Osszehasonlitasira a chondrogenesis

folyamata soran.

4.5. A surfaceome €s a total proteom peptid mintak tomegspektrometriai analizise

LC-MS/MS médszerrel €s a nyers adatok elemzése

A liofilizalt peptid mintakat hiitott csomagolasban elkiildtiik kollaboracios
partneriinknek, David J. Boocock-nak a Notthinghami Egyetemre az Egyesiilt Kiralysagba. A
munkacsoportjaval 6k végezték el a mintak tdmegspektrometriai elemzését és a nyers adatok

kiértékelését.

A szaritott peptideket tartalmazé Eppendorf-csébe 150 uL. 10%-o0s acetonitrillel kevert
0,1%-0s hangyasavat adtak, majd egy termosztatos keveréon 5 °C-on 20 percen keresztiil
razattdk a mintdkat. Ezutdn hozzdadtak Gjabb 150 pL 0,1%-0s hangyasavat, majd alaposan
elkeverték Oket egy vortex gép segitségével. Az igy kapott végsd koncentracid 5%-os acetonitril
¢s 0,1%-os hangyasav lett. Eltavolitottdk a maradék tormeléket vagy a fel nem szuszpendalt
részecskéket ugy, hogy 13400 RPM-en centrifugéltak a mintakat 2 percen keresztiil (Eppendorf
MiniSpin késziilékben). Az igy kapott feliiliszot egy folyadékkromatografidval (LC-vel)
kompatibilis fioldba helyezték, iigyelve arra, hogy ne kavarjak fel az esetlegesen keletkezett
iledéket. Ezt kovetden betoltottek az LC fiolat az automatikus mintavevobe, majd megfeleld
mennyiségll peptidet fecskendeztek az oszlopra a tomegspektrometriai analizishez. Mindegyik
felvett mintabol 3—3 pl-t injektaltak egy Waters M-Class LC rendszerbdl a hozzacsatlakoztatott
Sciex 7600 Zeno-TOF késziilékbe, egy Phenomenex Kinetex XB-Cig 2,6 um-es, és 15 x 0,3
mm-es analitikai oszlopon keresztiil, Direkt Injektalds modban, 30 °C-os hdmérseklet
beallitassal. A mintdkat egy olyan LC-moddszer szerint futtattdk, amely a kdvetkezd
gradiensekkel miikodott: 3—-35% B mobil fazis 12 perc alatt, 10 pl/perc aramlési sebességgel,
majd az aramlasi sebességet 12 pl/perc-re novelték a 13. és 15. perc kozott, hogy 80% B fazison
mossak az oszlopot. Ezutan a 16,5. percnél visszaallitottdk 3%-ra az egyensulyi allapot
kialakitasa érdekében. A tomegspektrometriat pozitiv ion modban futtattak, adatfiiggetlen (data

independent acquisition, DIA) adatgytijtési modban (zenoSWATH [379]), egy 25 ms-os TOF-
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MS letapogatassal, amelyet 65-f¢le eltéré6 SWATH ablak kovetett, mindegyik 12 ms
idétartammal, m/z 400 és 750 kozotti tartomanyban, mely igy 1146 ms total ciklusidével
rendelkezett. Alternativ megoldasként, egy kvalitativabb analizishez a miiszert IDA/DDA

(Information/Data-Dependent Acquisition) modban is lehetett volna futtatni.

A ZenoTOF 7600 késziilék minden egyes mérési ciklushoz haromféle fajltipust
generalt, ugyanazzal a f3jl eldtaggal: wiff, wiff2 és wiff-scan tipusokat. Ezutan letoltotték a
legiijabb (vagy legmegfelelébb) proteom FASTA f4jlt a UniProt adatbazisbol

(https://www.uniprot.org) Gallus gallus (UniProt taxondémia ID: 9031) szamara tomoritetlen

formatumban, a kanonikus fehérjékkel és izoformaikkal egyiitt. A DIA-NN szoftverrel [380]
dolgoztak fel az adatfjlokat a jelolés-mentes kvantifikaciohoz (label-free quantitation, LFQ).
A legelsé elemzéshez a pg matrix.tsv fajlt hasznéltdk, amely a detektalt fehérjéket és a
hozzajuk tartozé normalizalt LFQ értéket tartalmazta minden minta esetén. Az analizis utan a
kimutatott fehérjék és a hozzajuk tartozé relativ expresszids értékek listajat Microsoft Excel

fajlként exportaltak és tovabbitottak szamunkra részletesebb vizsgalat céljabol.

Az LC-MS/MS analizist és a nyers adatok elemzését teljes mértékben David J. Boocock

és munkatarsai végezték el a Nottinghami Egyetemen.

4.6. A kvantitativ tomegspektrometriabol szarmaz6d expresszidés adatok

bioinformatikai analizise

4.6.1. A mintakban lévo fehérjék kifejezodési mintazatanak feltérképezése expresszios

klaszterek és heatmap segitségével

A proteomikai adatokat kollaboracios partneriink log, transzformacionak vetette ald. A
hianyzo értékek kiegészitése balra tolt norméleloszlas alapjan tértént a minProb modszerrel (q
= 0,001), az R szoftver promor csomagjanak felhasznéladsaval [381], ezéltal szimuldlva az
alacsony megjelenésii, a detektaldsi kiiszob ald esd jeleket. Azokat a taldlatokat, amelyek
fehérjecsaladokat reprezentaltak (és amelyek esetében az egyes fehérjék nem voltak
megbizhatoan szétvalaszthatok), kizarta a tovabbi bioinformatikai elemzésekbdl, kiilonds
tekintettel arra, hogy ezek némelyike egyedi talalatként is jelen volt az adatmatrixban. A minta-
variabilitds és az esetleges batch-hatasok feltérképezéséhez PCA-elemzést (Principal

Component Analysis) alkalmazott.

61


https://www.uniprot.org/

Ezutan DEP-analizist (Differential Expression of Proteins, eltérd expresszioval
rendelkezd fehérjék) végzett az R szoftver DEgMS csomagjat felhasznalva linedris
modellezéssel és a peptidszdmokon alapulé variancia-moderacio alkalmazasaval. Azoknak a
fehérjéknek az expressziojat tekintette szignifikdnsan eltéronek, amelyeknél a log, fold change
érteke >1 és Benjamini—Hochberg-féle korrigalt p-érték <0,05 volt. Az ortholog fehérjék
hozzarendelését csirkérdl (Gallus gallus) emberre (Homo sapiens) a gorth csomaggal végezte.
Az igy kapott DEP-készletet z-score normalizaldssal egységesitette, majd hierarchikus

klaszterezéssel csoportositotta az idoben kiillonb6zo expresszids mintazatok azonositasahoz.

Mindegyik DEP elemzéshez és iddbeli klaszteralkotdshoz génontologiai (Gene
Ontology, GO) dusitas végzett az enrichGO() €s compareCluster() figgvények segitségével
(org.Hs.eg.db, p-érték <0,05; g-érték <0,2), a Bioldgiai folyamat (Biological Process, BP),
Molekularis funkcid (Molecular Function, MF) és Sejtes komponens (Cellular Component,
CC) GO kategoriakra kiterjesztve. A statisztikai elemzések és az adatok vizualizacidja szintén

az R programnyelvben tortént.

Az NGS adathalmazokat (BioProject azonositok: PRINA817177; PRINA938813) R
szoftverben dolgozta fel. A stilyozott génkorrelacios haldzatok elemzését (WGCNA) a WGCNA
nevii R csomag segitségével végezte. A PPI halozat felépitéséhez a STRING adatbazist
hasznélta, mig a kapcsolodo fehérjéket a Cytoscape szoftverrel sziirte. A dusulasi (enrichment)

analizist a clusterProfiler nevii R csomag segitségével hajtotta végre.

Az R programban a bioinformatikai elemzését teljes mértékben Brdzda Péter végezte el

az Utrechti Egyetemen.

4.6.2. A fehérjék surfaceome alapu sziirése és funkcioik szerinti csoportositisa GO kifejezések

segitségeével, kvalitativ osszehasonlitisa Venn-diagrammal

Az in vitro chondrogenesis 1., 3., 6., 10., és 15. napjabol 0sszegylijtott peptidmintak
tomegspektrometriai elemzése utan a kimutatott fehérjéket és a hozzajuk tartozo relativ
expresszios €rtékeket Excel fajlban kaptuk meg a notthinghami munkacsoporttol. Elsdként a
kiilonb6z6 napokhoz tartozé kimutatott fehérjék ID kodjait bemasoltuk a Uniprot webfeliiletére

(www.uniprot.org/id-mapping), hogy ezen proteinekrdl részletesebb képet kapjunk. Ehhez

kivalasztottuk az altalunk fontosnak vélt informaciok keresési kritériumait: ,,Protein names”,
»Organism”, ,,GO (cellular component)”, ,,GO (biological process)”, ,,GO (molecular

function)” és ,,Tissue specificity”. A kivalasztott keresési feltételekkel elemzést végeztiink a
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weboldalon, majd az igy kapott talalatokat tomoritetlen Excel fajlként toltottiik le. Ezutan a
protein ID-k mellett név szerint is tudtunk keresni a kiilonb6z6 fehérjék kozott. Elso feladatunk
az volt, hogy ellendrizziik a sejtfelszini fehérje jeldlésiink hatékonysagat. Ehhez a ,,GO (cellular
component)” ¢és a ,,GO (biological process)” oszlopokat vizsgaltuk meg ¢és az altalunk
valogatott, sejtfelszinre jellemz6 GO kodok felhasznélasaval szlirést végeztiink (4.1. tablazat).
Fontos megjegyezni, hogy az altalunk alkalmazott GO-kdd-alapt sziirési mddszer nem sziikiti
le teljesen a PM-re a taldlatokat. Masszoval, ha egy fehérjét kimutattak egy membran
lokalizacioban, az lehet a mitokondrium kiilsé vagy belsé membranjaban, az ER-ben, a Golgi-
ban, vagy akar a magmembranban is. Ennek ellenére azért hasznaltunk ilyen tdg keresési
feltételeket, mert nem akartuk kizarni annak a lehetdségét, hogy egy korabban IC
membranfehérjének hitt protein megjelenhet a sejtfelszinen is, ezaltal az adott sejttipusnal egy

potencialis biomarker-jelolt lehet. Emiatt is valasztottuk inkabb a két GO oszlop segitségével

torténd ,,manudlis” surfaceome sziirést az egyéb in silico sziirési modszerekhez képest.

4.1. tablazat: A mintakban kimutatott fehérjék surfaceome sziirésére hasznalt GO kodok

GO kod Név

[GO:0016020] membrane

[GO:0005576] extracellular region

[GO:0005615] extracellular space

[GO:0005886] plasma membrane

[GO:0009897] external side of plasma membrane
[GO:0031234] extrinsic component of cytoplasmic side of plasma membrane
[GO:0045121] membrane raft

[GO:0009986] cell surface

[GO:0031012] extracellular matrix

[GO:0005890] sodium:potassium-exchanging ATPase complex
[GO:0016324] apical plasma membrane

[GO:0016323] basolateral plasma membrane

[GO:0016328] lateral plasma membrane

[GO:0005905] clathrin-coated pit

[GO:0060170] ciliary membrane
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A megsziirt fehérjelistat ezutan egy ujabb keresésnek vetettilk ald, melynek soran
kivancsiak voltunk a kimutatott sejtfelszini proteinek molekuldris funkcidira és azok
megoszlasara a kiilonb6z6 mintavételi napok kozott. Ehhez az Irodalmi attekintés 2.2.2.
fejezetében bemutatott négy f6 funkcionalis kategoriat vettiik alapul. Szintén két oszlopot
ellendriztiink a keresés kiszélesitése érdekében: a ,,GO biological process” és a ,,GO molecular
function” oszlopokat. Mivel az eltéré molekularis funkcidkhoz allokalt GO kédok mennyisége
kifejezetten nagy, emiatt ebben az esetben kulcsszavakat hasznaltunk fel a kereséshez (4.2.
tablazat). A kiilonb6zo fehérjék funkcidit manudlisan adjak hozzd az adatbazisban, emiatt
eléfordul, hogy nem a ,,GO molecular function” oszlopban taldlhaté meg egy adott protein

tényleges feladatkdre. Ebbdl kiindulva sziirtiink két oszlopban, némileg eltéré kulcsszavakkal.

4.2. tablazat: A kisziirt sejtfelszini fehérjék kategorizalasa funkcioik alapjan kiilonbozé
kulcsszavak segitségével

Funkcionalis GO ,,biological process” GO ,,molecular function”
csoport neve oszlopban hasznalt keres6sz6 | oszlopban hasznalt keres6szo
Receptor receptor receptor

transport transporter activity

symport symporter activity

antiport antiporter activity
Transzporter

channel channel activity

porin porin

- exchanging
Enzim ase activity ase activity

cell-cell cell-cell
Adhézios fehérje cell-matrix cell-matrix

cell adhesion cell adhesion

Végezetiil a kiilonb6z6 tenyésztési napokbdl szarmazo sejtfelszinre sziirt fehérjelistakat

Venn-diagram segitségével (https://molbiotools.com/listcompare.php) kvalitativan

hasonlitottuk Ossze. Azt szerettiik volna megvizsgalni, hogy vannak-e olyan proteinek, amik
csak az egyik porcdifferenciacids stadiumban vannak jelen, esetleg kizardlag a korai vagy kései

chondrogenesisre jellemzd az expressziojuk, ezaltal markerként felhasznalhatok lehetnének.
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4.7. Az Ojonnan felfedezett fehérjék expresszidjanak validdlasa western blot

technikaval

A western blot fehérje-kimutatasi moddszerhez 4ltaldban eldre meghatarozott
oldatnak koszonhetéen a kiegyenesitett fehérjék toltésiik és molekulatomegiik alapjan
szeparalddnak poliakrilamid gélelektroforézissel (PAGE), majd az igy szétvalasztott fehérjéket
egy nitrocelluloz membranra viszik at. Ezutan kiilonféle modszerekkel lehet kimutatni a
keresett fehérjét a membranon. Lehet direkt vagy indirekt ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) esszét is alkalmazni. A direkt esetben a célfehérjéhez kdzvetleniil ktddo
primer antitest biztositja a detektalando jelet. Ezzel ellentétben az indirekt ELISA mddszernél
fehérje—antitest—antitest—jelol6 komplexet alkotnak. Nagy elonye az indirekt mddszernek, hogy
egy primer antitesthez tobb secunder antitest is be tud kotddni, ezaltal amplifikalni lehet az
emittalt jelet. Ez kiilonOsen hasznos az olyan fehérjék esetén, amelyek alacsony kopiaszdmban
vannak jelen a sejtben (pl. a PM fehérjék). A detektalni kivant jel tipusa is eltérhet. Lehet
fluoreszcens festéket vagy valamilyen enzimet konjugalni akar a primer, akar a secunder
antitesthez. A fluoreszcens festék a gerjesztés utan fluoreszcens fényt emittal, amit a
géldokumentacios rendszer detektora képes érzékelni. Az enzimmel konjugalt antitest esetén
azonban sziikséges egy szubsztratot adni a membranhoz, melyet az adott enzim (4ltalaban
torma-peroxidaz) termékké alakit, ami fénykibocsatassal jar, és szintén a géldokumentacios
rendszer fogja detektalni. Mivel ezestben egy kémiai modosuléssal jon 1étre az emittalt fényt,
ezért ezt a technikat kémiai fénykibocsatasnak, chemiluminescencianak nevezik. A képalkotd
eszkoz egy adott molekulatomegnél megjelend savként érzékeli a fehérje-antitest komplex
jelenlétét. A membranon képzO6dd savokat létrahoz (molekulatomeg-jelz6hoz) viszonyitjak
annak meghatdrozasara, hogy a vizsgalt mintdban jelen van-e az érdeklddés kozéppontjaban
allo fehérje vagy sem. Az éltalunk alkalmazott western blot technika indirekt ELISA modszeren

alapul és chemiluminescens jelet ad a célfehérje jelenlétében (4.2. dbra).

65



Szubsztrat

Chemiluminescens jel
Enzimmel konjugélt
secunder antitest
Primer antitest
Célfehérje Nitrocelluléz membran

4.2. abra: A keresett fehérjék kimutatiasa chemiluminescens indirekt ELISA médszerrel. A célfehérjéhez a
primer antitest kotodik kdzvetleniil, melyhez az enzimmel konjugélt secunder antitest kapcsolodik. Szubsztrat
jelenlétében az enzim altal biztositott reakcid fényt emittal, amit chemiluminescens jelnek hivunk. (Forras:
https://www.integra-biosciences.com/global/en/blog/article/types-of-elisa-tests, moédositva)

A kordbban emlitésre keriilt Venn-diagram segitségével felfedezett, porcsejtekben
eddig még nem kimutatott fehérjék expresszidjat western blot technika alkalmazéasaval, 3
biologiai replikatum segitségével validaltuk. A sziikséges fehérjemintak eldallitasahoz a csirke
chondroprogenitor sejtekb6l a kordbban ismertetett mdodon (4.1. alfejezet) high-density
micromass sejtkultardkat tenyésztettiink nagy méretii petrikben. Az elézdekben is alkalmazott
tenyésztési napokon (1., 3., 6., 10. és 15. napon) 100-100 pl RIPA puffert tartalmazé
Eppendorf-csdvekbe gytljtottik a sejtkulturdkat. Ezt kdvetden a sejtekbdl 15-15 masodperc
ultraszonikalast alkalmazva tartuk fel a fehérjéket. Az igy kapott teljes sejtlizatumban BCA
BSA oldatot (Thermo Fisher Scientific) alkalmaztunk a standard sor eloallitasahoz. A
fehérjemintdinkat ezutdn PBS-sel OtszOrosére higitottuk. A frissen elkészitett BCA
munkaoldatbol (Thermo Fisher Scientific) 100-100 pl-t pipettaztunk egy 96 lyuku plate
fehérjemintainkbol 10-10—-10 pl-t pipettdztunk a BCA munkaoldatot tartalmazo wellekbe a 3
technikai replikédtum elkészitéséhez. A 1étrehozott keverékeket 30 percig, 37 °C-on, 400 RPM-
en orbitalis r4z6 inkubatorban elegyitettiik. A fél ora elteltével a lilas szinreakcid szabad

szemmel is lathato volt. A kiilonb6z6 wellek abszorbancidjat a Chameleon V plate reader
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spektrofotométer (Hidex Ltd., Turku, Finland) segitségével 570 nm-es szlirével mértiikk meg.

Negativ kontrollként a BSA ¢és a fehérjemintak higitdsa soran hasznalt PBS-t alkalmaztuk.

A BSA standard sor abszorbancia értékeinek felhasznalasaval kiszamitottuk az egyenes
egyenletét, mellyel kikalkuldlhattuk a mintaink abszorbanciaja alapjan a benniik 1év6 fehérje-
koncentraciot. Ezek utan, hogy a fehérjék alkalmasak legyen a western blot soran alkalmazott
poliakrilamid gélben torténd futtatasra, 4x tOménységli Laemmli puffert (Thermo Fisher
Scientific) adtunk a mintdkhoz. A Laemmli puffer B-merkapto-etanolt, SDS-t, Trist, glicerolt
¢s bromfenolkék festékmolekulat tartalmazott. A -merkapto-etanol SH-csoportok segitségével
redukalja, ezaltal megsziinteti a diszulfid-hid kotéseket a fehérjéken beliil, mig az SDS a nem-
kovalens kotéseket bontja szét, igy mindkét vegyiilet a fehérjék masodlagos és harmadlagos
térszerkezetét sziinteti meg, hogy egyenes szalu proteinek jojjenek létre. A Tris pufferként segit
beallitani az oldat pH-jat 6,8-ra, valamint gatolja bizonyos protedzok aktivitasat, védve ezzel a
mintdink fehérjetartalmat. A glicerol segit siiribbé valtoztatni a mintaoldatot, ezért a western
blot soran a gélbe torténd pipettdzas sordn a minta leiilepszik a well aljara és nem fog
kidiffundélni a futtatds meginditasa el6tt. Végiil a bromfenolkék festékmolekula abban segit,
hogy lathatova teszi az egyébként attetszd oldatot és ezaltal konnyebben bele tudjuk pipettazni
a mintainkat a poliakrilamid gél zsebeibe. A 4x Laemmli puffer, valamint PBS segitségével 1
mg/ml koncentraciora higitottuk a mintdinkat. Az igy kapott keveréket lezart Eppendorf-
csovekben eldre felmelegitett 95 °C-os inkubatorban (Bioer Technology, Hangzhou, Zhejiang,

Kina) 10 perc alatt felféztiik, majd lehtilést kovetden —80 °C-os fagyasztotaroloba helyeztiik.

A keresett fehérjék tomege (kDa) alapjan kivalasztottuk a western blothoz alkalmazott
szeparalo (also) poliakrilamid gél dsszetételét. A mi esetiinkben ez egy 10%-o0s szeparalo gélt
jelentett, mivel a vizsgalt fehérjék tomege 100 kDa alatt volt. 4 parhuzamos 10%-os szeparalo
gél 0sszeallitasahoz 10,56 ml 30%-o0s akrilamidot (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia,
USA), 8 ml alsé gél puffert (1,5 M Tris, 0,4% SDS, pH 8.8), 13 ml desztillalt vizet, majd
utolsoként a gél dermedésének elinditasdhoz 320 pl 10%-0s ammonium-perszulfatot (AMPER)
(Amresco), valamint 32 pl tetrametil-etilén-diamint (TEMED) (Amresco) adtunk a keverékhez.
Az elkésziilt szeparalo gélt az elore Osszedllitott allvanyban 1évd, 1,5 mm-es rést kialakito
iiveglapok k6z¢é pipettaztuk. Ezutan 70%-o0s izopropanolt (Molar Chemicals Kft.) pipettaztunk
a gél tetejére, hogy a feliileti fesziiltség csokkentésével kiegyenesitse a gélfelszint, majd 20
percet vartunk a gél megdermedéséhez. Az idd elteltével tiszta szlirOpapirral Ovatosan

eltavolitottuk az izopropanolt a gélfelszinrdl.
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Ezt kovetden oOsszedllitottuk a 4 koncentrald (felsd) gélt, mely 2,4 ml 30%-os
akrilamidot, 3 ml fels6 gél puffert (0,5 M Tris, 0,4% SDS, pH 6,8), 6,48 ml desztillalt vizet,
majd szintén utolsoként a dermedéshez sziikséges 120 pl 10%-0s AMPER-t és 12 ul TEMED-
et tartalmazott. Az elkésziilt koncentralo gélt rapipettaztuk a mar megdermedt szeparald gélre,
majd a még folyé¢kony koncentrald gélbe belehelyeztiik a 15 foggal rendelkezo fésiit. A gél
dermedéséhez sziikséges 15 perc varakozasi id6 leteltével eltavolitottuk az tliveglap—gél
szendvicseket az allvanybol és athelyeztik azokat milanyag kazettdkba, melyeket a
futtatokadba allitottuk. Az elokészitett €s lehlitott 1x-es elektroforézis (ELFO) pufferrel (14,14
g glicin, 3,3 g Tris, 1 g SDS 1 liter desztillalt vizben) feltoltottiik eldszor a 2-2 liveglap kozotti
teret (ellendrizve, hogy van-e szivargas). Ezt koveten a futtatokadba is 1x-es ELFO puffert
ontottiink gy, hogy a 2-2 iiveglap kozotti tér ne érintkezhessen egymassal. A fési altal
kialakitott welleket feltoltottiik 1étraval és a fehérjemintdinkkal. A 15-6s fésti esetén 20 pl
(vagyis 20 pg) minta/well (a belsd kontrollként alkalmazott B-aktin esetén viszont 5 pl [vagyis
5 ng] kontroll/well) mennyiséget hasznaltunk. Ezutan 2 pul ,,Precision Plus Protein Dual Color”
1étrat (Bio-Rad Laboratories) pipettazunk az elsé wellbe. Ezt kdvetden a futtatokadat egy talca
jégbe helyeztiik, majd lezartuk a futtatokadat és elinditottuk a futtatast: els6ként 20-30 percig
80 V, majd utdna 120 V fesziiltséget alkalmazva a Bio-Rad PowerPac Basic gép segitségével
(Bio-Rad Laboratories).

A gélelektroforézis sordn a denaturalodott, kiegyenesedett fehérjék méretiik és toltésiik
alapjan szétoszlanak a szeparalo gélben: a fels6 részén a nagyobb, az also részén az egyre kisebb
méretll fehérjék fognak megjelenni folytonos sdvban. A futas ideje alatt bekevertiik a nem
specifikus kotohelyek blokkolasdhoz €s a primer- és secunder antitestek higitdsdhoz hasznalt
tej—PBS-t: 10 g nem zsiros, szaritott tejport (Panreac AppliChem ITW Reagents, Castellar del
Valles, Spanyolorszag) oldottunk 200 ml szobahdmérsékletli 1x PBS-ben. Ezt kovetden a tej-
PBS-t 80 g/m? siiriségii sziirépapiron (Munktell & Filtrak GmbH, Birenstein, Germany)
szlrtiik at, hogy eltavolitsuk a fel nem oldodott tejpor darabokat. Végiil 6 db Eppendorf csébe
(3 primer, 3 secunder antitesthez) 1-1 ml tej—PBS-t adagoltunk.

A PAGE befejeztével a kazettakat szétszedtiik, a szeparalo géleket pedig levalasztottuk
a koncentral6 gélrdl. A szeparalo gélben 1€vo fehérjéket nitrocellul6z membranba transzferaltuk
a Trans Blot Turbo Transfer Pack (Bio-Rad Laboratories) és a Trans-Blot Turbo Transfer
System gép (Bio-Rad Laboratories) segitségével, mely folyamat 10 perc alatt lezajlott. A

transzfert kovetden a membranokat athelyeztiik tej—PBS-t tartalmaz6é miianyag edényekbe,
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melyekben 1 oran keresztiil razattuk 6ket szobahémérsékleten, hogy blokkoljuk az aspecifikus

kotohelyeket.

Az inkubacidé vége elott Osszeallitottuk a primer antitesteket tartalmazd tej—PBS
oldatokat. 1:500 higitast alkalmaztunk az anti-PODXL poliklondlis antitest (katalogusszam:
18150-1-AP; Proteintech, Rosemont, Illinois, USA) és az anti-CNTFR poliklonalis antitest
(katalogusszam: ab127425; Abcam, Cambridge, UK) esetén, valamint 1:5000 volt a higitasi
arany az anti-f-aktin monoklonalis antitestnél (katalogusszam: AS5441; Sigma-Aldrich). A
blokkolas utan a membranokat bezacskéztuk €s kozben az elkészitett 1-1 ml primer antitestet
tartalmazo6 tej—PBS oldatot rajuk pipettaztuk. A lezart zacskokat egy €jszakdra 4 °C-ra, sotétben
inkubaltuk.

Masnap 0Osszeallitottuk a PBST oldatot, melynek soran 1 ml Tween 20-at (Amresco)
adtunk 999 ml PBS-hez. A Tween 20 egy detergens, amely segit csokkenteni a hattérzaj
megjelenését a géldokumentacids rendszerben torténd jeldetektalas soran azaltal, hogy lemossa
a nem bekdtddott primer és secunder antitesteket a membranrdl. A PBST Osszeallitasat
kovetden kivagtuk a zacskokat, kivettiik a membranokat, majd 3 % 10 perc razatassal mostuk
oket minden alkalommal friss PBST-ben. Id6kdzben Osszedllitottuk a chemiluminescens
secunder antitesteket tartalmazo tej—PBS oldatot, melyet minden esetben 1:1000 higitasban
alkalmaztunk. Mivel az anti-PODXL ¢és az anti-CNTFR primer antitestet is nytlban
termeltették, ezért esetilkben anti-nyul HRP-konjugalt secunder antitestet (katalogusszam: 170-
6515; Bio-Rad Laboratories) alkalmaztunk. Az anti-B-aktin primer antitestet egérben
termeltették, ezért hozza anti-egér HRP-konjugalt secunder antitestet (katalégusszam: 170-
6516; Bio-Rad Laboratories) kevertiink be. A PBST mosasi 1épést kdvetden a membranokat
ismételten bezacskoztuk és a megfeleld membranhoz a hozzéatartozd secunder antitestet
pipettaztuk, majd lezartuk a zacskokat és 1 oran keresztiil, szobahdmérsékleten razattuk azokat.
Az inkubaci6 utan eltavolitottuk a membranokat a zacskokbol €s ismételten 3 x 10 percig
PBST-vel mostuk Oket. Az utolsé mosast kdvetden az elsé membrant a géldokumentacios
rendszer (ChemiDoc MP Imaging System, Bio-Rad Laboratories) hivofeliiletére helyeztiik. A
membranra a 2 komponensti hivofolyadékbol (WesternBright ECL HRP substrate, Advansta
Inc., San Jose, Kalifornia, USA) kiilon-kiilon 500-500 pl-t pipettdztunk. A chemiluminescens
jelolés soran a secunder antitestek torma-peroxiddaz enzimmel konjugéltak, melyekhez a
szubsztratot a hivofolyadékok tartalmaztak. Az igy 1étrejovo termék a sziikséges gerjesztés utan
fényt emittalt, amit detektalni tudtunk a géldokumentécios rendszerben. A hivés soran els6ként

a lathato fény segitségével felvételt készitettiink a 1étrardl. Ezt kovetden a chemiluminescens
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modban detektaltuk a secunder antitest altal Iétrehozott produktum emittalt jelét. Az expozicios
1d6hoz a gép automata bedllitasat hasznaltuk. A hivas végeztével a membranokat kékfestdbe
(0,025g amidoblack festék [Amresco], 25 ml 100%-0s ecetsav [Molar Chemicals Kft.], 112,5
ml metanol [Molar Chemicals Kft.], 112,5 ml desztillalt viz) helyeztiik, melyeket billegtetd
gépen 15-20 percig hagytunk, hogy ellendrizziik a membranok fehérjetartalmat, illetve a gélbol

membranba torténd transzfer hatékonysagat.

4.8. Az tujonnan felfedezett fehérjék cellularis lokalizaciojanak validalasa

immuncitokémiai technikaval és konfokalis mikroszkopiaval

Az immunocitokémia egy rendkiviil hatékony modszer az orvostudomanyi
kutatasokban, amelyet bizonyos fehérjék vagy mas makromolekulak sejtekben és szovetekben
torténd azonositasara, lokalizaldsara vagy eloszlasanak vizsgalatara alkalmaznak [382]. A
western blotnal bemutatott mddon itt is fehérje—antitest kotés adja a technika alapjat. Ennél a
modszernél is lehet alkalmazni direkt vagy indirekt megkozelitést. Mi az immuncitokémidhoz
is az indirekt tipust alkalmaztuk, ellenben itt nem enzimmel, hanem fluoreszcens festékkel
konjugélt szekunder antitestet alkalmaztunk. Vastagabb mintdk esetében, illetve, ha a
mikroszkop objektivlencséje nem rendelkezik elegendd mélységélességgel, a fokuszsik f616tti
és alatti sikokbol szarmazo fény is észlelhetd lesz, mely elmosddott felvételt eredményezhet,
csokkentve ezzel a felbontast. Fluoreszcens mikroszkopia esetén barmely latomezOben
talalhaté festékmolekula gerjesztodik, beleértve azokat is, amelyek a fokuszsiktol eltérd
sikokban helyezkednek el. A konfokalis mikroszkopia lehetdséget biztosit arra, hogy a
fokuszsiktol eltérd sikbol szarmazo fény ne tudjon a detektorba jutni, igy az nem fog elmosddast
okozni a vizsgalt képeken [383]. Ez4ltal a konfokalis mikroszkopiaval az is elérhetd, hogy egy
sejtrél ne szummalt képet, hanem annak egyetlen szeletérdl készithessiink felvételt, melyen igy
elkiiloniil a csak sejtmagbdl, citoplazmabol vagy sejtmembranbol érkezd jel. Ennek

eredményeképpen meghatarozhatova valik a keresett fehérje sejten beliili elhelyezkedése.

Az immuncitokémiahoz a csirkeembryobdl izolalt chondroprogenitor sejteket,
hasonloan az el6zéekhez, 15 milli6 sejt/ml denzitdsban, de ebben az esetben 2 x 100 pl csepp
mennyiségben, kozepes méretii (60 mm atmérdjli) petriben tenyésztettiik. Azonban ebben az
alfejezetben sziikséges megemlitenem a porcosodd, high-density micromass kultirdknak az
egyik ambivalens tulajdonsagat (amely jelen esetben hatranyt jelent), mégpedig az altaluk

termelt ECM nagy mennyiségét. A porcsejtek a 10. és 15. tenyésztési napra olyan erds
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porcmatrixot termelnek, hogy az antitestek szamara az korlatozottan atjarhat6, emiatt a keresett
fehérjék immuncitokémiai jelolése nem megfeleld. Erre azt a megoldast alkalmaztuk, hogy
amikor a sejtkulturak elérték a sziikséges tenyésztési napot (1., 3., 6., 10. és 15. nap), akkor a
surfaceome i1zolalas soran is hasznalt 0,25%-os I-es tipust kollagenaz oldattal 5-20 perc alatt
(az ECM mennyisé¢gétol fiiggden) felemésztettiik a micromass kultiradkat a tenyésztdé edény
aljarol. Az emésztést ezt kovetden a kollagendz oldattal megegyezd volumenii FBS-sel
allitottuk le. A keletkezett sejtszuszpenzidt centrifugacsébe 0sszegyljtottiik és 800 RPM-en, 10
percig centrifugéltuk. A feliiluszot eltavolitottuk és a sejtiiledéket 3 ml komplett Ham’s F12
médiumban reszuszpendaltuk, majd 12 mm {ivegfedélemezekkel ellatott 24 well plate-be

pipettaztunk wellenként 500-500 pl sejtszuszpenziot, ezaltal monolayer kultirakat 1étrehozva.

A sejteket 2 orara sejttenyésztd inkubdtorba helyeztiik, hogy kitapadhassanak az
ivegfeddk felszinére. A kitapadast kovetden a sejteket steril PBS-sel haromszor mostuk, majd
300 pl 10%-os formalin oldattal 30 percig fixaltuk Oket. Ezutdn ujra haromszor mostuk a
sejteket steril PBS-sel, hogy a fixaloszert eltavolitsuk. Annak okan, hogy blokkoljuk a sejteken
az antitestek nem specifikus kotohelyeit, 300 pl blokkolo oldatot pipettaztunk minden kulturara,
mely 3% BSA-t (Amresco) és 10% szérumot tartalmazott a szekunder antitestek host allatabol,
a mi esetliinkben kecskébdl (Invitrogen), majd ujra 30 percig inkubaltuk a sejteket. Az anti-
CNTEFR és anti-PODXL primer antitesteket 1%-0s BSA-t és 3%-os kecskeszérumot tartalmazo
PBS-ben higitottuk, 1:500 ardnyban. A blokkol6 oldat eltavolitasat kovetden szigoruan mosas
nélkiil egybdl rahelyeztiink a megfeleld primer antitestet tartalmaz6 oldatbol 300-300 pl-t a

kultarékra, majd egy €jszakan at, sotétben, 4 °C-on inkubaltuk dket.

Masnap a sejtekrdl eltavolitottuk a primer antitestet tartalmazo oldatot és 3x mostuk
Oket steril PBS-sel. Ezutan Alexa Fluor 555 fluoreszcens festékkel konjugalt anti-nyul secunder
antitestet (Invitrogen) 1:1000 aranyban higitottuk steril PBS-ben €és a keletkezett oldatbol 300
300 pl-t pipettaztunk a kultirékra, majd 2 orara sotétbe helyeztiik Oket. Az inkubacié utan
ismételten 3x mostuk a sejteket steril PBS-sel. Végezetiil 2 pl DAPI-t (4,6-diamidino-2-
fenilindol) tartalmaz6 VECTASHIELD ragasztd6 médiumot (Vector Laboratories Inc,
Burlingame, Ca, USA) cseppentettiink egy targylemezre (Thermo Fisher Scientific), a 24 well
plate-bdl kivettiik a kis tivegfedot, végiil a sejtekkel boritott felszinével raboritottuk a ragasztod
médiumra. A kiszaradas megel6zésére az livegfedd szélét koromlakkal zartuk le. Ezt kvetden

a sejteket, illetve a keresett fehérjéket konfokalis mikroszképpal vizsgaltuk meg.

A kutatasunkhoz az immuncitokémiai moddszerrel megjelolt fehérjek cellularis
lokalizaciojat Olympus FV3000 konfokalis mikroszkoppal (Olympus Corporation, Shinjuku,
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Tokio, Japan) ellendriztiik. A sejtekkel fedett targylemezt a mikroszkdp targyasztalara
helyeztiik, feddlemezzel lefelé. A felvételek elkészitéséhez 60x nagyitast PlanApo N immerzid
olajos objektivet (NA: 1,42) alkalmaztunk. A DAPI egy fluoreszcens festék, amely erdsen
kotédik a DNS adenin—timinben gazdag régioihoz, ezaltal a sejtmag jelolésére alkalmas, és
amelyet 405 nm hulldmhosszusagu 1ézerrel gerjesztettiink. A secunder antitesthez konjugalt
festek viszont az Alexa Fluor 555 volt, melyet 561 nm hulldmhosszsagu lézerrel kellett
gerjesztenlink. Eredményeink vizualizalasahoz ¢és digitalis rogzitéséhez az FV31S-SW
szoftvert (Olympus Corporation) hasznaltuk. A programon beliil a két csatornan egyenként
beallitottuk a megfelel6 mértékii 1¢ézerintenzitast, vigyazva, hogy ne gerjessziik tal a
fluoreszcens festékeket. Minden esetben a laser ND (neutral density) filter 4—7% kozotti, a
lézerfesziiltség 400-700 V kozotti, a Gain 1x és az Offset 0% volt. Ezutan a megfeleld
fokuszsikot kivéalasztva 3 kép linearis atlagdbol készitettiik el a felvételeket. Az elkésziilt
képekre scale bar-t illesztettiink ¢€s fiff formatumban mentettiikk Oket adathordozora. A
kiilonb6z6 fluoreszcens csatornak Osszevetitése a program segitségével késziilt. A felvételeken

képszerkesztd programok altali médositas nem tortént.

4.9. Statisztikai analizis

A disszertacioban bemutatott kvantitativ kisérleti eredmények minden esetben 3,
egymastol fliggetlen bioldgiai replikdtumbdl szarmaznak. A bemutatott oszlopdiagramokon a
kiilonboz6 replikatumokbdl szarmazoé atlagolt eredmények lathatéak és a hibasavok az atlag
szorasat (standard deviacid, SD) jelzik. A western blot eredmények, az immucitokémiai jel6lés,
valamint az sSDMMK szovettani festés leirasanal a bioldgiai triplikatumbol egy kisérletsorozat
reprezentativ  felvételei keriiltek megjelenitésre. A sejtfelszini  fehérjékbdl szarmazod
peptidmintdk tomegspektrometriai vizsgalatanal a normalizalas az Osszes kimutatott fehérje
altalanos expresszids mintazatara tortént. A kvantitativ proteomikai adatok kollaboracios
partneriink altal végzett statisztikai elemzésének részleteit korabban a 4.6.1. alfejezetben
ismertettem. A numerikus adatok analiziséhez és vizualizalasahoz a Microsoft Excel (2507
verzi0) programot hasznaltuk. Az SDMMK szovettani festés sordn kapott adatok statisztikai
kiértékelése és a statisztikai kiilonbségek megallapitasa a Student-féle kétmintds z-proba
segitségével tortént. A valtozasokat az in vitro csirke chondrogenesis meghatarozott tenyésztési

napjai kozott (1., 3., 6., 10., és 15. nap) hasonlitottuk Ossze. A valtozast p < 0,05 esetén
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tekintettiik szignifikdnsnak. A szignifikans kiilonbségeket csillaggal jeldltiik az abran (* =p <

0,05).

A statisztikai adatok elemzésében a szerzo mellett David J. Boocock, Brazda Péter és

Takdacs Roland vett részt.

4.10. A clusterin interakcids partnereinek feltardsa in silico halozatbioldgiai

modszerekkel

4.10.1. A CLU interakcios partnereinek feltérképezése STRING adatbazis és Cytoscape szoftver

segitségével

A modern, nagy ateresztoképességii technoldgiak, beleértve a laborunk altal is gyakran
alkalmazott RNS szekvenalast és proteomikat, egyre nagyobb mennyiségii adatot szolgaltatnak
az egyes génekrdl és fehérjékrdl. A fehérjehdlozati adatbazisok (pl. a STRING adatbazis)
rendkiviil hasznosnak bizonyultak a termel6dott adathalmazok elemzésére [384]. A STRING
adatbazis ismert és/vagy predikalt PPI adatait biztositja szdmos organizmusra vonatkozoan,
mely interakciokhoz sorolja mind a fizikai kolcsonhatdsokat, mind a funkcionalis
asszociaciokat, és mindezeket pontszdmokkal latja el, amelyek szamszerisitik a kimutatott
kapcsolatok megbizhatosagat. A STRING az elérhetd kisérleti adatokat €s az Osszeallitott
adatbazisokbol szarmazé utvonalakat integralja, és elére jelezheti a kdlcsonhatasokat tobbek
kozott koexpresszios szinten, evolucidsan (eltérd fajok kozott) konzervalt szekvencidk alapjan,
valamint az orvostudomanyi irodalom automatikus szovegbanyaszasa (text-mining) révén. A
STRING webes feliillete azonban nem alkalmas nagy méretli haldézatok kezelésére, ¢€s
korlatozott rugalmassagot biztosit a hal6zatok elemzése és megjelenitése terén. Ezzel szemben
a Cytoscape szoftver kifejezetten a sok komponensii hal6zatok analizisére €s vizualizacidjara
lett tervezve, és sokkal nagyobb szabadsagot kinal tovabbi adatok importalasara és azok
halozatokban torténd abrazolasara [385,386]. A Cytoscape azonban elsdsorban haldzatelemzd
szoftver, nem pedig adatbazis, ezért a haldzatait mashonnan kell importalnia. Ezaltal a STRING
¢s a Cytoscape tokéletes kooperaciot alkot, kiilondsen a proteomikai adatok elemzése terén

[387].

Tekintettel arra, hogy a synovidlis és szisztémas CLU egyarant jelentds potenciallal
rendelkezik az OA jovdbeli biomarkereként, részletesebb elemzésre van sziikség a CLU

interakcidés haldzatanak vizsgalatdhoz gyulladdsos kornyezetben is, kiilondosen az OA
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kontextusaban. Ennek érdekében az in silico kutatdsunkban eldszor a STRING adatbazist (11.5

verzio; www.stringdb.org) és a Cytoscape szoftvert (3.0.0 verzio) hasznaltuk fel a CLU

héalozatanak feltérképezésére és vizualizaldsara. A STRING adatbazisban megkerestiik a CLU
ismert PPI-ket €s a hozza kapcsolédd GO annotaciokat. Ezutan a Cytoscape szoftverben
talalhatd6 PubMed-lekérdezési funkciot alkalmaztuk, hogy importaljuk a clusterin elsé 50
legvalosziniibb PPI targetjét (konfidencia kiiszobérték: 0,4; haldzattipus: teljes STRING
halézat; lekérdezési keresdszo: clusterin vagy clusterin osteoarthritis) a PubMed-en 1€évo

publikéciok alapjan.

A STRING adatbazis és a Cytoscape szoftver kezelésében a szerzo mellett Matta Csaba

vett részt.

4.10.2. A CLU interakcios partnereinek és az OA-ban betoltott szerepének vizsgalata Qiagen

Ingenuity Pathway Analysis (IPA) elemzéssel

A Qiagen altal 1étrehozott IPA szintén lehetévé teszi a kivalasztott partnerek kozotti
héalozatok létrehozasat. Az IPA azonban a STRING-t6l eltéréen nem biztosit megbizhatdsagi
pontszdmokat a PPI-krél, hanem ehelyett hirom kiilonb6zé evidencia szint kozott kinal
valasztasi lehetdséget a felhasznaloknak: kisérletileg megfigyelt kolcsonhatasok, predikalt
magas megbizhatdsagu kolcsonhatasok és predikalt kzepes megbizhatdsagu kdlcsonhatasok.
A halozatépités elinditasdhoz az IPA el6szor lekérdezi az Ingenuity Knowledge Base (IKB)
adatbazisbol a keresett elemek kozotti kolecsonhatdsokat, majd pedig az Osszes egyéb
molekulaval fennalld kolcsonhatasokat is, amelyeket az IKB tarol. A STRING-hez hasonldan
az IPA tudasbazisa is egy bioldgiai interakciokat és funkcionalis annotacidkat tartalmazo
tarhely, amely a fehérjék, gének, molekulakomplexek, sejtek, szovetek, gyogyszerek és
betegségek kozotti kapcsolatok modellezéséhez jott 1étre, és nyilvanos, valamint privat
orvostudomanyi adatbazisokbol szarmaz6 adatokbol épitkezik. Az IPA egyik f6 elonye a
STRING-hez képest a kis molekulakkal (pl. miRNS, gyogyszermolekuldk) kapcsolatos adatok
integracidja, masik eldnye a betegségeket és pathologias biomarkereket tartalmazd

adatbazisokkal torténé kommunikaci6 a haldzatépités soran [388].

Kollaboréacios munkatarsunk a CLU interakcios partnereit az IPA adatbézis segitségével
hozta 1étre. A core analysis (alapelemzés) modult vélasztotta ki annak érdekében, hogy
azonositsa a CLU kapcsolati halojanak a kdvetkez6 tényezdkre gyakorolt szignifikéns serkentd

vagy gatld hatasait: kiilonb6z6 kanonikus Gtvonalak, betegségek, altalanos haldzatok, egyedi,
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nem iranyitott halozatok, toxikus és pathologias funkciok [389,390]. A statisztikai szignifikanciat
Fisher-féle egzakt teszttel szdmolta ki, p < 0,05 kiiszobértékkel és Benjamini-Hochberg
korrekcioval. A kanonikus jelatviteli utvonalak, betegségek és rendellenességek, molekularis-
¢s sejtfunkciok, valamint fizioldégids embryonalis fejlodési folyamatok aktivacidjat vagy
gatlasat az IPA Z-score algoritmusaval szamitotta ki, majd Osszevetette egy idealis aktivacios
vagy gatlasi mintaval a jelatviteli utvonal, betegség/rendellenesség vagy biologiai funkcid
esetében. Az IPA-n beliil a molekularis aktivitast prediktalé (MAP) eszkozt [390] hasznalta fel
annak feltérképezésére, hogy a CLU aktivaciojanak vagy gatlasanak milyen hatasa van az OA-

hoz asszocialt jelatviteli utvonalakra.

A Qiagen IPA elemzést teljes mértékben kollabordacios partneriink, Peter Pushparaj

végezte.
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5. EREDMENYEK

5.1. A porcdifferenciacié fizioldgids progressziojanak ellenérzése sDMMK

szOvettani festés segitségével

A porcfejlédés folyamatanak vizsgalatdhoz savas DMMK szovettani festést
alkalmaztunk, mely a chondrocytdk altal termelt ECM GAG-tartalmat mutatja ki
metachromatikus festddés révén. Az altalunk alkalmazott csirkeembryo végtagtelepbdl
létrehozott micromass high-density sejtkultira a tenyésztés 1. napjan még chondroprogenitor
sejteket tartalmaz, melyek csak kismértékben termelnek ECM-et. A chondrogenesis 3. napjara
a sejtek chondroblastokka differencialodnak, melyek aktivan elkezdik termelni a porcmatrix
komponenseit, koztilk a metachromasiadt eredményez6 GAG-okat. Az érett chondrocytak
megjelenésével egyiitt a 6. és 10. tenyésztési napra szignifikdnsan megemelkedik az ECM
mennyisége, mely a szovettani festés felvételei, valamint a bel6lik kalkulalt metachromasia
index értékei alapjan is jol nyomon kovethetd. A 10. és 15. nap kozott a porcsejtek
hypertrophids chondrocytdkkd alakulnak és a porcmatrix méretében mdar csak kisfoka

novekedés tapasztalhato.
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5.1. dbra: Az in vitro chondrogenesis meghatarozott napjain (1., 3., 6., 10., 15. tenyésztési napok) megfestett
sejtkulturak felvételei és GAG tartalminak szemikvantitativ Kkiértékelése. Az 1. tenyésztési napon még
csekély mértékben talalhato ECM a sejtek koriil. A 3. napra szignifikdnsan megné a porcmatrix GAG tartalma,
mely novekedés mértéke a 6. és a 10. napra is szignifikans marad. A 10-15. nap kdzott azonban, ahogyan az érett
porcsejtek hypertrophias chondrocytakka alakulnak, az ECM termelése mérséklodik. (N=3, * p <0,05)
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5.2. A kiilonb6z6 stadiumu porcsejtekbdl szdrmazd total proteom és izolalt

surfaceome mintak tomegspektrometriai eredményeinek 0sszehasonlitasa

Nagy ateresztOképességli (high-throughput) LC-MS/MS analizist végeztiink a
chondrogenikus sejtkultirakbol szarmazoé teljes lizatumokon, valamint az aminooxy-biotin
(AOB) sejtfelszini fehérje izolalasbdl szarmazo peptidmintdkon, melyeketa 1., 3., 6., 10. és 15.
tenyésztési napon gyljtottiink (N=3 biologiai replikatum), a porcdifferenciacio kulcsfontossagu
szakaszainak megfelelden [15,370]. A teljes proteom vizsgalata soran 6sszesen 5207 fehérjét
vagy fehérjecsoportot, mig a sejtfelszini fehérje dusitasbol szarmazd mintak esetén Osszesen

522 fehérjét vagy fehérjecsoportot azonositottunk (p <0,05).

5.2.1. A total proteom és az AOB dusitott surfaceome fehérjelistainak vizsgalata PCA

elemzéssel

A PCA analizis jol elkiiloniilé proteomikai profilokat mutatott a total proteom
mintakban, ezenfeliil a biologiai replikatumok szorosan csoportosultak a kiillonb6z6 tenyésztési
napok szerint (5.2. A abra). Az els6 fokomponens (PC1), amely a variancia 42%-4t magyarazza,
az 1d6beli eldérehaladast tiikrozte, jol elkiilonitve a differencialatlan (1. nap) €s az érett (10. és
15. nap) kultarakat. A madasodik fOkomponens (PC2; 19%-os variancia) az intermedier
porcfejlédési szakaszokat (3—6. nap) valasztotta el mind a korai, mind a késéi idodpontoktol. A
surfaceome mintdkban 522 kvantifikalt fehérje/fehérjecsoport koziil 18-at kizartunk a PCA
elemzesbdl, mivel kizardlag egyetlen tenyésztési napon voltak detektalhatok, emiatt 504 fehérje
maradt a vizsgalathoz. A PCA analizis alacsony mértékii variabilitdst mutatott a biologiai
replikdtumok kozott, ugyanakkor tenyésztési nap szerint jol elkiilonitette a mintakat az els6
fokomponens mentén (PC1; 40%-o0s variancia) (5.2. B 4bra). Ez az elrendezddés tiikkrozte a
teljes proteom elemzése soran megfigyelt trendeket, valamint betekintést engedett a sejtek
surfaceome Osszetételének valtozasaba a porc-progenitorsejt (1. nap) allapottdl a hypertrophiés

(15. nap) allapot felé.
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5.2. abra: Kvantitativ proteomikai analizis a chondrogenikus micromass sejtkultirak meghatarozott
tenyésztési napjaibol szarmazé teljes sejtlizatumok (A) és AOB dusitott mintak (B) esetében. A. A
chondrogenesisen atesé chondroprogenitorokbol, chondroblastokbol, érett chondrocytakbol és hypertrophias
chondrocytakbol szarmazoé teljes sejtlizatumok PCA analizise (a teljes adatbazisban 5207 fehérje szerepelt). A
PCA-diagram a tenyésztési napok szerint a lektoralas nélkiili klaszterez6dést mutatja be az elsé (PC1) és masodik
(PC2) fékomponens mentén, amelyek a teljes variancia 42%-4t, illetve 19%-at jelentik. B. A chondrogenesis
meghatarozott stadiumaibol szarmazoé AOB-dusitott fehérjemintdk PCA analizise (504 fehérje szerepelt az
adatbazisban). A mintak ebben az esetben is a tenyésztési napok szerint klaszterezédtek az elsé és masodik
fokomponens mentén, amelyek a variancia 40%-at, illetve 15%-4t mutattdk. Minden pont egy-egy biologiai
replikatumot (N=3) jeldl. (p <0,05)

5.2.2. A total proteom és az AOB dusitott surfaceome fehérjelista kozotti atfedés ellenorzése

Az 0Osszehasonlitd elemzés atlagosan mindossze 23%-os atfedést mutatott a teljes
sejtlizatum ¢és a sejtfelszini fehérje-dusitott mintak fehérjéi kozott (5.1. tablazat). Ezen
szamadatbdl kikovetkeztethetd, hogy az AOB-izolalt fehérjek 77%-a, vagyis 205-238 protein
nem volt kimutathato a teljes sejtlizatumban, melyet ,rejtett surfaceome” -nak neveztiink el. Ez
az Osszefiiggés alatamasztja a moddszer fokozott érzékenységét az alacsony kopiaszamban
megjelend, plazmamembranhoz kotott fehérjék azonositdsaban. Korabbi tapasztalatok alapjan
a hagyomanyos, teljes sejt proteomikai megkozelitéseket mai napig korlatozza a nagy
mennyiségben jelen 1évo citoplazmatikus és sejtorganellum fehérjék dominancidja, amelyek a
tomegspektrometriai analizis sordn gyakran elfedik az alacsony expresszidval rendelkezd,
sejtmembranon vagy annak kozelében elhelyezkedd célfehérjék jelenlétét. A sejtfelszini
fehérjék szelektiv dusitasaval csokkenthetjiik az elfedésbdl eredd korlatozast, lehetdvé téve a

membranhoz kotott és EC fehérjék megbizhatd azonositdsat, amelyek maskiilonben a
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kimutathatésagi kiiszob alatt maradnanak a teljes lizaitumokban. Ez a modszertani eldrelépés
hangsulyozza a technika hatékonysagat a bioldgiailag relevans sejtfelszini fehérje-
komponensek feltardsdban, amelyek gyakran alul reprezentdltak a globalis proteomikai
vizsgalatokban, ¢€s kiemeli alkalmazhatosagat receptorok, biomarkerek és terapias célpontok

felfedezésében.

5.1. tablazat: A sejtfelszini fehérje (AOB) dusitott és a teljes sejtlizatum (total proteom) mintak
osszehasonlito tablazata kismértékii atfedést mutat. Megkozelitoleg mindossze a fehérjék 23%-
at sikertilt mindkét frakcioban azonositani.

Minta ID surg?:)me prTO‘;Z‘;‘)'m Atfedés (db) | Atfedés (%) suﬁgjct:gne
1. nap A 289 5016 84 2252 205
1. nap B 305 5010 87 22,19 218
. nap C 312 5013 86 2161 226
3. nap A 317 4944 03 22,68 224
3. nap B 335 4995 100 22.99 235
3. nap C 308 4998 08 23,00 230
6. nap A 305 5004 04 2356 211
6. nap B 326 5000 100 2347 226
6. nap C 303 4980 89 2270 214

10. nap A 338 4900 100 22,83 238
10. nap B 309 4986 95 2351 214
10. nap C 336 4997 101 2311 235
15. nap A 326 5001 99 23.29 227
15. nap B 306 5008 92 23.12 214
15. nap C 329 4950 08 22.95 231

5.2.3. A total proteom és az AOB dusitott surfaceome fehérjelistik GO kifejezésekkel torténd in

silico sziiréese

A sejtfelszini fehérjék azonositdsanak maximalizalasa érdekében minden detektalt
fehérje esetében in silico megkdzelitéssel kovetkeztettink a sejtfelszini lokalizacidra jol
megalapozott Gene Ontology (GO) annotéacidk alapjan (4.1. tablazat). Els6ként ezt a predikcids

modszert a teljes sejtlizdtum adatallomanyara alkalmaztuk, igy definidlva a porcsejt kultirak
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GO-alapu sejtfelszini subproteomjat. Az ebben az adatbazisban szereplé 5207 fehérje koziil

885 (17%) esetében valoszinusitettiink sejtfelszini lokalizaciot.

Ezt kovetéen ugyanazon GO annotdciokkal a surfaceome mintakon is elvégeztiik a
szlrést. Az AOB-alapt dusitési eljaras szignifikdnsan megnovelte az azonositott sejtfelszini
fehérjék aranyat: minden vizsgalt idépontban és biologiai replikdtumban a fehérjék 55-60%-a
sejtfelszini lokalizacidval volt annotalva. Ezaltal az AOB jelolési technika a GO annotécids
szliréssel egybekotve jelentds eldrelépést jelenthet a sejtek surfaceome profiljanak teljesebb

kora leirasaban.

5.3. A kiilonb6zé porcsejtek surfaceome dusitdsabol szdrmazo kvantitativ

tomegspektrometriai eredmények DEP és PPI elemzése

Az eltéré stadiumu porcsejtekbdl izolalt surfaceome mintdkon végzett LC-MS/MS
vizsgalat kvantitativ eredményeit, a total proteom-hoz hasonl6an, bioinformatikai elemzésnek
vetettiik ald. Az egymadst kdvetd mintavételi napok kozott dsszehasonlitottuk a valtozo
kifejezddést fehérjék expressziods értékeit, melyeket vulkdn diagramokon ébrézoltunk (5.3.
abra). Az Osszesen 504 vizsgalt fehérjébdl azokat tekintettiik szignifikansan eltérd
expresszioval rendelkez6knek, amelyeknek a log fold change (log2FC) értéke nagyobb volt,
mint 1,0 és a Benjamini—-Hochberg korrekciéval modositott p-értéke 0,05 alatti eredménnyel
rendelkezett. Ezek alapjan Osszesen 254 fehérje mutatott szignifikdns mértekli névekvo
expressziot, valamint 170 fehérje esetében figyeltiink meg szignifikdns downregulaciot. A
porcfejlédés folyamataban dsszehasonlitottuk az egymast kovetd napok fehérje expresszidbeli
kiilonbségeit. Idépont-0sszehasonlitdsonként az up- és downregulalodott DEP-ek szdma a
kovetkezoképpen alakult: 1-3. nap kozott 72 nétt, 10 csokkent, 3—6. nap kozott 74 nott, 82
csokkent, 6-10. nap kozott 89 nétt, 31 csokkent, valamint 10—-15. nap kozott 19 nétt, 47

csOkkent.
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5.3. abra: A chondrogenikus sejtkultirakbol AOB-dusitast kovetoen kvantitativ tomegspektrometriaval
meghatarozott DEP-ek 6sszehasonlitasa az egymast koveté mintavételi napok kozott (1-3, 3—6, 6—10, 10—
15. nap). A vizszintes tengely a fehérje expresszio pozitiv vagy negativ irdnyt valtozasanak mértékét jeloli, ahol
a hatarértékek: log, fold change (logFC) >1,0. A fliggbleges tengely a valtozas szignifikanciafokat mutatja,
melynél kiiszobértéknek a korrigalt p-érték (adj. P.Val) <0,05-6t tekintettiik. A piros pontok a késébbi idépontban
upregulalt, mig a kék pontok a késébbi idépontban downregulalt fehérjéket jelolik. (N=3)

A mintavételi napok kozotti Osszes DEP részletesebb jellemzésére GO analizist
végeztiink a g Profiler segitségével. Az upregulalt fehérjék esetében a kollagén bioszintézissel
(pl. peptidil-prolil hidroxilacio [GO:0019511], L-aszkorbinsav-kotés [GO:0031418]), az ECM
érésével (GAG-bioszintézis [GO:0006024]), valamint a sejt—matrix és sejt—sejt adhézioval
kapcsolatos GO kifejezések mutattak eltérést [GO:0005925, GO:0005911, GO:0098641],
melyek Osszhangban vannak a chondrocyta-specifikus funkciokkal. Ezzel szemben a
downregulélt fehérjékre jellemzé GO kifejezések a proliferacios jelatviteli utakhoz
(transzmembran ephrin receptor aktivitds [GO:0005005], Wnt-aktivalt receptoraktivitas
[GO:0042813], az ERKI1 és ERK2 kaszkad pozitiv szabélyozasa [GO:0070374], fibroblast
novekedési faktor kotés [GO:0017134]), valamint az idegrendszeri folyamatokhoz (pre- és
post-synapticus membran [GO:0098888, GO:0099634], axondlis iranyitas [GO:0007411])
kothetdek, ami olyan sejtfelszini fehérjék jelenlétére utalhat, amelyek az idegsejtek szinaptikus

membranjan szintén megtalalhatdak.
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Az aminooxi-biotinnal dusitott sub-proteom fehérjéit a porcfejlodés teljes idészakaban
mutatott expressziés mintazatuk alapjan rendszereztiik, majd négy klaszterbe soroltuk (5.4.
abra). Ezutdn az egyes klasztereken ismét elvégeztiik a GO elemzést. Az ,,A” klaszterbe tartozo
96 fehérje progressziv upregulaciot mutatott az in vitro chondrogenesis eldrehaladtaval. Ebben
a csoportban az ECM szervezddéséhez (GO:0030198), L-aszkorbinsav-kotéshez
(GO:0031418), a kollagén alfa-lanc szintéziséhez sziikséges peptidil-prolil hidroxilécidhoz
(GO:0019511) és csontfejlédéshez (GO:0060348) kapcsolodd GO kifejezések dusultak (5.4. A
abra). A ,,B” klaszterbe sorolt 60 protein expresszidja a tenyésztés 6. napjan érte el a
legmagasabb kifejezddést, melyben tobbek kozott a transzmembran ephrin receptor aktivitas
(GO:0005005) ¢és a fibroblast novekedési faktor kotés (GO:0017134) GO kifejezések voltak
feliilreprezentéltak (5.4. B abra). A ,,C” klaszter 63 fehérjéje ezzel ellentétben atmeneti
expressziocsokkenést mutatott a 6. napon, majd ezen proteinek a kései porcfejlodési fazisban
ismételten upreguldlodtak az érett sejtkultirakban. Ebben a csoportban az RNS-polimeraz 11
foszforilacio (GO:0008353), és a sejtciklus szabalyozashoz kapcsolddo ciklin-dependens
protein szerin-threonin kindz aktivitas (GO:0004693) GO kifejezések dominaltak (5.4. C abra).
A ,,D” klaszterbe tartozo 88 fehérje expresszidja a 3. naptol kezdve folyamatosan csokkent, ami
azt sugallja, hogy ezen proteinek elsdsorban a korai differenciacidos szakaszban toltik be
szerepiiket (5.4. D ébra). A ,,B” klaszterhez hasonloan itt is megjelentek az ephrin receptorhoz
(GO:0005005) ¢és fibroblast novekedési faktorhoz (GO:0017134) kapcsolodd GO kifejezések,
tovabba kimutathatd volt a WNT jelatvitel jelenléte is (GO:0042813). Ezeken feliill az izom- és
idegrendszeri fejlédéshez tarsithatdé GO taldlatok is megjelentek a ,D” klaszterben
(GO:0007517, GO:0007411, GO:0021953), mely jelezheti az dssejtekre jellemzd plaszticitas
fokozatos megsziinését. Az ,,A” és,,C” klaszterben olyan sejtfelszini fehérjék expresszidja volt
jellemzd, mely 6sszefiiggésbe hozhatd a porciranyt differenciacidoval. Ennek okén ezt a halmazt
,chondrogenikus sejtfelszini fehérjehalmazként” neveztiik el, amely olyan proteineket foglal
magaba, mint a kollagének (COL2A1, COL6A1, COL9A2), a novekedési faktor TGFB2 és a
novekedési faktor receptor FGFR3.

82



A 273 DEP kombinalt listaja A B

—— — — Relativ /
="~ | expresszio 7
e (zértek)
E—— | &
—— = T 1
é:_ :
== =" C D
==
= =i
= =
— == M
—— |
TN AN SN SN0 - NO
2oc 8888882 gRy
[aaialalala]

5.4. dbra: A chondrogenesis soran az AOB-disitott mintikban kimutatott DEP-ek expresszio szerinti
csoportositisa a k-means algoritmus alkalmazasaval. Az abra baloldalan a 273 DEP kombinalt listaja lathato
heatmap forméjaban, melyen az X-tengely a kiilonb6z6 tenyésztési napokbol szarmazo bioldgiai replikatumokat
jeloli, az Y-tengelyen pedig a fehérjék expresszios mintazata alapjan készitett klasztereket tiintettiik fel. Az abran

crer

oldalan az eltéré kifejezddésti fehérjéket 4 klaszterbe soroltuk expresszidos dinamikajuk alapjan. Az ,,A”
klaszterben a progressziven upregulalodo, a ,,B” klaszterben a 6. napon expresszids csucsot mutato, a ,,C”
klaszterben a 6. napon expresszids volgyet reprezentald, végezetil a ,D” klaszterben a progressziven
downregulalodo fehérjék expresszids gorbéit lathatjuk. (N=3)

A sejtfelszini fehérje klasztereken részletes PP halozatelemzést is végeztiink a STRING
adatbazis segitségével (5.5. dbra). Az ,,A” klaszter PPI-hdl6zatdban az ECM 4talakulashoz
(MMP2, FN1, VCAN, DCN, PLODI1, CRTAP, P3H2, PAHA1/2), a kollagén bioszintézishez
(PLOD1, CRTAP, P3H2, P4HA1/2, P4AHB) és a fehérjehajtogatdishoz (HSPAS/PDIA3)
kapcsolodo fehérjék voltak megtalalhatoak, emellett még a vezikula-transzporthoz és az
oxidativ stresszvalaszhoz (PRDX6) kotddé komponenseket is tartalmazott. A ,,B” klaszterben
az ephrin jelatvitel dominalt, benne négy ephrin receptorral (EPHA7, EPHB1, EPHB2,
EPHB3), mely felhivja a figyelmet a fejlédési mintazatok kialakitdsdban betdltott szerepiikre.
Ugyancsak kimutathatdak voltak ebben a halmazban az endocytosisban szerepet jatszo fehérjék
(AP2M1, RABSC) ¢és a RAB GTPazok (RAB5C, RABI14), melyeket a dinamikus IC
membrantranszport kézponti elemeiként azonositanak. Az SRC ¢és az FGFR2 kapcsolatot
teremt a fokalis adhéziok és az FGF jelatvitel kozott. A ,,C” klaszterben dusultak a
cytoskeletalis szervezddéshez (ACTNI1, ACTN4, MYHY, ARF6), a kalcium jelatvitelhez
(CALM3, S100A6, ANXAIL) és a sejtadhézios utvonalakhoz (DMD, ARF6, RAPIB)
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kapcsolddo fehérjék. A halozatban a fokalis adhézid és az aktin cytoskeleton utvonalai
dominaltak az aktinin (ACTN1, ACTN4), miozin (MYH9) és disztrofin (DMD) révén. A
kalcium jelatvitel a metabolikus és gyulladdsos valaszok integralasdban jatszhat szerepet
(CALM3, S100A6). A HMGBI1 kapcsolatot teremt a sejtmagi DNS-javitas és az EC iranybol
érkezd VEGEF jelatvitel kozott. Ebben a klaszterben olyan fehérjék is megjelentek, melyek
kozremitkddnek az enchondralis csontosodas folyamatdban (TIMP3, TGFB2, THBS2,
VLDLR). A ,,D” klaszterben szintén az ephrin jelatvitel dominalt, tobb ephrin receptorral
(EPHA3, EPHA4, EPHAS, EPHA7, EPHBI1, EPHB2, EPHB3), melyek a sejtmigracio
szabalyozasahoz jarulhatnak hozza a porcnodulus-képzddés soran. A Wnt (FZD1, FZD2,
FZD7) és Hedgehog (SMO) jelatviteli utvonalak az egyedfejlodési folyamatok kulcsszereploi,
mig az EGFR/FGFR receptorok (EGFR, FGFR1, FGFR2, FGFR3) a hozzajuk kot6do

novekedési faktorok segitségével a citoplazmatikus MAPK-aktivaciot biztositjak.
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5.5. abra: A korabbi DEP klaszterekbe tartozé sejtfelszini fehérjék kozotti PPI halézat elemzése a STRING
adatbazis segitségével. Az egyes haldzatokban vagy alhalézatokban a korok mérete és szine a kapcsolatok (élek)
szamat jeloli: a nagyobb és vordsebb arnyalat korok olyan fehérjéket jelentenek, amelyek nagyobb szamu masik
fehérjével 1épnek kolcsonhatasba a halozaton beliil, mig a kisebb és fakobb kordk a kevesebb kapcsolattal
rendelkez6 fehérjéket jelolik. Az ,,A” klaszter fehérjéi ABC sorrendben: ANXA2 (annexin A2), ANXAS (annexin
AS), CRTAP (porc-asszocialt protein), DCN (dekorin), FN1 (fibronektin-1), HSPAS (hdsokk fehérjecsalad A 5.
tagja), LAMPI1 (lizoszoma-asszocialt membran glikoprotein 1), LAMP2 (lizoszoma-asszocialt membran
glikoprotein 2), MMP2 (matrix metalloproteinaz 2), P3H1 (prolil 3-hidroxilaz 1), P3H2 (prolil 3-hidroxilaz 2),
P4HA1 (prolil 4-hidroxilaz alegység a-1), PAHA2 (prolil 4-hidroxilaz alegység a-2), PAHB (protein diszulfid-
izomeraz Al), PDIA3 (protein diszulfid-izomeraz A3), PLODI (prokollagén-lizin,2-oxoglutarat 5-dioxigenaz 1),
PRDX6 (peroxiredoxin-6), RAB10 (ras-rokon protein rab-10), SDC4 (syndecan-4), VCAN (verzikan mag
fehérje). A ,,B” klaszter fehérjéi ABC sorrendben: AP2M1 (AP-2 complex alegység mii), CDK1 (ciklin dependens
kinaz 1), EPHA7 (ephrin receptor A7), EPHBI (ephrin receptor B1), EPHB2 (ephrin receptor B2), EPHB3 (ephrin
receptor B3), FGFR2 (fibroblast névekedési faktor receptor 2), RAB14 (ras-rokon protein rab-14), RAB5C (ras-
rokon protein rab-5c¢), SRC (proto-onkogén tirozin-protein kinaz src). A ,,C” klaszter fehérjéi ABC sorrendben:
ACTNI (aktinin-1), ACTN4 (aktinin4), ANXA1 (annexin Al), ARF6 (ADP-ribozilacié faktor 6), CALM3
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(kalmodulin-3), DMD (disztrofin), HMGB1 (nagy mobilitast csoport protein B1), LMNA (prelamin-A/C), MYH9
(miozin-9), PPP2R1A (szerin-threonin protein foszfatdz 2A regulatorikus alegység A alpha izoforma), RAP1B
(ras-rokon fehérje rap-1B), S100A6 (protein S100-A6), SPRR3 (kis prolin-gazdag fehérje 3), SUPTSH
(transzkripcié elongacié faktor SPT5), TGFB2 (transzformalé nodvekedési faktor-beta 2), THBS2
(thrombospondin-2), TIMP3 (metalloproteinaz inhibitor 3), VLDLR (nagyon kis denzitast lipoprotein receptor).
A ,,D” klaszter fehérjéi ABC sorrendben: EGFR (epidermalis ndvekedési faktor receptor), EPHA3 (ephrin receptor
A3), EPHA4 (ephrin receptor A4), EPHAS (ephrin receptor AS), EPHA7 (ephrin receptor A7), EPHB1 (ephrin
receptor B1), EPHB2 (ephrin receptor B2), EPHB3 (ephrin receptor B3), FAS (zsirsav szintaz), FGFR1 (fibroblast
novekedési faktor receptor 1), FGFR2 (fibroblast ndvekedési faktor receptor 2), FGFR3 (fibroblast ndvekedési
faktor receptor 3), FZD1 (frizzled-1), FZD2 (frizzled-2), FZD7 (frizzled-7), NCAMI1 (neuronalis sejt adhézios
molekula 1), PAX6 (paros dobozo protein pax-6), PODXL (podocalyxin), SMO (smoothened), YES1 (tirozin
protein kinaz yes).

5.4. Az AOB dusitott surfaceome fehérjék funkcionalis csoportositasa

A surfaceome-ra jellemzd GO kifejezések altal (4.1. tablazat) kiszelektalt sejtfelszini
fehérjéket 4 f6 funkcionalis kategoriaba osztottuk a GO ,,molecular function” és ,.biological
process” annotaciok (4.2. tablazat) alapjan: receptorok, enzimek, transzporterek, sejtadhézios
¢s sejtkapcsold fehérjék, valamint az el6zd csoportokba nem besorolhatd proteineket egy
otodik, tgynevezett egyéb fehérjék halmazba gyiijtottilk (melyhez tobbek kozott a felszini
fehérjék ismert interakcios, szabalyozd vagy kotOpartnerei tartoztak). A surfaceome fehérjék
funkcionalis megoszldsa a chondrogenesis teljes idOtartama alatt kozel allandé maradt (5.2.

tablazat).

5.2. tablazat: A kiszelektalt sejtfelszini fehérjék funkcionalis besorolasa GO annotdciok
alapjan. A 4 f6 funkcionadlis kategoria, valamint az egyéb fehérjék relativ megoszlasa a
porcdifferenciacio kiilonbozo napjain.

1. nap 3. nap 6. nap 10. nap 15. nap
Receptorok 28 % 29 % 27 % 28 % 28 %
Enzimek 33 % 31 % 32% 32% 31 %
Transzporterek 21 % 21 % 19 % 19 % 20 %
Adhézids fehérjék 24 % 23 % 23 % 23 % 23 %
Egyéb fehérjék 20 % 24 % 25 % 25 % 26 %
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5.5. A kiilonboz6 tenyésztési napokbol szdrmazd AOB dusitott surfaceome listak

kvalitativ 6sszehasonlitdsa Venn-diagram segitségével

A sejtfelszini fehérjék GO annotacio alapt sziirését kovetden a fehérjék kvalitativ
jelenlétét hasonlitottuk Ossze az egyes tenyésztési napok kozott annak érdekében, hogy
azonosithassunk olyan sejtfelszini, esetleges jovobeli biomarker-jeldlteket, amelyek a
porcdifferenciacié meghatarozott stddiumaira jellemzdek. A kiillonbozd tenyésztési napok
kozotti Venn-diagram alapi komparativ elemzés alapjan 204 fehérje mind az 5 mintavételi
napon jelen volt (5.6. abra). A migracioban, sejt—sejt kommunikacioban ¢és sejtadhézioban
szerepet jatsz6 ephrin A2 receptor (EFNA2) csak a chondroprogenitor sejteken expresszalddott
(1. tenyésztési nap). A fesziltség-fliggd, L-tipusi kalciumcsatorna alpha 1C alegysége
(CACIC), amely a Cayl.2 csatorna komponense, kiemelkedd szereppel rendelkezik a
porcsejtek kalcium homeostasisdban és kalcium jelatvitelében. Ez a csatorna alegység csak a
chondroblastokon volt kimutathato, vagyis a 3. tenyésztési napon. Harom olyan proteint is
sikertilt detektalnunk, amelyek a tenyésztés 1-3. napjan, masszéval a chondroprogenitor €s a
chondroblast stddiumban is expresszalodtak. Ide tartoznak a G-fehérje kapcsolt
receptorcsaladba tartozd M3 tipusi muscarinos acetilkolin receptor (ACM3), az ATP1B4
fehérje, amely transzkripcids ko-reguldtorként miikodhet, valamint egy Wnt jelatvitelben
szerepet jatszd szerin-threonin kindz, a kazein kindz 1 izoforma gamma-1 (KC1Gl). Bar
kifejezetten a 6. napra a Venn-diagram nem mutatott jellemzd fehérjét, a chondrogenesis korai
fazisdban (1-6. tenyésztési napok) két 0j fehérjét is sikeriilt detektadlnunk: a ciliaris
neurotrophikus faktor receptort (CNTFR) és a podocalyxin-t (PODXL). A porcfejlédés kései
szakaszara (10—15. nap) az osteopontin (OSTP) volt specifikus, mely fehérje jellemzden az
enchondralis csontosodas sordn jelentkezik. Az osteopontin a csontokban a hydroxyapatit-
osteopontin-vitronection-osteoclast hid alkotoelemeként szolgal és ezaltal a sejt—matrix
interakcioban van szerepe. Egyediil a hypertrophids chondrocytékra volt jellemzd a neurturin
receptor alpha-2 alegység (GFRA?2) kifejezddése, amely ligandkotddés utan a RET tirozin kinaz

receptor autofoszforilaciojahoz, és ezaltal aktivacidjdhoz vezet.
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5.6. abra: A chondrogenesis soran az AOB-dusitott fehérjelistak kvalitativ 6sszehasonlitasa a kiilonb6z6
tenyésztési napok kozott Venn-diagram felhasznalasaval. Osszesen 204 fehérje fejezddott ki a chondrogenesis
teljes vizsgalt idoszakaban. Az ephrin A2 receptor (EFNA2) csak az 1. napon, vagyis a chondroprogenitor sejteken
volt jelen. A 3. tenyésztési napon, a chondroblastokon fejezddott ki egyediil az alfa 1C alegysége (CACIC) a
fesziiltség kapuzott L-tipust kalciumecsatornanak. Mind az 1., mind a 3. napon detektalhaté volt azonban az M3
muscarinos acetilkolin receptor (ACM3), a protein ATP1B4, valamint a kazein kindz I izoforma gamma-1
alegysége (KC1Gl). A chondrogenesis korai stadiumaban, vagyis az 1-3—6. napon kimutathatd volt két uj fehérje,
a ciliaris neurotrophikus faktor receptor (CNTFR), valamint a podocalyxin (PODXL). A 10. és 15. napon, vagyis
a hypertrophias stadiumban megjelenik a mar ismert osteopontin (OSTP), ami a csontosodas megindulasat jelzi.
Egyediil a 15. napon, vagyis a hypertrophias chondrocytakon volt jelen a neurturin receptor alpha 2 alegysége
(GFRA2). (N=3)

5.6. A CNTFR ¢és a PODXL expressziojanak ¢és cellularis lokalizaciojanak

validalasa

A manuadlisan, GO kifejezések alapjan sziirt surfaceome fehérjelistdk Venn-diagrammal
torténd Osszehasonlitdsa alapjan minddssze két olyan fehérjét sikeriilt azonositanunk, amelyek
megfeleltek a korai chondrogenikus stadium (1-6. tenyésztési nap) kritériumainak: a CNTFR-
t ¢s a PODXL-t. Mindkét fehérje esetén a kvantitativ tomegspektrometriai vizsgalatbol
szdrmazd expresszios adatok progressziv csokkenést mutattak a differenciacio elérehaladtaval,
tovabba a 10. és 15. napon nem voltak kimutathatoak (5.7. dbra). A CNTFR esetén az 1. és 3.,
valamint a 3. és a 6. tenyésztési nap kozott is szignifikans volt a csokkenés (p <0,05). A PODXL

csak a 3. és 6. tenyésztési nap kozott mutatott szignifikdnsan alacsonyabb expressziot (p <0,05).

88



180

160

140
120

100
80
60 ]
40 .
0 _ =
1. nap 3. nap 6. nap 10. nap 15. nap
CNTFR_CHICK ® PODXL_CHICK

Relativ fehérje expresszio

5.7. abra: A CNTFR és a PODXL fehérjék kvantitativ tomegspektrometriai elemzésb6l szarmazo
expresszios adatai. Mindkét fehérje csak az els6 3 mintavételi napon (1., 3. és 6. tenyésztési nap) volt detektalhato,
valamint relativ expresszios értékiik progressziv csokkenést mutatott a porcfejlodés elérehaladtaval: a CNTFR
kifejez6dése a 1-3. és a 3—-6. nap kozott, mig a PODXL csak a 3-6. nap kozott mutatott szignifikans
downregulaciot. A két fehérjét a 10. és 15. tenyésztési napon tomegspektrometriai mddszerrel nem tudtuk
kimutatni. (N=3, * p <0,05)

A CNTFR ¢és a PODXL expresszidjanak igazolasdra western blot technikat
alkalmaztunk a porcosodd micromass sejtkultarakbol szarmazo6 teljes sejtlizatumokon,
amelyeket az AOB-dusitott mintdkkal megegyez6 tenyésztési napokon gytijtottiink. Mind a
CNTFR, mind a PODXL kimutathat6 volt a nitrocellul6z membranokon a géldokumentécios
rendszerben torténd hivas soran. A CNTFR esetében egy jol elkiiloniild sav volt megfigyelhetd
koriilbeliil 43 kDa-nal, amely megfelel a fehérje prediktalt molekulatomegének. A CNTFR
western blottal kimutatott expresszidja hasonld mintdzatot mutatott a differencidcid
elérehaladtaval (5.8. A dbra), mint az el6zéekben abrazolt kvantitativ proteomikai eredmények.
Emellett a CNTFR jele alacsony mértékben detektalhato volt a 10. és a 15. napon is. Hasonloan
a PODXL is specifikus savként jelent meg ~60-70 kDa koriili magassagban, melynek
expresszios dinamikdja szintén kovette a tomegspektrometriai vizsgalatbol szdrmazd
kvantitativ eredményeket (5.8. B d&bra). Ezen kiviil a PODXL bar kimutathato volt a 10.

tenyésztési napon, de a 15. napon nem latszodott chemiluminescens jel.
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5.8. dbra: A CNTFR és a PODXL expresszidjanak ellenérzése meghatarozott tenyésztési napokbol szirmazo
chondrogenikus micromass sejtkultirak teljes sejtlizatumain. A CNTFR a predikalt ~43 kDa magassagban
jelent meg a membranon. Az els6 3 minta esetén erdteljesebb, mig a 10. és 15. tenyésztési napbol szarmazo
mintaknal gyengébb jelolést mutatott. A PODXL jele szintén az elére meghatarozott 60—70 kDa savban jelent
meg. A teljes sejtlizatumbdl szarmazé mintakban az 1-10. nap k6zott volt kimutathato a fehérje, a 15. napon
azonban nem adott chemiluminescens jelet. Kontroll fehérjének aktint alkalmaztunk. Reprezentativ western blot
felvételek.

A CNTFR ¢és a PODXL cellularis lokalizciojanak meghatarozasdhoz immuncitokémiai
jelolést végeztiink, melyrdl konfokalis mikroszkdp segitségével felvételeket készitettiink (5.9.
abra). A CNTFR fluoreszcens jele a differencialodas kezdeti szakaszaban homogén modon
szemcsés eloszlast mutatott, és jelen van mind a citoplazmaban, mind a sejtmagban. A 6. naptol
kezdédden a jel fokozatosan a PM-hez kozeli régidkban lokalizalodik, mely tendencia a 15.
napon is megfigyelhetd. A PODXL ezzel szemben mar az 1. naptdl kezdve lokalis eloszlast
mutat. A fluoreszcens jel intenzitdsa a chondrogenesis eldrehaladtaval folyamatosan cskken,
a 15. napon pedig csak nagyon alacsony szinten detektalhaté. Erdekes megfigyelés, hogy a
PODXL elsdsorban a sejtnyulvanyok vezetd ¢€léhez kozel koncentraldédott, ami potencialis
szerepére utalhat a sejtmorfoldgia és a migracid szabalyozasaban, kiilondsen a porcfejlodés
korai szakaszaban. Bar a képek elemzése kvalitativ jelleggel tortént, mindkét marker esetében
a porcdifferencialodas kés6bbi szakaszaiban csokkend jelintenzitast tapasztaltunk, hasonloan a

tomegspektrometriai és western blot eredményekhez.
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5.9. abra: A CNTFR és a PODXL cellularis elhelyezkedésének ellendrzése chondrogenikus sejtkultiriakon
immuncitokémiai jelolést kovetéen késziilt konfokalis felvételek felhasznalasaval. A felvételek 3 féle réteg
egyesitésébdl szarmaznak: fénymikroszkop mddban a sejtek konturja abrazolodik, a vilagos kék szin a sejtek
magjat jelolo DAPI festék, a piros szin pedig a szekunder antitesthez konjugalt Alexa 555 fluoreszcens festék
mindkét target fehérje esetén. A CNTFR altal adott jel kezdetben homogén, granularis megjelenésii, megtalalhato
a citoplazmaban ¢és a sejtmagban is. A 6. naptdl egészen a 15. napig a jel egyre inkabb a sejtmembranhoz kozel
lokalizaloédik. A PODXL egészen az 1. naptol kezdve fokalis megjelenést mutat. A fluoreszcens jel intenzitdsa a
chondrogenesis késobbi stadiumaiban egyre csdkken, a 15. napon pedig alig detektalhatd. Reprezentativ
konfokalis felvételek.

5.7. A clusterin interakcids partnereinek ¢és az OA-ban megvaltozott

expressziojanak bemutatdsa

5.7.1. A STRING adatbazisbol szarmazo, CytoScape programmal létrehozott CLU interakcios

halozatanak ismertetése

A STRING adatbazis alapjan a CLU fehérjének jelenleg 25 interakcids partnerét
ismerjiik. A generalt CLU ,,connectome” halozat 53 ¢élt (kapcsolatot, edge) tartalmazott, az
egyes csomopontok (fehérjék, node) atlagos fokszama 4,08 volt, tovabba a fehérje—fehérje
kolcsonhatasokat tekintve a disulasi p-érték <1,0 e7'¢ volt (5.10. abra). A CLU héalézatanak
legfontosabb elemei kozott szerepeltek IC chaperonok (HSPAS, HSP90BI1), valamint
aggregatumképzo fehérjék (APP, SNCA, PRNP), amely taldlatok a CLU és a neurodegenerativ
betegségek kozotti tobbszintli kapcsolatot figyelembe véve nem meglepd (5.3. tablazat). Az
azonositott fehérjecsoportok porcsejtekben, porcfejlddésben €s az OA-ban betoltott szerepét a

Megbeszélés fejezetben targyalom részletesen.
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5.10. abra: A clusterin STRING interakcios halézata. Az interakcios élek szinkddolasa a kovetkezOképpen
tortént: vilagoskék — ismert interakcio lektoralt adatbazisokbol; magenta — kisérletesen bizonyitott interakcio; zold
— elére jelzett interakcid génkornyezet alapjan; piros — génfuzidkra utald kapcsolat; sotétkék — gének egyiittes
eléfordulasa; limezdld — szOveg-banyaszatbdol szarmazd interakcid; fekete — ko-expresszio; lila — fehérje-
homolodgia alapjan definialt kapcsolat. A halézatban szerepld fehérjék roviditései ABC sorrendben a kovetkezok:
APP (amyloid-B A4 protein), ATP7B (ATPaz, réztranszportald béta alegység), BAX (BCL2-asszocialt X
apoptdzis szabalyozd), BCL2L1 (BCL2-szer(i 1), C9 (complement fehérje C9), CLU (clusterin), COMMDI
(rézanyagcsere Murrl domén tartalmu fehérje), FAM169A (szolubilis lamin-asszocialt fehérje), HSP90B1
(hésokk fehérje B csalad [Hsp90] 1. tagja), HSPAS (hésokk fehérje A csalad [Hsp70] 5. tagja), HYOU1 (hypoxia
altal upregulalt fehérje 1), LALBA (o-laktalbumin), LRP2 (alacsony denzitasu lipoprotein receptorhoz hasonlo
fehérje 2), LYZ (lysosim), LYZL4 (lysosim-szerii fehérje 4), MOCOS (molibdén kofaktor szulfuraz), MSRB1
(metionin-szulfoxid reduktaz B1), PDIA3 (protein diszulfid-izomeraz A csalad 3. tagja), PLXNA4 (plexin A4),
PRNP (prion protein), SNCA (alpha-synuclein), SPACA3 (spermium acrosoma-asszocialt fehérje 3), SPACAS
(spermium acrosoma-asszocialt fehérje 5), SPACASB (spermium acrosoma-asszocialt fehérje 5B), TTR
(transthyretin), XRCC6 (rontgensugarzas-indukalt javito fehérje 6).
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5.3. tablazat: A clusterin STRING-hadlozataban szereplo interakcios entitisok a kapcsolatok
szamai alapjan csékkend sorrendben. A clusterinnel kozvetett kapcsolatban allo fehérjék dolt
betiivel szerepelnek.

Entitas Fehérje neve Kapc§olat0k
szama

CLU clusterin 19
HSPAS hésokkfehérje A csalad (Hsp70) 5. tagja 10
APP amyloid-B A4 protein
SNCA alpha-synuclein
HSPI90BI1 hésokkfehérje B csalad (Hsp90) 1. tagja
PRNP prion protein
TTR transthyretin
BAX BCL2-asszocialt X apoptozis szabalyozo
PDIA3 protein diszulfid-izomeraz fehérje A csalad 3. tagja

BCL2LI BCL2-szerli 1
HYOUI hypoxia altal upregulalt fehérje 1

LYZ lysosim

LRP2 alacsony denzitasu lipoprotein receptorhoz hasonl6 fehérje 2
ATP7B ATPéaz, réztranszportald béta alegység

C9 complement fehérje C9

COMMDI1 |rézanyagcsere Murrl domén tartalmu fehérje
XRCC6 rontgensugarzas-indukalt javito fehérje 6
LALBA a-laktalbumin

MSRBI1 metionin-szulfoxid reduktaz B1

PLXNA4 plexin A4

FAMI169A4 | Szolubilis lamin-asszocialt fehérje

LYZL4 lysosim-szerti fehérje 4

MOCOS molibdén kofaktor szulfuraz

SPACA3 spermium acrosoma-asszocialt fehérje 3
SPACAS spermium acrosoma-asszocialt fehérje 5

O O OO O O = = = NDMNDNDNDWRAPBMPBPMODONDN I VOO

SPACASB | spermium acrosoma-asszocialt fehérje 5B

A CLU hélézatban kdlcsonhato komponensek bovebb azonositasa céljabol a CytoScape
beépitett PubMed-alapt szovegelemzd (text-mining) funkcidjat alkalmaztuk a kordbbi
connectome kiterjesztésére. Ezt kovetden meghataroztuk a CLU OA-val dsszefiiggd interakcios
halozatat is, melyhez szintén a CytoScape PubMed-alapt szovegelemzé moduljat hasznaltuk
fel a ,,clusterin” €s ,,osteoarthritis” kulcsszavak segitségével. A halozatban olyan kdlcsonhato
partnerek jelentek meg, amelyeket a clusterin és osteoarthritis keresdszavakkal egyiitt
emlitenek a PubMed 4altal indexalt tudomanyos kozleményekben. A keresés mindossze 13

kdlcsonhato entitast eredményezett, melyek koziil 6t molekula elsddleges, direkt kapcsolatnak
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bizonyult (AFM, APOA4, HPX, CLU, C7), mig tovabbi hét fehérje masodlagos, indirekt
kapcsolattal rendelkezett (PRG4, MMP3, ORM2, PROC, IGLLS5, IGFALS, SERPINA4) (5.4.
tablazat).

5.4. tablazat: A Cytoscape szoftver szovegelemzd (text-mining) funkcidja altal a clusterin és
osteoarthritis keresoszavak felhasznaldasaval létrehozott interakcios halozat elemei. Az
entitasokat a kapcsolatok szama alapjan csokkend sorrendben tiintettiink fel. Az elsé és masodik
rétegben talalhato interaktorokat kiilon soroltuk fel.

Entitas Fehérje neve Kapc§olat0k
szama
Elsorendii interakcios partnerek
AFM alpha-albumin 6
APOA4 apolipoprotein A-4 6
HPX beta-1B-glycoprotein/hemopexin 5
CLU clusterin 4
C7 complement fehérje C7 2
Masodrendii interakcios partnerek
PRG4 proteoglikan 4, lubricin 15
MMP3 matrix metalloproteinaz 3 11
ORM2 alpha-1-savas glycoprotein 2/oromucosid 2 4
PROC protein C 3
IGLLS immunoglobulin lambda-szer(i polypeptid 5 1
IGFALS insu,lin,-szerﬁ névek?dési faktor-koto fehérjekomplex 1
savérzékeny alegysége
SERPINA4 |serpin peptidaz inhibitor A csalad 4. tagja 1

5.7.2. Az IPA tudasbazis segitségével létrehozott CLU interakcios halozat ismertetése

A CLU interactome-jdnak atfogd elemzését az IPA tudasbazisaval is elvégeztiik, és
tovabbi jelatviteli Utvonalakat, valamint kolcsonhatd partnereket azonositottunk. Az IPA
adatbazisbol kivalogattuk azt a 26 molekuldkat, amelyek expressziojat a halozatelemzés soran
felhasznalt szakirodalmi adatok alapjan a CLU pozitivan vagy negativan szabalyozza (5.11.
abra). A CLU gatolja 12 fehérje, koztiik a hiszton h3, BAX, ATP7B, SREBF1, Ciap, IL-6,
prosztaglandin E2, koleszterin-é¢szter, CDKN1A, CXCL8, CDHI, valamint a ATP7A
expressziojat, azonban serkenti 14 protein, koztiik a BCL2L1, NFKBIB, MMP2, NFKBIA,
RADI17, APP, SMAD3, AKTI1, SMAD2, HSPAS, TP53, TNF, BCL2, tovabba az MMP9
kifejezodését. Az eldzé alfejezetben targyalt STRING adatbazisbol nyert interakcios
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partnerekkel Gsszehasonlitva, mindkét vizsgalat kimutatta a BAX, ATP7B, BCL2L1, APP,
valamint a HSPAS kapcsolatat a CLU-nel. A viszonylag kismértékii atfedés a két halozatelemzd
modszer technikai kiilonbségébdl és beallitasi paramétereibdl szarmazhat. Azonban ezek azok
a fehérjék, amelyek nagy valoszinliséggel kolcsonhatasban allnak a CLU-nel. Az OA
kontextusaban kiilondsen jelentés a CLU-fliggd pozitiv és negativ szabalyozas tobb molekula

esetében is, melyeket a MegbeszElés fejezetben fogok roviden ismertetni.

5.11. dbra: A clusterin altal szabalyozott molekulak halézata az IPA tudasbazisa alapjan. Az aktivaciot
narancssarga, a gatlast kék szaggatott vonal jelzi. A halozat fehérjéi az orajarasnak megfelelden a kovetkezok:
CLU (clusterin), BAX (BCL-2 asszocialt X), BCL2L1 (BCL2-szerti fehérje-1), NFKBIB (NF-kappa-B inhibitor
beta), ATP7B (réz-transzporter ATPaz-2), MMP2 (matrix metalloproteinaz-2), NFKBIA (NF-kappa-B inhibitor
alpha), RAD17 (sejtciklus ellenérzé protein RAD17), APP (amyloid-$ A4), SREBF1 (szterol regulatorikus elem-
koté fehérje 1), SMAD3 (Mothers against decapentaplegic homolog 3), Ciap (cellularis inhibitora az
apoptosisnak), IL-6 (interleukin-6), AKT1 (RAC-alpha szerin/treonin-protein kinéz), SMAD2 (Mothers against
decapentaplegic homolog 2), HSPAS5 (hdsokk fehérje A csalad [Hsp70] 5. tagja), TP53 (cellularis tumor antigén
p53), TNF (tumor nekrozis faktor), prosztaglandin E2, koleszterol-észter, BCL2 (apoptosis regulator Bcl-2),
CDKNI1A (ciklin-dependens kinaz inhibitor 1A), CXCL8 (interleukin-8), CDH1 (kadherin-1), MMP9 (matrix
metalloproteinaz-9), ATP7A (réz-transzporter ATPaz-1), hiszton H3.
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5.7.3. CLU halozatképzés molekularis aktivitason alapulo predikcio segitségével az OA

kontextusaban

Az IPA tudasbézison alapuld, molekularis aktivitast felhasznélo predikcids elemzés 6t
kulcsfontossag szabalyoz6 jelatviteli utvonalat azonositott, amelyek a CLU szempontjabol

relevansak lehetnek az OA pathologidjaban (5.12. abra).
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5.12. abra: Az IPA tudasbazis felhasznaliasaval molekularis aktivitds predikcién alapulé interkacidék a
clusterin és az OA-ban szerepet jatszé partnerek kozott. A halozatdban a narancssarga vonalak az aktivaciot,
a kék vonalak a gatlast szimbolizaljak. A folyamatos vonal a nagy konfidenciaju predikciot, a szaggatott vonal
csak a valosziniisithetd interakciot jelzi. A kimutatott molekulak ABC sorrendbe rendezve a kdvetkezok: CCL2
(C-C motivumu kemokin-2), CDKN2A (ciklin-dependens kinaz inhibitor 2A), CLU (clusterin), IL6 (interleukin-
6), MMP9 (matrix metalloproteindz-9), MMP2 (matrix metalloproteinaz-2), SMAD2 (Mothers against

decapentaplegic homolog 2), SMAD3 (Mothers against decapentaplegic homolog 3), valamint TNF (tumor
nekroézis faktor).
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Az EC térben az MMP2, MMP9 matrix metalloproteinazokat, illetve az IL6, TNF ¢s CCL2
ligandokat predikalta fontos jelatviteli komponensekként. A sejten beliil a SMAD2 és SMAD3
transzkripcids faktorok, valamint a CDKN2A sejtciklust szabalyozé fehérje mutatott nagyfoka
kapcsolatot a CLU-nel. Az MMP9, TNF, CCL2, MMP2, SMAD3, SMAD2 ¢s CDKN2A
fehérjéket a CLU upregulalja, azonban az IL-6 iranyaban az elemzés nem talalt meggy6z6
bizonyitékot. Ezen tulmenden mindegyik kimutatott molekula negativ feed-back
mechanizmussal rendelkezik. Az emlitett folyamatok alapjan a halézatban szerepld interakcios
partnerek egymassal bonyolult szabalyozasi halot alkotnak, mely mutatja a sejtek mikodésének
nagyfoku komplexitasat. Az elemzés 5 fO jelatviteli tengelyt azonositott a halozatban: a
proinflammatorikus IL-6 citokin, a stresszvalaszokat szabalyozo TNF-a, az ECM Gsszetételét
befolyasold matrix metalloproteinazok, a sejtciklust gatldé CDKN2A, valamint a TGF-§
jelatvitelben szerepldé SMAD2/3 Utvonalakat. Az 5 {6 tengely porcsejtekben, porcfejlédésben

¢és az OA-ban betoltott szerepét a Megbeszélés fejezetben targyalom.
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6. MEGBESZELES

6.1. Az in vitro chondrogenesis sejtfelszini fehérjéinek vizsgalata

6.1.1. A csirkeembryo végtagtelepbol szarmazo modell megbizhatosaga és validalasa

A jelen disszertacio egyik alapvetd célja volt a chondrogenesis iddfiiggd proteomikai
valtozésainak feltérképezése egy csirkeembryo végtagtelepb6l szarmazd micromass
modellben. Az altalunk alkalmazott sejtkultara tipus hossza ideje az egyik legstabilabb és
leginkébb reprodukalhaté in vitro modszer a porcképzddés vizsgalatara [370]. Ennek biologiai
alapja, hogy a szoros sejt-sejt kapcsolatok a nagy sejtstirtiségli kornyezetnek koszonhetden
onmagaban képesek aktivalni a kondenzacids és differenciacios sejtprogramokat, amelyek a
porcfejlodés korai szakaszait jellemzik in vivo is [391]. A savas DMMK alapt szdvettani festés
eredményei megerdsitették, hogy a modellben jol nyomon kdvethetd a porcfejlédés klasszikus
iddbeli lefutasa: a korai, ECM-et alig termelé chondroprogenitor allapotot a 3. naptdl megjelend
intenziv GAG-szintézis, majd a 6—10. nap kozott kialakuld, nagy ECM-tartalmu poresejtkultira
koveti. A 10-15. nap kozotti enyhébb ECM-ndvekedés megfelel a hypertrophias dtmenetnek,
amely a késdi chondrogenesis, majd az enchondralis csontosodés jellegzetessége [392]. A
hisztologiai felvételek, valamint a beldliik szamitott metachromasia index alakulasa, tovabba a
korabban a kutatocsoportunk altal elvégzett részletes transzkriptomikai elemzések egyiittesen
tamasztjak ala, hogy a micromass sejtkultira hiien koveti a porcdifferenciaci6 ismert fejlédési

mintazatat [15].

Ezen eredmények alapjan az alkalmazott micromass modell megbizhato alapot
biztositott a proteomikai valtozasok idébeli kdvetéséhez, valamint a sejtfelszini fehérjekészlet

(surfaceome) dinamikajanak feltérképezéséhez.

6.1.2. A total proteom és a surfaceome valtozasainak osszehasonlitisa a porcdifferencidacio

elorehaladtaval

A teljes protecom LC-MS/MS vizsgdlatdval 5207 fehérjét vagy fehérjecsoportot
azonositottunk, amely a chondrogenesis soran aktivalodo, gatlédo vagy valtozatlanul jelenlévo
molekularis folyamatok széles spektrumat fedi le. A PCA analizis egyértelmii iddbeli
elrendezddést mutatott, ami arra utal, hogy a differenciacid folyamatiban a teljes proteomra

egyfajta stadiumspecifikussag jellemz6. Az elsd fOkomponens altal magyardzott magas
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variancia (42%) azt jelzi, hogy a porcsejtek érése markans globalis atrendezddést idéz eld,
kiilonosképpen az ECM fehérjék (fibronektin, II-es tipusu kollagén, aggrekan) kifejezodésében.
Ezen megfigyelések jol illeszkednek a korabbi omikai vizsgalatok eredményeihez, amelyek a
chondrogenesis soran fokozatos €és programszerli transzkripcids €s transzlacios atallasokat

mutattak ki [393,394].

A teljes proteom ¢és az AOB dusitott fehérjelistdk Osszehasonlitasanak egyik
legfontosabb megallapitasa az volt, hogy a teljes sejtlizatumban detektalt fehérjék csupan
23%-a fedett 4t a sejtfelszini dusitassal nyert proteinekkel. Ez azt jelzi, hogy a hagyomanyos
proteomikai modszerekkel a membranhoz kotott és az EC felszinen megjelend fehérjék jelentds
része rejtve marad, ami mas tanulméanyokban is ismert metodikai kihivas [395-397]. Az AOB-
alapt moddszer azonban dramaian ndvelte a detektalt sejtfelszini fehérjék ardnyat: minden
idépontban az azonositott fehérjék tobb mint fele (55-60%-a) surfaceome-hoz kothetd GO
annotaciot kapott. Ezzel ellentétben ugyanez a GO annotécios sziirés a total proteom esetén a
fehérjék csak 17%-anak valoszinisitett sejtfelszini elhelyezkedést. Ez a jelentds eltérés kiemeli
a dusitas hatékonysagat, kiilondsen az alacsony kopiaszdmu receptorok, adhézids molekulak és
transzporterek feltardsdban, amelyek a jelatvitel, a sejtkapcsolatok és a kiilsé kornyezet
érzékelésének elsddleges medidtorai. Mivel a legtobb sejtfelszini fehérje tipikusan alacsony
expresszioval rendelkezik és térszerkezetiik miatt kevésbé vizoldékonyak [398], az AOB-alapu
izolalasi technika lehetdvé teszi olyan molekuldk azonositasat, amelyeket hagyomanyos, teljes
proteomikai vizsgalatokban a magas expresszioju, szolubilis fehérjék elfednének. Mindez azt
is jelenti, hogy a surfaceome vizsgalata nélkiil a chondrogenesis korai, részben a sejtfelszinhez

kothetd jelatviteli folyamatai rejtve maradnéanak.

Eredményeink tehat alatdmasztjdk a surfaceome-analizis 1étjogosultsdgat olyan
bioldgiai rendszerekben, ahol a sejtfelszini kommunikéacid kulcsfontossagu a fejlodési

programok meghatarozasaban €s iranyitasaban.

6.1.3. A surfaceome fehérjék expressziojanak temporalis valtozdsai a chondrogenesis

folyamataban

A tomegspektrometriai vizsgalat 6sszesen 504 eltérd fehérjét detektalt az AOB dusitott
mintdkban. A kiilonb6z0 mintavételi napok eredményeinek Osszehasonlitisa sordn a
szignifikans mértékben megvaltozott expresszidju fehérjék (DEP-ek) koziil 254 upreguléciot,

mig 170 downregulaciot mutatott a porcfejlodés elérehaladtaval. Az upregulalt fehérjék kozott
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olyan kulcsmolekulék jelentek meg, amelyek a GO analizis alapjan a chondrocyték sejt—sejt-,
illetve sejt-ECM kommunikécidjdhoz, a kollagén bioszintéziséhez, valamint a GAG-
termelés¢hez kapcsolodnak, mely biologiai folyamatok més chondrogenikus modellekben is
megjelentek [399]. Ezzel szemben a csokkent expresszioji fehérjék kozott szamos olyan
receptor, jelatviteli komponens és neurogén markermolekula jelent meg, amelyek a
mesenchymalis plaszticitasra jellemzdek, de a differenciacio elérehaladtaval fokozatosan
elveszitik jelentdségiiket. A szinapszisokhoz, illetve axon ndvekedéhez tartozd fehérjék
jelenléte alatdmasztja a korai chondrogenikus stddiumban a chondroprogenitorok
mesenchymalis Ossejt eredetét, mely allapotban még jelentdés a tobbiranyt differenciacios
potencial, ellenben a chondrogenesis soran fokozatosan hattérbe szorul [400]. A porcszdvet €s
idegszovet kapcsolatat tovabb erdsiti az a megfigyelés is, melynek sordn Schwann-sejt

prekurzorok chondrocytakkd differencidlodtak in vivo egérben és zebrahalban [401].

A bioldgiai interpretacid szempontjabol kiilondsen fontos volt megismerni, hogy a
detektalt surfaceome DEP-ek expressziés mintdzata hogyan illeszkedik a chondrogenesis
ismert stddiumaihoz. A tovabbi hierarchikus elemzés négy jol elkiilonithetd fehérjecsoportot
eredményezett, amelyek a chondrogenesis kiillonb6zd szakaszaihoz kothetdk. Azonban a
klaszterezés célja nem csupan a fehérjék kvantitativ valtozasainak rendszerezése volt, hanem
azok biologiai Osszefiiggéseinek feltarasa is, amely révén azonosithatova valtak a differenciacio
kulcsfontossagli molekularis hajtoerdi. Az expresszios dinamikak megjelenitése és funkcionalis
értelmezése alapjan minden klaszter specifikus szerepet t6lt be a chondrogenesis idévonalanak
valamely pontjan, ami 6sszhangban van a sejtfelszini fehérjék funkcionalis sokszintiségével,

valamint azok eltérd temporalis aktivacids/deaktivacidés mechanizmusaival.

Az ,,A” klaszterre a fehérjék progressziv upregulacidja volt jellemzd a chondrogenesis
teljes folyamataban, mely proteinek szdmos, az ECM-szervezddés ald tartozo sejtfolyamatot
szabalyoznak. A kapcsolodd GO-kifejezések, mint a kollagén bioszintézishez sziikséges
peptidil-prolil hidroxilacié vagy a csontfejlédési itvonalak jelenléte jelzi, hogy ezek a fehérjék
aporcképzddés elérehaladtaval, majd az enchondralis csontosodas soran valnak meghatarozéva
[402]. A klaszterbdl képzett PPI-hdlozat gazdag volt olyan ECM-érlelé ¢s ECM-modifikalo
fehérjékben, mint a 2-oxoglutarat-dependens oxigendz enzimcsaladba tartozo PLODI1, P3H2,
P4HA1/2, vagy a PAHB, amelyek a kollagén keresztkotések stabilizalasahoz elengedhetetlenek
[403]. Emellett erds kapcsolat mutatkozott a fehérjehajtogatd chaperonok iranyaba (példaul
HSPAS [méasnéven: BiP, GRP78] és PDIA3 [masnéven: ERp57]), amelyek dontd szerepet

toltenek be a kollagének, illetve egyéb szekretalt vagy membranhoz kotott fehérjék érési
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folyamatdban [404,405]. A PPI hélézat kozponti, legtobb kapcsolatot kialakitdo eleme a
fibronectin-1 volt, mely ECM fehérje kapcsolatot alakit ki a kollagén molekulak és a porcsejtek
az egészséges chondrogenesis sordn [406]. A klaszterbe tartozd fehérjék jol mutatjak a
porcsejtek €s a kollagének kozotti szoros, €s egyben bilateralis kapcsolatot, ami az expresszios
mintazat alapjan a porcfejlédés elérehaladtaval egyre erdsebbé valik. Ez a megfigyelés tovabb
erésiti a végtagtelep eredetli micromass sejtkultirdk alkalmazhatdsagat a porcfejlodés

tanulmanyozasaban.

A ,,B” klaszterben egy atmeneti expresszios csucs volt tapasztalhatd, melyben a
proteinek nagy része elsdsorban a sejtek fejlodési mintazatat szabalyozza. A klaszter fehérjéi
foként a chondrogenesis 6. napjan mutattdk a legmagasabb expresszidt, ami egy ideiglenes
jelatviteli tazis meglétére utal. A feliilreprezentalt GO-kifejezések — koztiik a transzmembran
ephrin receptor aktivitds (GO:0005005) és az FGF-jelatvitelhez kapcsolodd funkciok
(GO:0017134) — olyan szabalyozasi folyamatokat takarnak, amelyek a morphogenesis térbeli-
idébeli mintazatainak kialakitasaban jatszanak szerepet. Az ephrin—Eph receptor tengely jol
ismert modulatora a sejtmigracionak, a sejtsors eldontésének ¢€s a sejt—sejt tdvolsagok
finomhangolasanak [407]. Az altalunk kimutatott ephrin receptorok (EPHA7, EPHB1, EPHB2,
EPHB3) koziil méar leirtak az EPHBI [408], valamint az EPHB2 [409] jelenlétét és szerepét az
enchondralis csontosodas soran. Ezen megfigyelés alapjan feltételezhetd, hogy az ephrin
jelatvitel nemcsak az embryonalis fejlddés korai fazisdban aktiv, hanem a chondrogenesis
kozépsod szakaszaban is, ami funkciojat tekintve arra utal, hogy a chondroblast populacidk
pozicionalasaban ¢és a kondenzalt porcmatrix stabilizaldsdban vehet részt. Hasonld expressziot
mutatott az FGFR2 receptor, melynek végtagfejlodésben betoltott funkcidjat mar korabban is
vizsgaltak. Fejlédd csirkeembryok végtagbimboiban az FGFR2 gétlasa rovidebb, de vaskosabb,
sz¢élesebb ¢€s részben fuzionalt porcelemek megjelenéséhez vezetett [410]. Mivel az emlitett
kutatasban az FGFR2 foként a porcprekurzor-kondenzaciéo helyein fejez6dott ki a
végtagfejlddés soran (mind in vivo, mind in vitro), ezért az eredmények arra utalnak, hogy az
FGFR2-nek chondrogenesis-gatld hatdsa van, amely korlatozza a kialakul6d csontvazelemek
oldaliranyu kiterjedését, megtartva a végtagok hosszanti fejlodését. A klaszterben szerepld
RAB GTPazok (RABSC, RAB14) és endocytosisban részt vevd fehérjék (AP2M1, RAB5C)
PPI halozata azt jelentheti, hogy az intenziv membran- és anyagforgalom fontos sejtélettani
funkciok lehetnek a chondroblast-allapot soran. Egy japan kutatdcsoport eredményei alapjan az

intracellularisan elhelyezked6 CCN2 interakcidba 1ép a RAB14 GTPazzal a Golgi-apparatusbol
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a PM felé tarto, proteoglikdnokat tartalmazé vezikulumokon, ezaltal feltehetden szerepet jatszik

c sy

A ,,C” klaszter: atmeneti gatlas, majd késoi ujra aktivacido — mely fehérjék a sejtciklus
¢s a metabolikus Ujraszervezddés szerepét hangsulyozzak. Eme klaszter kiilonosen érdekes
mintazatot mutatott: a ,,B” klaszterrel ellentétesen ezen fehérjék expresszidja atmenetileg
visszaesett a 6. napon, majd a késdbbi napokban fokozatosan ujra aktivalédott. Az RNS-
polimeraz 11 foszforilacié (GO:0008353), valamint a ciklin-dependens kindz aktivitas
(GO:0004693) GO kifejezések jelenléte arra utal, hogy a chondroblastok ECM-termel6 fazisat
kovetden a sejtek részben Ujra aktivaljak az altalanos fehérjeexpresszidhoz, sejtosztodashoz, és
sejtdifferencidciohoz kapcsolhatdé utvonalakat. Ez a mechanizmus 0sszhangban van mas
porcmodellekben megfigyelt jelenségekkel [412], ahol a hypertrophias chondrocytdk is
fenntartanak egy alapszintli (transz)differenciacids potencialt és génexpresszios plaszticitast
annak érdekében, hogy reagalni tudjanak az Oket érd kiilonb6zé mechanikai és hormonalis
ingerekre. A klaszterbol képzett PPI halozat egyik legfontosabb része a fokalis adhézidhoz és
az aktin cytoskeletonhoz kothetd az aktininek (ACTN1, ACTN4), a miozin (MYH9), a
disztrofin (DMD), az ADP-ribozilacios faktor 6 (ARF6), valamint a Ras-rokon 1B fehérje
(RAPIB) révén. A fokalis adhéziot kialakitdo fehérjekomplex nemcsak egy sejt—-ECM
kihorgonyz¢ struktira, hanem egy olyan jelatviteli kdzpont is, amelyen keresztiil kiilonféle
sejtesemények — pl. sejtadhézid, migracioé és proliferacié — indulnak el a porcsejtekben [413].
Az éltalunk is hasznalt, mesenchymalis eredetii embryonalis végtagbimb6 modellben a fokalis
adhéziot a chondrogenesis pozitiv regulatoraként irtak le [414], mig egy masik tanulméanyban az
aktin cytoskeleton atrendezddés a hypertrophids chondrocytdkra volt jellemzd [415]. Ezen
megfigyelések javarészt Osszhangban allnak a fehérjék expresszios dinamikajaval, mivel
kifejezddésiik az érett chondrocyta stddium kezdetén mérséklddik, majd egyre fokozddik a
terminalisan differencialt allapot iranyaban. Egy 2024-ben megjelent kutatasban kimutattak,
hogy a kollagéntartalmi hidrogélben tenyésztett csontveld eredeti MSC-k az ACTNI ¢és
ACTN4 aktininek downregulacidja révén chondrogenikus irdnyba tudtak differencidlodni [416],
kiemelve a két fehérje negativ szabalyozd szerepét a porcfejlddés soran. A klaszter egy masik
halozatrésze tovabb erdsiti a kisérleteinkhez hasznalt végtagtelep eredetli in vitro modell
alkalmazhatdsagat, mivel az enchondralis csontosodassal Gsszefiiggésben 1évo fehérjéket is
sikeriilt kimutatnunk (TIMP3, TGFB2, THBS2, VLDLR). A TIMP3-nak (matrix
metalloproteinaz inhibitor 3), mely a klaszter halozatanak egyik kdzponti eleme volt, korabban

mar bizonyitottak chondroprotektiv hatdsat [417]. Ezen tGlmenden a TIMP3 szignifikansan
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alacsonyabb mértékben fejezddott ki OA betegek porcsejtjeiben az egészséges chondrogenikus
sejtekhez képest [418], amely megfigyelések lehetOséget teremtenek a fehérje jovobeli

diagnosztikus markerként val6 felhasznalasara.

A ,,D” klaszterben az Ossejtekre jellemz6 plaszticitast szabalyozo molekulédk fokozatos
mérséklddése volt megfigyelhetd. A klaszter fehérjéinek expresszidja a 3. naptdl folyamatosan
csokkent, ami arra utal, hogy dontéen a chondroprogenitor és chondroblast allapot sajatossaga.
A haldézatelemzésbdl kimutatott izom- és idegrendszeri fejlodéshez tarsitott GO-kifejezések
(GO:0007517, GO:0007411, GO:0021953) jol illusztraljdk azt a pluripotens jellegli
tulajdonsagot, amelyet a mesenchymalis eredetii sejtek a specializaci6 elétt hordoznak, mivel
az MSC-k képesek myocytakka és neuronokka is differencidlodni [400]. A ,,B” klaszterhez is
csoportositott ephrin receptorokon (EPHA7, EPHB1, EPHB2, EPHB3) kiviil, 3 tovabbi fehérjét
is a ,,D” klaszterhez sorolt az elemzés: EPHA3, EPHA4, EPHAS. Egy 2018-as tanulmanyban
az EPHA4 és EPHAS gének expresszidja jelentds eltérést mutatott a csonttorés gydgyulasa
soran, ami arra utalhat, hogy szabalyozd szerepet toltenek be a callus porc- €s csontfejlodésében
[419]. Ezen ephrin gének kifejezddése korrelalt a callusban jelenlévé chondrocyta
hypertrophiaval és az osteoblastok miikodésével, ami tovabb erdsiti szabalyozo6 szerepiiket az
enchondralis csontosodas folyamatdban. Az ephrinek széles korben expresszalodnak az
embryonalis szovetekben, melynek sordn intracellularisan atrendezik a cytoskeletont €s
elésegitik az iranyitott sejtvandorlast, a sejtadhéziot és a sejtlevalast, amelyek hozzajarulnak a
szoveti hatarok kialakitdsdhoz az egyedfejlddés soran [420]. Eredményeink ezzel tovabb erdsitik
az ephrin-jelatvitel jelentdségét elsésorban a chondrogenesis korai, porcdssejteket tartalmazo
szakaszaban. A ,,D” klaszter PPI halozatanak kozponti eleme az EGFR receptor volt, amely a
legtobb kapcsolattal rendelkezett. Az EGFR és a BMP2 jelatviteli utvonalak kozott
keresztszabdlyozast irtak le a chondrocytdk érése sordn. A rezerv é€s prehypertrophias
porcszovetzonakban a BMP2 jelatvitel egyoldaluan gatolja az EGFR aktivitdsat; azonban a
hypertrophias zénaban az EGFR ¢és a BMP2 ttvonalak kdlcsonosen elnyomjak egymast [421],
mely megfigyelés részben megmagyardzhatja az altalunk kimutatott progressziven csokkend
EGFR expresszio okat. Tovabbi jelatviteli komponensek voltak a halézatban az FGFR1/2/3
receptorok. A mesenchymalis kondenzacid periférias részén elhelyezkedd sejtek, amelyekbdl
késdbb a perichondrium és a periosteum alakul ki, egyarant expresszaljdk az FGFRI ¢és az
FGFR2 receptorokat. A kondenzaci6 sordn a sejtek chondrocytakka kezdenek differencialodni,
¢és az FGFR3 expresszigja fog aktivalddni — a Sox9 és a Il-es tipusu kollagén expresszidjaval

egyiitt —, mikozben az FGFR2 expresszidja lecsokken. Amikor a centralis chondrocytak
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hypetrophidssa valnak, az FGFR3 expresszidja visszacsokken, ellenben az FGFR1 expresszidja
megnovekszik [422]. Az eredményeink azonban csak részben, az FGFR2 és FGFR3 esetén
fednek at az el6z6ekben leirtakkal, mivel a tomegspektrometriai vizsgalat mindharom receptor
expresszidja soran progressziv csokkenést detektalt. Itt azonban fontos megjegyezni, hogy az
altalunk felallitott tenyésztési idéskalaban a hypertrophias chondrocyta allapot viszonylag korai
szakaszat vizsgaljuk, mely részben magyardzhatja az FGFRI1 receptor expresszio
novekedésének elmaradasat. Az ephrin, EGFR és FGFR jelatviteleken kiviil a Wnt (FZD1,
FZD2, FZD7) ¢és Hedgehog (SMO) utvonalak képviseldit is a ,,D” expresszids klaszterhez
sorolta az elemzés. Ez arra utal, hogy a korai iddszakban aktiv morphogenetikai Gtvonalak
szerepe fokozatosan hattérbe szorul, ahogy a sejtek egyre inkabb elkdtelezodnek az MSC
allapotbol a porc iranyt differenciacio felé [63]. Kordbbi eredmények alapjan az FZD2
kereteltoloddsos mutacidja a végtag mesenchyma sejtjeiben rdvidebb csontrészek
kialakuldsdhoz vezetett, melyben egyarant a kanonikus Wnt/B-katenin, valamint a nem-
kanonikus WNTS5A/PCP jelatviteli itvonalak is kdzrejatszottak [423]. Egy masik munkacsoport
eredményei alapjan a nem-kanonikus Fzd jelatvitel feltehetéen hozzajarul a proliferald
chondrocytdk polaritasanak és a lednysejtek identitdsdnak fenntartdsdhoz azéltal, hogy
fehérjéi alapjan megallapithatd, hogy a chondrogenesis korai szakaszaban szdmos eltérd
jelatviteli Utvonal miikodik parhuzamosan annak érdekében, hogy a mesenchymalis
kondenzaciobol a chondroprogenitor fazison keresztliil matrix-termeld chondroblastok
alakulhassanak ki, melyek végiil érett chondrocytdkka, és hypertrophias porcsejtekké

differencialddnak.

6.1.4. Az ujonnan felfedezett korai chondrogenikus biomarkerek (CNTFR, PODXL)

azonositasa, validadlasa és lehetséges szerepiik felderitése

A surfaceome Venn-diagrammal torténd kvalitativ 0sszehasonlitasa sordn minddssze
két olyan proteint azonositottunk, amelyek csak a chondrogenesis korai szakaszaban (1-6. nap)
voltak detektalhatoak a tomegspektrometriai vizsgalatunkban, és a késdbbi, differencialt
porcsejtekben eltlintek: a ciliaris neurotrophikus faktor receptort (CNTFR) és a podocalyxint
(PODXL). A két fehérje esetén az expresszids mintdzatot, illetve plazmamembran kozeli
lokalizaciojukat a western blot és az immuncitokémiai modszerek is megerdsitették. Ez a
szigoru 1idObeli mintazat azt sugallja, hogy mindkét fehérje potencidlisan alkalmas lehet korai
porcdifferenciacidés markernek.
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A CNTFR differencial6édo chondrocytakban valé azonositdsa 1j perspektivat nyithat a
neurotrophikus citokin jelatvitel szerepérdl a porcszovet biologidjaban. A ciliaris
neurotrophikus faktor (CNTF), amely az interleukin-6 (IL-6) csalad tagja, egy
haromkomponensii receptor komplexen keresztiil hat: CNTFRa, gp130 és LIFR [425,426]. Bar
eredetileg neuronalis tulélést és differenciaciot timogatéd faktorként irtak le, a CNTF-et késébb
a csont- ¢és porcszovetre vonatkozd funkciokkal is Osszefiiggésbe hoztdk [427,428]. A rokon
ligandok, példaul a citokin receptorszerti faktor 1 (CRLF1) [429], vagy a cardiotrophin-szerii
tovabb erdsiti azt a feltételezést, hogy a CNTF/CNTFR jelatvitel fontos szerepldje lehet a teljes
vazrendszeri fejlédésnek [431]. A CNTFR expresszidja ismert mddon hozzajarul a porc
homeostasisahoz és az OA progresszidjahoz. A CRLF1/CLCF1 komplex upregulécidja, amely
kompetitiven gatolja a CNTF kotédését a receptorhoz, a porcmatrix homeostasisdnak
felborulasdhoz és az OA sulyosbodasdhoz vezet [432]. A jelen disszertacioban megfigyelt, a
chondrogenesis korai szakaszaban tapasztalt erételjes CNTFR-expresszid, valamint a fehérje
PM kozeli lokalizacidja arra utal, hogy a CNTFR kettds szerepet tolthet be a porcszovet
fenntartasaban és a koros atalakulasi folyamatokban egyarant. Mindez a CNTFR-t egyszerre
helyezi el potencidlis porcfejlédési regulatorként ¢és terapids célpontként az OA
gyogyaszataban. Proteomikai eredményeink &sszhangban allnak a chondrogenikus
differenciacio jelatviteli szabalyozéasardl szolo korabbi megfigyelésekkel. A porcsejtekre
jellemzd sejtsors-specifikus elemzések [433], valamint a chondrocyta-alcsoportok ijabb single-
cell transzkriptomikai profiljai [434] egyarant azt mutattak, hogy a novekedési faktorok — koztiik
az IL-6 csalad citokinjei, az FGFR-utvonal €s a TGF-B-jelatvitel — és az ECM éatépiilése kozosen
modulaljak a progenitor-allapot megorzését, valamint a hypertrophids 4atmenetet is.

Eredményeink arra utalnak, hogy a CNTFR e halézat részeként miikodhet, kialakitva a

rrrrrr

A PODXL, amelyet klasszikusan a vese glomerulus podocytaival és a vascularis
endotheliummal hoznak 6sszefiiggésbe, a CD34 transzmembran sialomucin fehérjecsalad tagja
[435]. Szerepet jatszik a sejtadhézid, a sejtmigracido és a progenitor allapot fenntartdsanak
szabalyozasaban [436,437]. A chondrogenikus sejtekben vald jelenléte ) megfigyelés, amely
arra utal, hogy szerepe lehet a porc progenitor sejtek porcdifferencidcios jelzésekre — példaul a
SOX9- vagy TGF-B-fiiggd utvonalakra — adott véalaszaiban [438]. Ez 6sszhangban all azokkal
az eredményekkel, amelyek ramutattak a sejt—matrix receptorok és cytoskeletalis regulatorok

dinamikus valtozasaira a chondrocytak dedifferencidcios-redifferenciacios ciklusa soran [433].
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Tovabb4, single-cell multiomikai megkdozelitéssel korabban azonositottak olyan progenitor-
szerl klasztereket, amelyek erds adhézios és polaritdsi markereket expresszalnak [434], ami
nagyfoku hasonldsadgot mutat a jelen disszertacid6 PODXL-pozitiv sejtjeivel. Mindezek alapjan
feltételezhetd, hogy a PODXL hozzéjarulhat egy atmeneti, migracios vagy matrix-adaptacios
potenciallal bir6 korai chondrogenikus fenotipus fenntartasdhoz. Bar a PODXL kozvetlen
kapcsolatat a chondrogenesissel alatdmaszto bizonyitékok egyeldre korlatozottak, osteogenikus
érés soran tapasztalt downregulécioja és progenitor-gazdag MSC populaciokhoz valo kotddése

tamogatja szerepét a korai porcfejlodés lehetséges regulatoraként.

Végezetiil a CNTFR ¢és PODXL jelenlétét human iziileti chondrocytak kiilonbdzo
altipusaiban is ellendriztiik két, nyilvadnosan elérhetd single-cell transzkriptomikai adatbézis
(GSE216578, GSE255460) segitségével, melybdl az altalunk létrehozott analizis mind a
CNTFR, mind a PODXL transzkriptumokat detektilta. Az eldbbit foként effektor és
homeosztatikus chondrocytdkban, utobbit alacsonyabb szinten VEGFA+ sejtekben,
fibrochondrocytakban és pre-hypertrophias chondrocytakban.

EC hozzaférhetdségiik alapjan a CNTFR és a PODXL fehérjék potencialisan synovialis
folyadékban vagy szérumban is detektdlhatok lehetnek, ami korai OA diagnosztikai vagy
prognosztikai lehetdségek felé egy koltséghatékonyabb, konnyebben kivitelezhetd iranyt kinal.

A két fehérje porcélettanban betdltott szerepének pontosabb, jovobeli megismerése
érdekében azonban fontos megjegyezni, hogy a chondrogenikus jelatviteli haldzatok
funkcionalis redundancidja vagy mas sejtfelszini receptorok kompenzacioja elfedheti az egyes
gének csendesitésének vagy kiiitésének kozvetlen fenotipusos hatasait, ennek ellenére a
kombinalt génmodositdé vagy utvonal-fokuszi kisérletes megkozelitések feltarhatjdk e két
molekula teljes regulativ kapacitdsat. A diagnosztikai jelentdségen tilmenden a PODXL-
medialt sejt—matrix kolcsonhatasok vagy a CNTFR-fliggd jelatvitel célzott modulalasa uj

iranyokat nyithat a porc regeneracidja és az OA kezelése felé [439].

6.1.5. A porcsejtek sejtfelszini fehérje vizsgalatanak limitdcioi és jovobeli felhasznadlasa

A csirkeembryo végtagtelepébdl szdrmazo chondroprogenitor sejtek alkalmazdsa

értékes fejlodésbiologiai modellt biztosit, ugyanakkor nem feltétlentil tiikkrozi teljes mértékben

crer

embryonalis madarvégtag-modellt széles korben wvalidaltdk a  porcdifferenciacio
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mechanisztikus vizsgalatdhoz [410,414,440,441], a fajspecifikus kiilonbségek az ECM
Osszetételében, a jelatviteli dinamikdban és a progenitorsejt-populaciokban korlatozhatjak
eredményeink kozvetlen értelmezhetdségét az emberi iziileti porc kontextusaban.
Hasonloképpen, bar a micromass sejttenyészet jol bevalt modell a chondrogenikus
elkotelezddés tanulmanyozasara [370], tovabbra is egy leegyszerusitett in vitro rendszer, amely
nem képes teljesen visszaadni a nativ iziileti kornyezet szoveti komplexitasat, mechanikai

ingereit vagy biokémiai heterogenitasat.

A sejtfelszini fehérjék dusitasara alkalmazott mddszeriink elsdsorban az N-glikozilalt
plazmamembran-komponensekre fokuszalt, ami nagyfoku specificitast biztosit a sejtfelszini
fehérjékhez, ugyanakkor alulreprezentalhat mas biologiailag jelentds csoportokat, példaul a
nem glikozilalt vagy O-glikozildlt membranfehérjéket, illetve a szekretalt matrix
komponenseket. Ennek kovetkeztében bizonyos jelatviteli vagy adhézios receptorcsaladok,
amelyek a chondrogenikus szabalyozasban szerepet jatszhatnak, kimaradhattak az
azonositasbol. Ezen feliil, bar a surfaceome fehérjék szliréséhez alkalmazott GO annotaciokat
manualisan adtdk hozza a Uniprot adatbazishoz, bizonyos biologiai folyamatok
madarspecifikusak lehetnek, vagy nem kelldképpen konzervaltak csirke és emberi porc kozott

[442,443].

A jovében huméan chondroprogenitor sejteken, illetve betegbdl izolalt OA
chondrocytdkon végzett tobb, alternativ surfaceome-izolalasi (AOB technika, PNGase F
technika) és tovabbi, megbizhaté validalasi mddszerek (SurfaceGenie in silico surfaceome
szlirés, transzmisszios elektronmikroszkopia, fagyasztva-torés technika) elengedhetetlenek a
transzlacids relevancia megerdsitéséhez. Ezen feliil a vizsgalt sejtfelszini fehérjék downstream
jelatviteli halozatainak részletes feltarasahoz sziikséges lesz a stabil génmddosité modszerek
(siRNS géncsendesités, CRISPR-Cas9) alkalmazasa. A chondrogenikus, egészséges és OA
chondrocytak minél teljesebb korli surfaceome-profilozasa alternativ utakat nyithat az iziileti

crer

minden szempontbol optimalis biomarker esetén ezek kombinacidjaban: teragnosztikajaban.

6.2. A clusterin feltételezett szerepe az osteoarthritis pathomechanizmusaban

A CLU egy multifunkcionalis, mégis enigmatikus, holdaz tipusu chaperon fehérje. A
CLU szamos funkcidval rendelkezik, mivel a proteostasis fenntartdsaban bet6ltott EC chaperon

szerepén tal mas folyamatokban is részt vesz, tobbek kozott a sejttalélésben, a
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komplementrendszer gatlasdban és a sejtdifferenciacio szabalyozéasaban is [353]. Ezen feliil a
CLU azért szamit enigmatikus molekulanak, mert citoplazmatikus forméjanak funkcioit még
most sem értjik teljes egészében. Jelen disszertacidban egy in silico megkozelitést
alkalmaztunk annak vizsgalatdra, hogy mely interakcios partnerek és halozatok tarsulnak a
CLU-hez az OA betegségben, amelyek késObb hozzajarulhatnak 0j prognosztikus vagy

diagnosztikus biomarker-panelek kialakitdsdhoz.

6.2.1. A CLU interakcios partnerei a STRING-Cytoscape dltal létrehozott halozatban

A STRING adatbazisban (0,4 konfidencia cut-off érték mellett) 25 altalanos interakcios
partnerét azonositottuk a CLU-nek, melyek kdzott 6sszesen 53 kapcsolatot talalt az elemzés. A
halozat elsddleges elemeinek funkcidi és sejtfolyamatokban betdltott szerepiik alapjan
kiilonféle csoportokba tudtuk ket besorolni: hdsokkfehérjék és IC chaperonok (HSPAS,
HSP90B1), aggregalodo fehérjék (APP, LRP2, SNCA, TTR, LYZ, LALBA, PDIA3, HYOU1),
anti-apoptotikus fehérjék (BAX, BCL-XL), réz anyagcserében résztvevd fehérjék (ATP7B,
COMMDI), complement rendszer komponens (C9), DNS-repair mechanizmus (XRCC6),
szelén metabolizmusban résztvevé fehérje (MSRB1), valamint a semaphorin jelatvitel
komponense (PLXNA4). A kovetkezOkben ezen csoportok és a benniik 1évé CLU-partnerek

porcsejtek, chondrogenesis €s OA-ban betoltott lehetséges szerepét ismertetem roviden.

Chondrocytdk ER-ben bekovetkezd hibas feltekeredés esetén az ECM  fehérjéi
aggregalodnak, ami ER-stresszhez vezet, és aktivalodik a hibasan hajtogatott fehérjékre adott
valasz folyamat, az igynevezett ,,unfolded protein response” (UPR). A tartés ER-stressz az OA
egyik koroki mechanizmusa [444]. Az interakcios partnerek koziil a HSPAS (hésokk fehérje
csalad A [Hsp70] 5. tagja, mas néven GRP78, vagy BiP) rendelkezett a legtobb kapcsolattal a
halozatban, amely részt vesz a chondrogenesis sordn kialakulé ER stressz molekularis
mechanizmusaiban [445]. A HSP90B1 (masnéven Grp94) szintén nagyon magas
kapcsolatszammal birt, és szerepet jatszik a tGlzott mechanikai terhelés és a hypoxia altal

kivéltott ER-stressz folyamataban porcsejtekben [446].

Az APP (amyloid-f A4 protein) a CLU kapcsolati hdlonak az egyik, mar korabban is
meghatarozott fontos entitdsa [447]. A CLU-amyloid-p komplex interakcioba lép az LRP2-vel
(alacsony denzitast lipoprotein receptor-rokon protein 2; masnéven megalin, amely ismert
CLU receptor), ami lehetdséget kindl a kéros fehérje aggregatumok eltakaritasara [448]. Anti-

LRP2 autoantitesteket mutattak ki rheumatoid arthritis (RA) betegek 87%-anak, valamint OA
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betegek 15%-anak szérumaban, mely felhivja a figyelmet a fehérje lehetséges szerepére az
izlileteket érintd gyulladdsos folyamatokban [449]. A CLU extracellularis SNCA (a-synuclein)
fibrillumokkal is kdlcsonhatasban all, €s korlatozza azok astrocytdk altali felvételét [450], de
eddig porcsejtekben nem mutattak ki jelentdségét. Ismert tovabba, hogy a CLU kapcsolatban
all az aggregalodott TTR (transthyretin) fehérjékkel is [451]. A TTR lerakddasa az iziileti
porcszdvetben fokozott betegséglefolyassal jar OA egérmodellben [452]. Emellett a CLU és a
TTR szintje egyarant magasabb volt a synovialis folyadékban térdiziileti OA esetén, ami arra
utal, hogy kapcsolat allhat fenn kozottik az OA pathogenesise soran [453]. A CLU
kolcsonhatasba 1ép a LYZ (lysozyme) aggregalodé variansaival [454]. A LYZ-r6] régdta ismert,
hogy jelen van a porcmatrixban [455], s annak lebomldsa megnovekedett LY Z szintekhez vezet
a szérumban és synovialis folyadékban OA betegekben [456]. A CLU részt vesz az
extracellularisan jelenlévé LALBA (o-lactalbumin) fehérje hajtogatasi/kihajtogatéasi
folyamataiban is [457]. A PDIA3 (protein-diszulfid izomer4dz A csalad 3-as tagja, masnéven
ERp57) egy oxidoreduktaz enzim, amely a nativ diszulfidhidak kialakitasaban jatszik szerepet,
¢s elengedhetetlen a CLU hatékony oxidativ hajtogatasahoz [458]. A HYOU1 (hypoxia
upreguldlt 1) — amely a sejtes stressz hatdsara bekovetkezd hibas fehérje feltekeredés egyik

markere — részt vesz a chondrocytak IL-1a-ra adott valaszéban [459].

A CLU jol ismert anti-apoptotikus szereppel rendelkezik, részben azért, mert csokkenti
a pro-apoptotikus BAX (BCL2-h6z kapcsolt X apoptdzis regulator) aktivitasat [325,460].
Ugyanakkor a BAX chondrocyta apoptozisban bet6ltott szabalyozasi mechanizmusai OA-ban
nagyrészt ismeretlenek [461], és a CLU részvételét sem igazoltdk ebben az Gtvonalban OA-
chondrocytak esetében. Ezzel szemben egy szoveg-banyaszaton alapuldé megkozelités
nemrégiben az anti-apoptotikus BCL2L1-et (BCL-XL) azonositotta olyan génként, amely

potencialis gyogyszercélpontként hasznosithato OA-ban [462].

Az ATP7B (ATP-fiiggd réztranszportalo P) az IC réz-homeostasis egyik fontos
szabalyozdja [463]. A COMMDI (réz metabolizmus Murr 1 domén 1) a legtobb szdvetben
expresszalodik, és szerepet jatszik a fehérjék lebontasanak és stabilitdsdnak szabalyozasaban
[464]. A CLU ¢és a COMMDI egymastol fiiggetleniil 1€p kolcsonhatdsba az ATP7B-vel. A
ugyanakkor a genetikai hajlam a fizioldgidsan magasabb véraramban 1év0 réz- és cinkszintekre
ndvelheti az OA kockézatat [466]. Szignifikdnsan magasabb rézkoncentraciot mutattak ki OA-

ban szenvedd betegek synovialis folyadékaban, az egészséges egyénekhez képest [467]. Ezért a
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rézszintek és a réztranszporter statusz CLU-nel kombindlt vizsgalata tovabbi kutatast igényel

az OA vonatkozasaban.

crer

zdnajaban [468]. Ugy tiinik, hogy a C9 elsésorban SC5b—9 komplexek formajaban van jelen OA
betegek synovialis membran mintaiban [469]. Akut arthritis esetén, példaul OA fellangoldsakor,
jelentés C9-depozitumokat mutattak ki a synoviumban; ezzel szemben kronikus, degenerativ

betegségekhez tarsulo allapotokban, igy kronikus OA-ban sem talaltak C9-lerakodéasokat [470].

A CLU a DNS-javitasban is szerepet kap. Tekintettel a DNS-torések gyakran fatalis
kovetkezményeire, tobb felismerd €s javitd tvonal is létezik ezeknek a kéarosoddsoknak a
helyreallitasara. Az egyik ilyen mechanizmus a DNS-fliggd protein kinaz (DNS-PK)
heterotrimer komplexhez kothetd, amely egy katalitikus alegységbdl, a Ku70 (a mi listdnkban
XRCC6-ként szerepel) é¢s Ku80 fehérjékbdl all [471]. A CLU-t a Ku70-interakcids partnereként
azonositottak, és feltehetden Osszetett jelatviteli folyamatokat indit el, amelyek végiil
sejthalalhoz vezethetnek [471]. Ugyanakkor jelenleg nem all rendelkezésre kisérletes bizonyiték
arra vonatkozoan, hogy a CLU milyen szerepet tolthet be a Ku70-hez kapcsoloédd DNS-javito

utvonalak kozvetitésében OA-ben.

Az MSRBI (methionin szulfoxid reduktaz B1, mas néven szelenoprotein R, SelR)
fontos szerepet jatszik a sejten beliili redox-egyensuly fenntartisaban. Mivel a szelén
esszencialis nyomelem, a szelénanyagcserét kozvetitd szelenoproteinek alapvetd celluléris
folyamatokban vesznek részt, koztilkk a redox-homeostasis fenntartdsdban [472]. A SelR
kolcsonhatasba 1ép a CLU-nel [473]. A megfeleld szelénszint elengedhetetlen a porcszovet
fejléddésének és homeostasisanak fenntartasdhoz [472], €s kisérletes bizonyitékok tdmasztjak ala,
hogy szelenoproteinek in vitro is expresszalddnak chondrocyta sejtvonalakban [474]. Ezenfeliil
egy, a taplalkozasi szelénbevitelre iranyuld keresztmetszeti vizsgalat arra utalt, hogy a nagy
mennyiségll szelénfogyasztas dsszefligghet az OA fokozott kockéazataval [475]. Ugyanakkor a

SelR-t eddig még nem vizsgaltak kézvetleniil az OA kialakuldsdnak Osszefiiggéseben.

A plexinek a receptorfehérjék egyik csaladjdhoz tartoznak, melyek ligandjai a
semaphorinok [476]. A PLXNA4 (Plexin A4) a kozponti idegrendszerben a CLU receptoraként
mukodik, és az Alzheimer-kor egyik ujonnan felmeriild terapids célpontja [335]. Noha a
chondrocytakban talalhato plexinek feltérképezése eddig csak részben tortént meg, a PLXNA4
egyik ligandjat, a semaphorin-3A-t (Sema3A) osszefiiggésbe hoztdk az OA-ban megfigyelhetd

chondrocyta-fiziologidval, mivel az interleukin-1p (IL-1B) és a TNF-a altal stimulalt talzott
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Sema3A-jelatvitel apoptdzist indukal [477]. A Sema4D-rdl nem rég kimutattak, hogy szerepet
jatszik a lipopoliszacharid altal kivaltott chondrocyta apoptdzisban [478]. Ezért a semaphorin-
jelatvitel zavarainak feltarasa a plexinek és a CLU kontextusadban uj irdnyt biztosit az OA

markerek azonositasahoz.

Az elézbéek alapjan Osszefoglalasképpen elmondhatd, hogy az aldbbi interakcios
partnerek tovabbi kisérletes megerdsitést igényelnek az OA szempontjabol. A CLU ismert
kotédo partnere a Ku70, a DNS-PK komplex egyik alkotoeleme, amely sejthalalt kivalto
folyamatokban vesz részt [314]. A CLU Ku70-mediélt javitd6 mechanizmusokban betoltott
szerepét OA-ban azonban eddig nem vizsgaltak. A selenoprotein R (SelR) az IC redox
homeostasis fenntartoja, €s kdlcsonhatasban all a CLU-nel. A SelR és a CLU egyiittes talzott
expresszioja szignifikdnsan csokkentette az IC ROS-szintet. Bar a selenoproteinek
kimutathatéak chondrocyta sejtvonalakban, maganak a SelR-nek az OA kontextusaban
betoltott szerepe maig ismeretlen. Tovabbi igéretes molekuldk a semaphorinok, amelyek
sokrétii  funkcidik révén részt vesznek példaul axonvezetési folyamatokban ¢és a
csontfejlddésben. A Sema3A-jelatvitel IL-1B és TNF-a hatasara apoptozist indukal, mig a
Sema4D-r6l nemrég kimutattdk, hogy kozremiikodik a chondrocyta-apoptdzisban. A koros
semaphorin-jelatvitel tisztdzdsa a CLU kontextusaban uj terapids célpontok azonositasahoz
vezethet OA-ban. Fontos tovabba megemliteni, hogy a CLU-amyloid-f komplex
kolecsonhatasba 1€ép az LRP2-vel, ami a korosan felhalmozodott amyloid fehérjeaggregatumok
eltavolitasanak egyik mechanizmusa [448]. Ennek a folyamatnak a szerepét azonban még

szintén nem vizsgaltak az iziileti porcszdvet, valamint az OA kontextusaban.

6.2.2. A CLU adltal szabalyozott molekuldk az IPA tudasbazisbol létrehozott halozatban

Az IPA tudéasbazist felhasznilva megvizsgéaltuk, hogy a CLU milyen irdnyban
befolyésolja (serkentés vagy gatlas) az interakcids partnereinek expresszidjat az Osszes sejt-
illetve szovettipus tekintetében, hogy minél globalisabb képet kapjunk a vizsgélt fehérje
regulatorikus képességeirdl. A STRING halozat elemzéséhez hasonldan az IPA altal megtalalt
interakcios partnerek funkcioi alapjan is kisebb csoportokat tudtunk képezni: ECM szervezddés
(MMP2, MMP9, CDH1), gyulladasos folyamatok (TNF, IL-6, CXCL8, NFKBIA, NFKBIB,
prostaglandin E2), sejtciklus és sejttulélés szabalyozds (CDKNIA, BAX, BCL2, BCL2LI,
AKT1, TP53), réz metabolizmus (ATP7A, ATP7B), koleszterin bioszintézis (SREBF1), TGF-
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B jelatvitel (SMAD2, SMAD3), fehérje misfolding (APP, HSPAS), valamint sejtmagi hisztonok
(hiszton H3).

A CLU fokozza az MMP-9 termelddését makrofagokban [479], ezen feliil a fehérje
egy tovabbi matrix metalloproteindz, az MMP-2 expresszidjanak fokozasdhoz, valamint a

CDHI1 (E-kadherin) szintjének csokkentéséhez [481].

A CLU direkt modon befolyasolta a TNF (TNF-a) altal kozvetitett gyulladasos valaszt
Human fibroblast-szeri synoviocyta kultirdkban a CLU siRNS-sel torténd downregulacioja
megnovelte a proinflammatorikus citokinek, az IL-6 és a CXCL8 (masnéven IL8) termelését,
ami arra utal, hogy a CLU negativ regulatorként miitkddik az NF-«B altal szabalyozott citokin
expresszioban [483]. Neuroblastoma sejtekben a CLU az NF-«B jelatvitelt az el6z6hoz képest
masik Utvonalon gatolta: az NFKBIA ¢és NFKBIB fehérjék (inhibitor kB-alpha és -beta)
stabilizalasa révén [317]. Emellett a CLU csdkkenteni képes a prostaglandin E2 termelddését is

[484], amely a gyulladés egyik f6 mediatora RA és OA betegségekben [485].

A CLU tualtermelése blokkolja a TNF-a altal indukalt CDKNIA (p21) expressziojat,
valamint gatolja az apoptozist végz0 BAX fehérje aktivaciojat [486]. Ezen feliil a CLU szerepet
jatszik a mitokondridlis apoptdzis utvonal tovabbi fehérjéinek (BCL2, BCL2L1, AKTI)
aktivalasaban is, valamint a Ciap (masnéven BIRC2/3) gatlasaban [321]. A TP53 (p53 tumor
szuppresszor fehérje) csokkenti a CLU expressziojat és jol ismert szerepet tolt be az OA
pathogenesisében [487], mely Osszefliggés jelentdséggel birhat a betegség soran tapasztalhato

p53-medialt chondrocyta-sejthaldl szempontjabol.

A CLU ¢és a COMMDI interakcidja révén csokken az ATP7A és ATP7B
réztranszportald ATPazok expresszidja [463], mely kapcsolatot az eldzéekben targyalt STRING
adatbazis is azonositott, ezaltal a CLU nagy eséllyel részt vesz a réz-homeostasis

szabalyozésaban is.

A CLU gatolja a m4j koleszterin bioszintézisét a SREBF1 (SRBP1) expresszidjanak
csokkentése révén [488]. A koleszterinszint kulcsszerepet jatszik a vazrendszer fejlodésében is,
amelynek megzavarasa hozzajarul a porcbetegségek, koztiik az OA kialakulasdhoz [489]. Ebbol
az okbdl kifolyolag a CLU indirekt modon a koleszterin-homeostasis szabalyozdja lehet mind

fiziologias, mind patholdgias (pl.: OA) koriilmények kozott [490].
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A CLU regulatérikus funkcidjat a TGF- jelatvitelben a kozelmultban ismerték fel, ami
a SMAD?2/3 fehérjék aktivitasat befolyasolja [491]. A CLU tultermelése fokozta a SMAD2/3
szintjét, feltehetéen a TGF-B-indukalta transzkripcios aktivitds erdsitése révén. Emellett
szerepe van ezen fehérjék stabilizalasaban és megfelelo feltekeredésiikben egyarant [491]. Ezek
a szabalyozo fehérjék elengedhetetlenek az egészséges iziileti porc kialakulasdhoz ¢és
fenntartasahoz [492], ezen felil a SMAD3 gén mutacidi Osszefiiggésbe hozhatok az OA
kialakulasaval [493].

A neurodegenerativ betegségekben is jelenlévé APP (amyloid-f A4) fehérje, amely a
STRING hélozatban is megjelent, valamint a CLU kozott pozitiv kapcsolat all fenn az IPA
elemzés alapjan. A CLU képes volt astrocyta sejtekbdl felgyorsitani a f-amyloid depoziciok
eltakaritdsat [494], mely lerakddasok akkumuldldédasat a térdiziileti OA kovetkezményeként
irtdk le egér modellben [495]. Eredményeink szerint a CLU serkenti a HSPAS hdésokkfehérje
expressziojat, a két protein kozotti interakciot a STRING adatbézis is megerdsitette, sot,
a partnerek koziil. A HSPAS expresszioja emelkedett eldrehaladott OA esetén, ami arra utalhat,

hogy a chondrocytdkban ER stressz jelenik meg a betegség progresszidja soran [496].

A hiszton H3 esetében vannak bizonyitékok arra, hogy epigenetikai modositasai —

példaul a H3K9 metilacioja — szerepet jatszhatnak az OA pathogenesisében [497].

Bar az IPA elemzés CLU interakcids partnerként azonositotta a RAD17 és a koleszterol-
észter molekulakat is, ezen fehérjék (jelenlegi ismereteink és az irodalom alapjan) nem allnak

kozvetlen kapcsolatban.

6.2.3. A CLU molekularis aktivitason alapulo predikcioval létrehozott IPA hadlozat az OA

kontextusaban

A molekularis aktivitdson alapuld predikciés IPA halozatelemzés a CLU fehérje 5
kulcsfontossagu jelatviteli tengelyét azonositotta az OA pathomechanismusdban betoltott

szerepiik alapjan:

1. Az IL-6 fokozza a CLU expressziéjat. Szamos modellben kimutattdk, hogy a CLU
expressziojat a proinflammatorikus IL-6 citokin szabalyozza [498-500]. A két fehérje kozotti
kapcsolatot human fibroblast-szerii synoviocytak (FLS) kultiraiban is dokumentaltak [483]. A

CLU siRNS-alapt csendesitése FLS sejtekben szignifikans és reprodukéalhaté mértékben
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novelte az [L-6 és IL-8 alapszintii termelddését, ami arra utal, hogy a CLU negativ regulatorként

mikddik az NF-kB-fiiggd citokin expresszid szabalyozasaban.

2. A CLU elésegiti a TNF-a és egyéb citokinek expresszigjat. Az NF-xB
transzkripcids faktor — amely EC ingerek, igy példaul a TNF-a altal is aktivalodik —
kulcsszerepet jatszik a stresszvalaszokat iranyitd génexpresszios programok szabalyozasaban.
Az IKK fehérjék az NF-xB aktivaciojanak felsébb szintli (upstream) medidtorai [501].
Kimutattdk, hogy a CLU azok koz¢ a gének kozé tartozik, amelyek expresszidja TNF-a
stimuldcio utani IKK-aktivaciotol fiigg, ami arra utal, hogy ez az Gtvonal védelmet nyujthat
immun-komplex medialt gyulladasos reakciokkal szemben [502]. A TNF-a jelentés mértékben
megvaltoztatjia a CLU bioszintézisét, és eldsegiti a 50-53 kDa méretli, hasitatlan, nem
glikozilalt, diszulfid-kotésekkel dsszekapcsolt izoforma megjelenését, melyet nuklearis CLU-
nek is hivunk, és a sejtmagban akkumulalédik [503]. Emellett a TNF-a fokozza a
citoplazmatikus 36-38,5 kDa-s CLU izoforma szintjét is [504], mely egy atipikus IC forma, és
valdsziniileg az ER-stressz kovetkeztében a szekrécios rendszerbdl a citoszolba jutd, hibasan
glikozilalt CLU molekulanak felel meg [353]. Ezek mellett az exogén CLU fokozta a TNF-a
felszabadulésat aktivalt mikroglia sejtekben [505], mely eredmények felhivjak a figyelmet a két
fehérje bilateralis kapcsolatara. A BioPlex humén interactome hélozat szerint a CLU képes
kozvetleniil kétddni a TNF-a-hoz [506]. Mindemellett kimutattak, hogy a CLU fokozza tobb
chemotaktikus citokin, példaul a monocyta chemotaktikus fehérje-1 (MCP-1), a makrofag
gyulladasos fehérje-1B (MIP-1B), a RANTES és maga a TNF-a expressziojat makrofagokban
[479]. Ezzel szemben a CLU a TNF-a negativ szabalyozo6ja az OA chondrocytakban, mivel a
CLU-csendesitett human OA porcsejtekben emelkedett TNF-a szinteket mutattak ki [356]. A
fentieck alapjan a CLU citokin termelésre gyakorolt hatdsa filigg a sejttipustol, a

betegségallapottdl, és az egyéb, kozrejatszo IC jelatviteli utvonalak jelenlététol.

3. A CLU modulalja az MMP enzimek aktivitasat és expresszidojat. Mind RA-ban,
mind OA-ban a gyulladasos citokinek (pl. IL-1p és TNF-a) serkentik az ECM-t lebont6 MMP
enzimek termelddését [507]. Human epithelialis sejtekben kimutattak, hogy a CLU kozvetleniil
gatolta az enzim aktivitasat [348]. Hasonl6 médon a CLU képes gatolni az MMP-2, MMP-3 ¢és
MMP-7 aktivitasat is. Proinflammatorikus citokinekkel torténd kezelés (mint IL-13 és TNF-a)
csokkentette a CLU expressziojat [348]. Makrofagokban a CLU eldsegiti az NF-kB nukleéris
transzlokacidjat az IkB-o lebomlasan és foszforilaciojan keresztiil, ezaltal MMP-9

overexpressziot eredményezve. Fontos megjegyezni, hogy kizardlag a szekretalt, glikozilalt
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izoforma (sCLU) volt képes az MMP-9 aktivacidjara [508]; ellenben a glikozilacio nélkiili,
rekombinans CLU erre nem volt képes [479]. Emellett human OA chondrocytdkban a CLU
csendesitését kovetden megndvekedett MMP13-szinteket figyeltek meg [356]. Ezek az adatok
azt is hangsulyozzak, hogy az MMP-k CLU altali szabalyozasa — hasonldan a citokin expresszio
szabalyozasahoz — sejttipus- ¢és kontextusfiiggd, és valoszintileg az egyidejlileg aktiv jelatviteli

utvonalak ereddje hatarozza meg annak serkentd vagy gatld voltat.

4. A CLU sziikséges a CDKN2A (ciklin-dependens kinaz inhibitor 2A, masnéven:
p16) upregulialasihoz. A FOXL2 transzkripcidés faktor serkenti a CLU expressziojat
hypophysis tumorokban. A CLU viszont indukéalja a CDKN2A-t, igy gatolva a hypophysis
beleértve a csont- és porcfejlodést is, és funkciodi atfedést mutatnak a SOX9 altal szabalyozott
génekkel [510]. Emellett a FOXL2 szabélyozza az ECM 0sszetevOk expressziojat (pl. COL1A2,
COL3A1, COL4Al, fibronectin, laminin) a petefészekben is [511]. Az idOskori cellularis
senescenciat eldsegit6 CDKN2A, amely synovialis szdvetekben expresszalodik, OA
biomarkerként is ismert; szomatikus delécidja részleges védelmet nytjt a porcdegeneracioval
szemben [512]. Ezaltal a CLU gatlasa a CDKN2A expresszidjanak csokkenése révén elméletben

chondroprotektiv hatassal rendelkezhet, mely 6sszefiiggést kisérletesen még nem bizonyitottak.

5. A CLU fokozza a SMAD2 és SMAD3 expressziojat. A CLU a TGF Il-es tipusu
receptorral valo kolcsOnhatasa sordn szabdlyozza a porcfejlddés kulcsfontossagu
moduldtorainak szdmito6 SMAD2 ¢és SMAD3 fehérjéket, ezen talmenden a CLU képes

stabilizalni a két fehérjét, feltehetden a proteaszomalis lebontdsuk géatlasan keresztiil [491].

Az altalunk vizsgélt 5 6 jelatviteli tengely alapjan a CLU k&zponti mediatorként
mikodik az IL-6 ¢és a TNF-a révén az OA-ban jelenlévd gyulladasos folyamatokban. Emellett
részt vesz az ECM komponenseinek mennyiségi €s mindségi szabalyozdsdban, vagyis a
porcmatrix dinamikus atépiilésében a matrix metalloproteinazok (feltehetéleg MMP2, -3, -7, -
9, és -13) segitségével. A FOXL2-CLU-CDKN2A, valamint a TGF-B-CLU-SMAD?2/3
szereppel rendelkezhetnek. Az emlitett interakciok tovabbi, részletes feltérképezése Uj
iranyokat nyithat az OA pathomechanismusdnak megismerésében és porcszovet tervezési

(tissue engineering) stratégiak finomhangolasaban.
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6.2.4. A CLU OA diagnosztikaban, prognosztikaban és terapidaban torténo felhasznalasanak
limitdcioi és jovobeli lehetoségei

A disszertacioban targyalt interakciok egy részét kiillonbozo in vitro modellekben vagy

in vivo kisérletekben azonositottak, és még nem (vagy nem teljeskoriien) vizsgaltak az OA

kontextusaban. Ugyanakkor, mivel a CLU komplex biologiai szerepe mellett ezen interakcios

partnerek is feltételezhetéen fontos komponensek az OA pathogenesisében ¢és/vagy

pathomechanismusaban, valészinisithetd, hogy ezek a kolcsonhatasok az arthritises

iziiletekben is jelen vannak.

Sziikséges kihangstulyozni, hogy az el6z6 évtizedek biomarkerekrdl kialakitott képét a
tudomanynak 4t kell formalnia, mivel valosziniitlen, hogy egyetlen biomarker kelld
érzékenységet és specificitast biztositson minden igény — igy a betegség korai felismerése, a
progresszi6 eldrejelzése €s a terapias valasz monitorozasa mint hatékony beavatkozasi marker
— maradéktalan kielégitésére. Nagy valdszinliséggel tobb, kiillonbozd, akar azonos haldzatban
szerepld marker kombinéciojat sziikséges alkalmazni a betegellatds optimalizalasanak
érdekében. Ez feltehetden a CLU esetében is igy lesz; dnmagaban egyetlen biomarkerként
valészinlileg nem lesz elegendd az OA-ban szenvedd betegek diagndzisanak vagy
prognozisanak megbizhatd tamogatisara. Mara egyértelmiivé valt, hogy kiilonbdzd pathologias
allapotokban a testnedvek CLU szintje megvaltozik, ezért a jovébeni biomarker-vizsgalatokban
kapott eredményeket — kiilondsen akkor, ha a CLU mennyis€gét szérumban vagy vizeletben
mérik — nem szabad kizarolag az OA-pathogenesis kontextusdban értelmezni. Ellenben a
synovialis folyadék valosziniileg alkalmasabb CLU forras lehet az iziileti betegségeket érintd

diagnosztikus vizsgalatokban.

Bar egyre tobb adat utal arra, hogy a CLU igéretes biomarker lehet OA esetén [513],
sokrétli biologiai funkcidit a jovobeni transzlacios és klinikai ortopédiai kutatdsokban fokozott
ovatossaggal kell értékelni, kiilondsen mivel e fehérje mas komorbid allapotokban is
meghataroz6 szerepet jatszhat. Az egyik ilyen komorbiditds az obesitas. A plazma CLU
koncentracioja szorosan kapcsolodik kiilonb6zd metabolikus zavarokhoz, igy az elhizashoz is,
mivel magas zsirtartalmu, illetve magas cukortartalmtl (nyugati tipusu) diéta altal kivaltott
obesitas esetén egerekben megemelkedett szérum CLU szint figyelhetd meg [514]. A koros
anyagcsere szdmos OA-fenotipussal hozhatd Osszefliggésbe, €s az obesitas az OA egyik
legjelentdsebb kockézati tényezdje [515]. A CLU-t egyre gyakrabban alkalmazzak az obesitas-
hoz tarsuld Alzheimer-kor (AD) biomarkereként is [516], tovabba a liquorban mért eltéréd CLU
szintek az AD-patholdgia kiilonb6zd staddiumaival tarsulnak [517]. Noha az adipocyta-eredetii
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vizsgalatok sziikségesek annak meghatarozasdhoz, hogy a fehérje alkalmas biomarker-e
legalabb bizonyos OA-fenotipusok vagy molekularis endotipusok definialasaban, illetve, hogy

valoban 6sszekotd kapocs lehet-e az elhizas, a metabolikus betegségek és az OA kozott.

A jovOben tovabbi kutatdsok sziikségesek a CLU, mint szolubilis biomarker
vizsgalatdhoz annak megallapitdsa érdekében, hogy szolgaltathat-e 01j ismereteket az OA-
patogenesis  eldrehaladasardl. Tovabba  alkalmazhat6-e  molekularis  endotipusok
meghatarozasara mas biomarker-jeloltekkel egyiitt, ideértve a jelen munkaban azonositott és
targyalt fehérjehalozat elemeit, mint példdul a selenoprotein R, a semaphorinok és a HSPAS.
Mindezeket figyelembe véve a CLU értékes eszkdz lehet az OA pathogenesisének,

progresszidjanak és esetleg a terapidkra adott valaszok értékelésében.
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7. OSSZEFOGLALAS

A doktori értekezésemben részletezett kisérletek egyik célja az volt, hogy

feltérképezzem a porcsejtek felszinén taldlhatd fehérjék (surfaceome) dinamikusan valtozo

mindségi €s mennyiségi Osszetételét az in vitro chondrogenesis soran. A masik cél pedig az

volt, hogy megvizsgaljuk a CLU fehérje és annak interakcids partnereibdl képzett halozatot,

hogy ezek a kolcsonhatasok miként befolyasoljak az iziileti betegségek pathomechanizmusat.

A disszertacidban bemutatott legfontosabb 1j eredményeket az aldbbiakban foglalom 6ssze:

A chondrogenikus surfaceome izolalassal kapcsolatos ij megallapitasok:

Az éltalunk alkalmazott AOB alapi sejtfelszini fehérje-dusitdsi moddszer
alkalmazasa lehetové tette 205-238, alacsony mértékben kifejezodo fehérje
azonositasat, amelyek teljes sejtlizatumbol végzett proteomikai analizissel nem
lettek volna detektalhatok.

Az id6ben konstans csokkend expresszidot mutatd surfaceome fehérjék koziil az
ephrin receptorcsalad tobb tagjat is sikeriilt kimutatnunk (EPHA3, EPHAA4,
EPHAS, EPHA7, EPHB1, EPHB2, EPHB3), ami arra utal, hogy az ephrin jelatvitel
nemcsak a korai embryonalis fejlddésben, hanem a porcfejlddés soran is jelentos
szabalyozo szerepet tolthet be.

A CNTFR ¢és PODXL fehérjék csokkend expresszidjat és plazmamembran kozeli
lokalizaciojat sikertilt igazolni, mely proteineket eddig nem hoztak dsszefiiggésbe
a porcfejlodéssel. E két fehérje potencidlis porcdssejt markerként hasznosithatdéak

lehetnek a porcszovet-tervezést alkalmazo terapias stratégiak fejlesztésében.

A clusterin fehérjével kapcsolatos uj megallapitasok:

A STRING adatbazis elemzése alapjan 1) 0sszefiiggések dertiltek ki a CLU szelén
metabolizmusban betdltott szerepe, valamint a CLU-plexin-semaphorin jelatviteli
tengely kapcsan, melyek 0j kutatési iranyt kindlnak az OA pathomechanizmusénak
mélyebb megértéséhez.

A molekularis aktivitdson alapuld IPA halézatelemzés 5 olyan, CLU Aéltal
szabalyozott utvonalat azonositott, melyeket mar kordbban is 6sszefliggésbe hoztak
az OA progresszidjaval. Ez a felismerés még tovabb erdsiti a CLU biomarkerként

torténd felhasznalasat az iziileti porcot érinté gyulladasos koréallapotokban.
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8. SUMMARY

One of the main objectives of my doctoral dissertation was to map the dynamically

changing qualitative and quantitative composition of cell surface proteins (the surfaceome) of

chondrocytes during in vitro chondrogenesis. A further aim was to investigate the network

formed by the CLU protein and its interacting partners, in order to understand how these

molecular pathways influence the pathomechanism of joint diseases. The most important novel

findings presented in the dissertation are summarized below:

Novel findings related to the characterization of the chondrogenic surfaceome:

Application of the AOB-based cell surface protein enrichment method enabled the
identification of 205-238 low-abundance proteins that would not have been
detectable by proteomic analysis of total cell lysates.

Among the surface proteins displaying a consistently decreasing expression pattern
over time, several members of the ephrin receptor family were identified (EPHA3,
EPHA4, EPHAS, EPHA7, EPHB1, EPHB2, EPHB3), suggesting that ephrin
signaling may play an important regulatory role not only during early embryonic
development but also throughout cartilage development.

Decreasing expression pattern and proximal plasma membrane localization of
CNTEFR and PODXL proteins were confirmed. These proteins have not previously
been associated with cartilage development and may serve as potential
chondroprogenitor cell markers with relevance for the development of cartilage

tissue engineering—based therapeutic strategies.

Novel findings related to the clusterin protein:

Analysis using the STRING database revealed novel associations involving CLU-
related selenium metabolism and the CLU-plexin—semaphorin signaling axis,
offering new research directions for a deeper understanding of the pathomechanism
of OA.

Molecular activity—based IPA network analysis identified five CLU-regulated
pathways that have previously been associated with OA progression. This
observation further supports the potential utility of CLU as a biomarker in

inflammatory conditions affecting articular cartilage.
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12. KOSZONETNYILVANITAS

El6szor is szeretném kifejezni a halamat témavezetomnek, Dr. Matta Csabanak, amiért
2020-ban lehetdséget biztositott szamomra, hogy csatlakozzak a Chondro-omikai
Laboratoriumhoz, majd 2021-ben tamogatta doktori tanulmanyaim megkezdését. TDK-
hallgatoi éveimtdl kezdve folyamatosan segitette szakmai fejlédésemet széleskori tudomanyos
ismereteivel, kovetkezetes irdnymutatdsaval €s inspirald szemléletével. Laborvezetdként
szamos palyazat elkészitésében is példat mutatott, mikdzben meghatdrozo szerepet jatszott
tudomanyos gondolkodasom és professzionalis személyiségem forméalasaban.

Hasonlé mértékii halaval tartozom Dr. Hajdt Tibornak, aki 2016-ban, mésodéves
orvostanhallgatoként hivott meg a Jelatviteli Kutatdlaboratériumba, €s bevezetett a kisérletes
munka metodikai alapjaiba, formalta a kutat6i szemléletmodomat, valamint felkészitett az 6t
TDK-eldad4somra €s az egyetemi palyamunkdm megirasara. Azota is mentorként tdmogat, és
az évek soran kapott itmutatdsai fontos szerepet jatszottak mind a szakmai, mind az egyéni
fejlédésemben.

Koszonetemet fejezem ki a Chondro-omikai Laboratérium tovabbi munkatarsainak,
els6sorban jokedvl ,padtarsamnak”, Dr. Vagd Juditnak (Jucinak), tovabba Dr. Takacs
Rolandnak (Rolinak), Juh4sz Krisztidnnak (Krisznek), Dr. Ngoc Nguyen-nek (Pearl-nek) és Dr.
Zhangzheng Wang-nak, akik nemcsak a kisérletek soran nyujtottak jelentds segitséget, hanem
a mindennapokhoz is tdmogato, baratsagos €s inspirdlo légkort teremtettek.

Halas vagyok tovabba Dr. Juhasz Tamasnak, Dr. Szegeczki Vincének, Katona Evanak,
Dr. Zékany Roézanak, Sziics Csillanak és Fillér Csabanak az évek soran nyujtott szakmai
segitségiikért, tlirelmiikért és tamogatasukért. Kiilondsen nagyra értékelem, hogy ebben az
motival6 és kifejezetten csaladias kozosségben dolgozhattam.

Megkiilonboztetett kdszonettel tartozom Bironé Barna Krisztindnak, akinek preciz,
megbizhato asszisztensi munkaja és rendkiviili elkotelezettsége nélkiil a disszertdciomban
bemutatott eredmények nem johettek volna létre.

Szeretném megkdszonni kollaboracios partnereinknek, Dr. David J. Boocock-nak és Dr.
Clare Coveney-nek, hogy elvégezték mintaink tomegspektrometriai analizisét. Koszonettel
tartozom tovabba Dr. Brazda Péternek, aki magas szintli bioinformatikai szakértelmével
hozz4jarult a disszertacibban bemutatott eredmények vizualizaciojahoz.

Ko6szondm az Anatémiai, Szovet- €s Fejlodéstani Intézet igazgatdjanak, Dr. Sziics
Péternek, hogy lehetdséget biztositott szamomra az Intézetben végzett kutatomunkara, valamint
koszondm az Anatdmiai Intézet valamennyi munkatarsanak az elmult évek kozos munkéjat.

Végiil, de nem utolsésorban, a legmélyebb halaval tartozom Sziileimnek, Ocsémnek,
Keresztsziileimnek és a teljes Csaladomnak, akik mindvégig feltétlen tdmogatasukrol
biztositottak. Tiirelemmel és szeretettel kisérték végig tanulmanyaimat, majd munkémat, és
minden ¢€lethelyzetben stabil hatteret jelentettek szamomra.

A disszertacioban elvégzett kisérletes munkdkhoz a kovetkezd pdalyazatok 4ltal
biztositott forrasok jarultak hozza: az MTA Bolyai Janos Kutatasi Oszténdija, az NKFIH Fiatal
Kutatoi Kivaldsagi Programja (FK-134304), a Kulturalis és Innovacios Minisztérium Egyetemi
Kutatoi Osztondij Programja (EKOP-24-4-11-DE-58, EKOP-24-3-1-DE-290, EKOP-24-3-II-
DE-1), valamint a Grof Tisza Istvan Debreceni Egyetemért Alapitvany Kivalosagi PhD
Osztondija.
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13. ABRAK ES TABLAZATOK JEGYZEKE

ABRAK
e 2.1. abra

e 2.2. abra

¢ 2.3. abra
®2.4. abra
e 2.5. abra
®2.6. abra
e2.7. dbra
®4.1. abra
® 4.2, abra
¢ 5.1. dbra

e 5.2. abra

¢ 5.3. abra

e 5.4, abra
e 5.5, abra
® 5.6. abra

e 5.7. abra

¢ 5.8. abra
© 5.9, abra
¢ 5.10. abra

¢ 5.11. abra
¢ 5.12. abra

A hyalinporc szdvettani felépitésének sematikus abrazolasa.

A hyalinporc ECM-et alkotd komponensek szerkezeti viszonyat bemutatd
sematikus abra.
A chondrogenesis sematikus folyamatabraja.

A képen egy 4,5 napos csirkeembryo fénymikroszkopos felvétele lathato.

Az in vitro porcdifferenciacio 1épéseinek sematikus abrazolasa.

A transzmembran fehérjék leggyakoribb 4 funkcidjanak bemutatéasa.

A clusterin szintézise €és izoformainak funkcidja a sejten beliil.

A sejtfelszini fehérjék izolalasa és duisitasa aminooxy-biotin technikaval.

A keresett fehérjék kimutatasa chemiluminescens indirekt ELISA moédszerrel.

Az in vitro chondrogenesis meghatarozott napjain (1., 3., 6., 10., 15. tenyésztési
napok) megfestett sejtkulturak felvételei és GAG tartalmanak szemikvantitativ
kiértékelése.

Kvantitativ proteomikai analizis a chondrogenikus micromass sejtkulturak
meghatarozott tenyésztési napjaibol szarmazo teljes sejtlizatumok (A) és AOB
dusitott mintak (B) esetében.

A chondrogenikus sejtkulturakbol AOB-dusitast kovetden kvantitativ
tomegspektrometriaval meghatarozott DEP-ek Osszehasonlitdsa az egymast
koveté mintavételi napok kozott (1-3, 3—6, 6-10, 10—15. nap).

A chondrogenesis sordan az AOB-dusitott mintakban kimutatott DEP-ek
expresszio szerinti csoportositasa a k-means algoritmus alkalmazasaval.

Az egyes DEP klaszterekbe tartozo sejtfelszini fehérjék kozotti PPI halozat
elemzése a STRING adatbazis segitségével.

A chondrogenesis soran az AOB-dusitott fehérjelistak  kvalitativ
Osszehasonlitasa a kiilonbdzé tenyésztési napok kozott Venn-diagram
felhasznalasaval.

A CNTEFR és a PODXL fehérjék kvantitativ tomegspektrometriai elemzésbdl
szarmazo expresszios adatai.

A CNTEFR és a PODXL expresszidjanak ellendrzése meghatarozott tenyésztési
napokbol szarmazé chondrogenikus micromass sejtkulturdk  teljes
sejtlizatumain.

A CNTFR ¢és a PODXL cellularis elhelyezkedésének ellendrzése
chondrogenikus micromass sejtkultirakon immuncitokémiai jel6lést kovetden
késziilt konfokalis felvételek felhasznalasaval.

A clusterin STRING adatbazisbol 1étrehozott interakcids halozata.

A clusterin altal szabalyozott molekuldk haldzata az IPA tudéasbazisa alapjan.

Az TPA tudésbazis felhasznalasaval molekularis aktivitas predikcion alapuld
interkaciok a clusterin és az OA-ban szerepet jatszo partnerek kozott.
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TABLAZATOK

¢ 4.1. tablazat

¢ 4.2, tablazat

¢ 5.1. tablazat

¢ 5.2. tablazat

¢ 5.3, tablazat

¢ 5.4, tablazat

A mintakban kimutatott fehérjék surfaceome sztirésére hasznalt GO koédok
A kiszlrt sejtfelszini fehérjék kategorizalasa funkcidik alapjan kiilonb6z6
kulcsszavak segitségével

A sejtfelszini fehérje (AOB) dusitott és a teljes sejtlizatum (total proteom)
mintak 0sszehasonlitod tablazata kismértéki atfedést mutat. Megkdzelitbleg
mindossze a fehérjék 23%-at sikeriilt mindkét frakcidban azonositani.

A kiszelektalt sejtfelszini fehérjék funkcionalis besorolasa GO annotaciok
alapjan. A 4 {6 funkcionalis kategoria, valamint az egyéb fehérjék relativ
megoszlasa a porcdifferenciacio kiilonb6z6 napjain.

A clusterin STRING-halozatdban szerepld interakcids entitdsok a
kapcsolatok szdmai alapjan csokkend sorrendben. A clusterinnel kdzvetlen
kapcsolatban all6 fehérjék dolt betiivel szerepelnek.

A Cytoscape szoftver szovegelemz0 (text-mining) funkcioja altal a clusterin
és osteoarthritis keresdszavak felhasznalasaval létrehozott interakcios
halézat elemei. Az entitdsokat a kapcsolatok szama alapjan csokkend
sorrendben tiintettiink fel. Az els6 és masodik rétegben talalhatod
interaktorokat kiilon soroltuk fel.
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14. FUGGELEKEK

Az értekezést megalapozo kozlemények kiilonlenyomatai.
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