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1. BEVEZETES

A mozgasszervrendszeri struktirakat és a tdmasztoszoveteket érintd
degenerativ megbetegedések korunk tarsadalméanak és egészségiigyi
ellatérendszerének egyik legjelentdsebb, ugyanakkor egyik leginkabb
elhanyagolt problémaja. Az idével progredidlé elvaltozasok olyan
krénikus, életmindséget rontd allapotok kialakulasahoz vezethetnek, mint
példaul az iziileti porckopas, masnéven osteoarthritis (OA).

Az OA egy multifaktorialis etiologiaval rendelkezd, heterogén,
nemcsak a porcszovetet, 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 milli6 ember szenvedett a
betegségben. Ez az érték jelentds novekedést mutat, mivel 2020-ban a
vilag népességének mar 7,6%-a, vagyis koriilbeliil 595 millio ember élt
iziileti porckopéssal.

Az OA jelenleg is gyogyithatatlan megbetegedés. A jelenlegi
kezelési megkozelitések (gyogyszeres és mitéti) elsésorban a tiinetek
csokkentésére Osszpontositanak, céljuk a fajdalom enyhitése és az iziileti
funkcié javitisa a mindennapi tevékenységek megkonnyitésének
érdekében. Izgalmas uj iranyt jelenthet az Ossejt alapu terapidk
kifejlesztése és a 3D bionyomtatott szovetek sebészi beiiltetése. Jelenleg
azonban a porc-progenitorsejtek pontos karakterizaldsa, azok
koltséghatékony kinyerése a paciensbdl, majd autolég vagy allogén
modon torténd betiltetése még nem kellden hatékony. A terapia mellett a
diagnoézis-alkotas a betegség masik Achilles-ina, mivel a mai napig
els6sorban a tiineteken és a fizikalis vizsgalaton alapszik: a térd esetén a
fajdalom megjelenése jaras kozben, valamint az iziileti merevség az elsé
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tiinetek kozé sorolhatdak. A rontgen a szokésos és jelenleg is ajanlott
képalkoto eljaras, amely segiti az OA hagyomanyos szerkezeti
deformitasanak értékelését, azonban ezen elvaltozasok megjelenésével
mar sokszor tullépjiik az idealis terapias idéablakot.

Az OA korai diagnosztikdjahoz, valamint az O&ssejt-alapu és
porszovet tervezést (tissue engineering) igénylo kezelésében alkalmazott
j6 mindségl porcsejtek kinyeréséhez és szortirozdsdhoz elengedhetetlen
a porcszovet, valamint a porcdifferenciacio atfogd, rendszerszintii
ismerete. Ezen tilmenden sziikkség van olyan megbizhato, konnyen
kimutathaté biomarkerekre, melyek a késébbiekben felhasznalhatoak a
pontos diagnozisalkotashoz vagy a sejt alapu terapiakhoz.

Az értekezésem alapjaul szolgald kisérleteket két olyan kutatasi
iranyvonal hatdrozta meg, amelyek szorosan illeszkednek a jelenlegi
nemzetkozi trendekhez. Vizsgalataink sordan a chondrogenesis
dinamikusan valtoz6 sejtfelszini fehérje-mintazatdban bekovetkezett
valtozasok, illetve az ebbdl felfedezhetd értékes
diagnosztikai/prognosztikai biomarkerek tanulmanyozasa volt a célunk.
Emellett az extracellularis (EC) fehérjék fiziologias térszerkezetét
biztositd, valamint a sejttalélést szabalyozo chaperon fehérje, a clusterin
(CLU) connectome-jat is feltérképeztiik bioinformatikai adatbazisok

segitségével.



2. CELKITUZESEK

Egyetemi doktori értekezésem f6 célja az, hogy az in vitro
chondrogenesis  sordn  megvizsgaljam surfaceome  expresszios
mintazataban bekovetkezett valtozasokat és a porcfejlodés meghatarozott
stadiumaira jellemzd 4j sejtfelszini biomarkereket azonositsak. Ezenfeliil,
hogy felfedezzem a sejtfelszini és EC fehérjék chaperonjanak, a CLU-nek
az interakcios partnereit halézatbiologiai modszerek segitségével. Ezen
ismeretek birtokaban részletesebb képet kaphatunk a kiilonb6z6 stadiumu
porcsejtek surfaceome ujjlenyomatarol, tovabba az igy felfedezett
biomarkerek potencialis célpontként szolgalhatnak a degenerativ

Részletes célunk az volt, hogy az in vitro porcdifferenciacié

soran ¢s kiilonboz6 bioinformatikai adatbazisok segitségével az
alabbiakat vizsgaljuk meg:

e Milyen kvalitativ és kvantitativ osszetétellel rendelkezik
a surfaceome az in vitro porcfejlodés soran? A
porcfejlodés eltérd szakaszaiban milyen fehérjék és mekkora
mértékben fejezédnek ki a sejtfelszinen? A sejtfelszini
proteinek milyen f6 funkcidkkal rendelkeznek és torténik-e
valtozas a funkciok aranyaban?

o Talalhaté-e olyan fehérje a sejtek felszinén, mely
specifikus lehet egy adott porcfejlodési stadiumra?
Kimutathatunk-e egy surfaceome fehérjét mely csak a korai,
vagy csak a kései chondrogenesis sordan expresszalddik?
Vagy létezik-e olyan sejtfelszini fehérje, mely végig jelen
van, de kifejez6désének mértéke szignifikdnsan valtozik a
porcdifferenciacio eldrehaladtaval?
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Az esetlegesen kimutatott sejtfelszini biomarker milyen

szereppel rendelkezhet a porcsejtek életében?

Végezetiill milyen specifikus feladattal rendelkezhet a
CLU a porcszovet élettanaban, valamint az OA
pathomechanizmusiaban? A CLU-nek mik lehetnek a target
fehérjéi  porcszovetben?  Ezenfeliil — bioinformatikai
halozatelemzések alapjan milyen feltételezett

kolesOnhatasok lehetnek kozottiik?



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Kisérleti modell: csirkeembryo végtagtelep-eredetii porcosodd

micromass primer sejtkultira

Az in vitro chondrogenesis folyamatat csirkeembryok
végtagtelepeibdl izolalt chondroprogenitor sejtek segitségével vizsgaltuk,
melyeket high-density micromass kultardkban differencialtattunk.
Kisérleteinkhez a tojasokat (altalaban 100-150 db tojas bioldgiai
replikdtumonként) 4,5 napig inkubaltuk 37°C-on. Az inkubacios periddus
végére a csirkeembryok a Hamburger—Hamilton (HH) felosztas szerinti
23-24-es stadiumban voltak. Ezutdn mikroszkop és steril csipeszek
segitségévél laminaris fiilkében a mells6 és hatso végtagtelepek distalis
1/3-at lemetszettiik, melyek elsdsorban chondroprogenitor sejteket
tartalmaztak. A szovetdarabokat 0,25% tripszin—-EDTA oldattal
emésztettiik egy oran keresztiil, 37°C-os, 5% CO; és 90% relativ
paratartalmu sejttenyészté inkubatorban, amit utina FBS (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) segitségével allitottunk le. A
sejtszuszpenzid szlrését kovetden a sejtslirliséget automata sejtszamolod
késziilék segitségével szamoltuk ki, és 1,5 x 107 sejt/ml slrliségre
higitottuk a szuszpenziot. A kisérleti céloknak megfeleld tipust tenyésztd
edényekben, optimalis mennyiségli (1-30 db), 30-100 pl csepp
sejtszuszpenziot alkalmaztunk, majd 2 6ran keresztiil engedtiik kitapadni
a sejteket a tenyésztd edények also felszinére, végiil komplett Ham’s F12
médiummal (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) etettiik meg a
kultarakat, amelyet 2 naponta cseréltiink.

A kisérletekhez a sejtkultirdkat a chondrogenesis meghatarozott
stadiumainak megfeleld tenyésztési napokon hasznaltuk fel: 1. napon

chondroprogenitor sejtek, 3. napon chondroblastok, 6. napon érett
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chondrocytak, 10. napon hypertrophia el6tt allé chondrocytak, 15. napon
pedig mar hypertrophias chondrocytak alkottak a kulturakat.
A csirkeembryok kutatasban torténd felhasznalasahoz nincs sziikség

kiilon etikai engedélyre a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsagatol.
3.2. Szovettani festés alkalmazéasa

Kisérleteink sordan a savas dimetil-metilénkék (sDMMK; pH 2)
szovettani festék (Sigma-Aldrich) alkalmazasaval figyeltiik meg a fejlodo
porcban termelddé porcspecifikus ECM valtozasait. A festék
orthochromasias szine a kék, mig a porcosodas megjelenésével
metachromasias elszinez6déssel piispoklila arnyalatot figyelhetiink meg,
mely a termeldd6 porcmatrixban talalhaté nagy mennyiségii proteoglikan
és gliikdzaminoglikan makromolekuldak okozzak. Az sDMMK-festett
kultarakrol egy Olympus BX53 mikroszkoppal (Olympus Corporation)
készitettiink felvételeket 4x nagyitdsu objektiv alkalmazasaval. A
digitalis felvételeken lathaté 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

és mindségi Osszetételére.

3.3. Sejtfelszini  fehérjék izolalasa és dusitdsa aminooxi-biotin

technikaval

Ezen modszerek sziikségességét az adja, hogy a plazmamembranban
(PM-ben) relative alacsony aranyban fejez6dnek ki fehérjék a teljes
proteomhoz viszonyitva, emiatt a teljes sejtlizatumon végzett

tomegspektrometriai vizsgalat sordn a nagymennyiségben jelenlévo



citoplazmatikus és egyéb fehérjek elfedhetik az alacsonyabb
expresszioval jellemezhet6 tarsaikat.

Az eltéré fejlodési stadiumban 1évé porcsejtekrél lemostuk a
szérumfehérjéket tartalmazéo FBS-t. Ezutan a sejtek felszinén 1évd
glikoproteineket 1mM natrium-metaperjodattal oxidaltuk (Thermo Fisher
Scientific), és 100 mM aminooxy-biotinnal jeldltiik (Biotium, Fremont,
(Sigma-Aldrich) hozzaadasaval leallitottuk, mely utdn a sejteket
lizispufferrel lizaltuk. A  keletkezd sejttormeléket  tobbszords
centrifugalasi 1épésekkel eltavolitottuk (2800 x g 5 perc, majd 16000 x g
15—15 perc, 4°C), majd a fehérjéket tartalmazo felilliszot NeutrAvidin
agar6z gyongyoket (Thermo Fisher Scientific) tartalmazdé Snap Cap
oszlopokba pipettaztuk (Thermo Fisher Scientific). A fehérjemintainkat
elészor 3 x 15, majd 5 x 10 alkalommal mostuk a felhasznalas
sorrendjében a kovetkezd oldatokkal: lizis puffer, 0,5% (w/v) natrium-
dodecil-szulfatot (SDS-t) (Amresco) tartalmazd PBS oldat, UC puffer (6
M urea [Invitrogen, Waltham, MA, USA], 100 mM Tris—HCI [pH 8.5]),
ismét UC puffer, 5 M NaCl, 100 mM Na,CO; (Sigma-Aldrich), PBS,
végiill HPLC mindségi viz (Molar Chemicals Kft.).

A mosasok utdn a NeutrAvidin gyongyokhoz kotott sejtfelszini
fehérjéket 50 mM NH4HCOs-t (Sigma-Aldrich) és 5 pg Pierce Trypsin
Protease-t (Thermo Fisher Scientific) tartalmazé oldattal peptidekké
hasitottuk, melyeket Osszegytjtottiink. Végiil az emésztett peptideket

liofilizaltuk és elkiildtiik tdmegspektrometriai elemzésre.



3.4. A porcsejtek total proteomjanak izolalasa

A surfaceome izolalassal parhuzamosan ugyanazon tenyésztési
napokon (1., 3., 6., 10. és 15. napon) a micromass sejtkultirakbol total
proteom (teljes fehérjekészlet) mintakat is gyujtottiink. A porcsejteket
100 pl RIPA pufferbe helyeztiik (SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Németorszag majd ultraszonikatorral (3 x 10 masodperces
impulzusokkal) lizaltuk, hogy ezzel biztositsuk a kiillonbozd

membranfehérjék szolubilizalasat is.

3.5. A surfaceome és a total proteom peptid mintak tomegspektrometriai

analizise LC-MS/MS médszerrel és a nyers adatok elemzése

A liofilizalt peptid mintdkat hitoétt csomagolasban elkiildtiik
kollaboracios partneriinknek, David J. Boocock-nak a Notthinghami
Egyetemre az Egyesiilt Kiralysagba. A munkacsoportjaval 6k végezték el

a mintak tdmegspektrometriai elemzEését és a nyers adatok kiértékelését.

3.6. A kvantitativ tdmegspektrometriabol szarmazd expresszios adatok

bioinformatikai analizise

3.6.1. A mintakban lévé fehérjék kifejezédési mintazatanak feltérképezése

expresszios klaszterek és heatmap segitségével

A kvantitativ proteomikai adatokbol kialakitott expresszios
klasztereket, a heatmap-et, valamint az ezek alapjan l1étrehozott Gene
Ontology (GO) és Principal Component Analysis (PCA) elemzéseket a
kollaboracios partneriink, Brazda Péter végezte el az Utrechti Egyetemen,

Hollandiaban.



3.6.2. A feheérjék surfaceome alapu sziirése és funkcioik szerinti
csoportositasa GO kifejezések segitségével, kvalitativ dsszehasonlitisa

Venn-diagrammal

Elsé feladatunk az volt, hogy ellendrizziik a sejtfelszini fehérje
jeloléstink hatékonysagat a Uniprot weboldalrdl szarmaz6 adatok
segitségével. Ehhez a ,,GO (cellular component)” és a ,,GO (biological
process)” oszlopokat vizsgaltuk meg ¢és az Altalunk valogatott,
sejtfelszinre jellemz6 GO kodok felhasznalasaval sziirést végeztiink.

A megsziirt fehérjelistat ezutan egy ujabb keresésnek vetettiik ala,
melynek soran négy 6 funkcionalis kategoriat vettiik alapul (receptorok,
transzporterek, enzimek, adhézidés fehérjék). Szintén két oszlopot
ellendriztiink a keresés kiszélesitése érdekében: a ,,GO biological
process” ¢és a ,,GO molecular function” oszlopokat. Ebben az esetben
azonban nem GO kodokat, hanem kulcsszavakat hasznaltunk fel a
kereséshez.

Végezetill a kiilonboz6 tenyésztési napokbdl szarmazoé sejtfelszinre
szirt fehérjelistakat Venn-diagram segitségével kvalitativan hasonlitottuk

0ssze.

3.7. Az Gjonnan felfedezett fehérjék expresszidjanak validalasa western

blot technikaval

A Venn-diagram segitségével felfedezett, porcsejtekben eddig még
nem kimutatott fehérjék expressziojat western blot technika
alkalmazasaval, 3 biologiai replikatum segitségével validaltuk. A RIPA
assay (Thermo Fisher Scientific) segitségével ellendriztiik. A mintékat 1
mg/ml egységes koncentracidra higitottuk 4x toménységlii Laemmli

puffer (Thermo Fisher Scientific) és PBS felhasznalasaval, majd az igy
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kapott keveréket lezart Eppendorf-csovekben eldre felmelegitett 95°C-os
inkubatorban (Bioer Technology, Hangzhou, Zhejiang, Kina) 10 perc
alatt felfoztiik.

A redukald oldatnak koszonhetden a kiegyenesitett fehérjéket
toltésiik és molekulatdmegiik alapjan szepardltuk poliakrilamid
gélelektroforézis alkalmazdsdval (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
Kalifornia, USA), majd az igy szétvalasztott fehérjéket egy nitrocelluloz
membranra transzferaltuk (Bio-Rad Laboratories) Trans-Blot Turbo
Transfer System gép segitségével (Bio-Rad Laboratories). Ezt kvetden
teljes ¢jszakan keresztiil inkubaltuk a membranokat a megfeleld primer
antitesteket tartalmazo tej—PBS oldatokkal: 1:500 higitasi anti-PODXL
poliklonalis  antitest (katalogusszam: 18150-1-AP; Proteintech,
Rosemont, Illinois, USA), 1:500 higitast anti-CNTFR poliklonalis
antitest (katalogusszam: ab127425; Abcam, Cambridge, UK), valamint
1:5000 higitasu anti-p-aktin monoklonalis antitest (katalogusszam:
A5441; Sigma-Aldrich). A primer antitestek Tween20-at (Amresco,
Solon, OH, USA) tartalmazé PBS oldattal (PBST) torténé lemosasat
kovetden anti-nyul (katalogusszam: 170-6515; Bio-Rad Laboratories) és
anti-egér  (katalégusszam:  170-6516; Bio-Rad  Laboratories)
tormaperoxidaz-konjugalt secunder antitestekkel inkubaltuk a
membranokat 1 o6ran keresztiil. A feleslegben 1év6 secunder antitesteket
PBST segitségével mostuk le a membranokrol. Végezetiil
géldokumentacios rendszer (ChemiDoc MP Imaging System, Bio-Rad
Laboratories) felhasznalasaval detektdltuk a secunder antitestek altal

adott chemiluminescens jelet.
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3.8. Az Gjonnan felfedezett fehérjék cellularis lokalizaciojanak validalasa

immuncitokémiai technikaval és konfokalis mikroszkopiaval

Az immuncitokémiai jeldléshez a csirkeembryobol izolalt
chondroprogenitor sejteket, hasonléan az el6zéekhez, 15 millid sejt/ml
denzitasban tenyésztettilk. Azonban amikor a sejtkultirdk elérték a
sziikséges tenyésztési napot (1., 3., 6., 10. és 15. nap), akkor a surfaceome
izolalas soran is hasznalt 0,25%-os I-es tipust kollagenaz oldattal (Sigma-
Aldrich) 5-20 perc alatt (az ECM mennyiségétdl fiiggden) felemésztettiik
a micromass kulturakat a tenyészt6 edény aljardl. Ezutan 12 mm atméréji
tivegfeddlemezekkel ellatott 24 well plate-be (Eppendorf) pipettaztunk
wellenként 500-500 pl sejtszuszpenzidt pipettaztunk, ezaltal monolayer
kultarakat létrehozva, melyek 2 ora alatt kitapadtak a felszinre. A
formalin-fixalast kovetden 3% BSA-t (Amresco) és 10% kecskeszérumot
(Invitrogen) tartalmaz6 oldattal blokkoltuk a nem specifikus
kotohelyeket. Az anti-CNTFR ¢és anti-PODXL primer antitesteket 1%-os
BSA-t és 3%-o0s kecskeszérumot tartalmazdé PBS-ben hasznaltuk fel,
1:500 aranyu higitasban. Ezutan Alexa Fluor 555 fluoreszcens festékkel
konjugalt anti-nyul secunder antitestet (Invitrogen) alkalmaztunk 1:1000
aranyban. Végezetiil 2 ul DAPI-t (4,6-diamidino-2-fenilindol) tartalmazé
VECTASHIELD ragaszto6 médiummal (Vector Laboratories Inc,
Burlingame, Ca, USA) rogzitettilk a sejteket tartalmazo fedélemezt a
targylemezhez.

Az immuncitokémiai modszerrel megjeldlt fehérjék cellularis
lokalizaciojat Olympus FV3000 konfokélis mikroszkoppal (Olympus
Corporation, Shinjuku, Tokid, Japan) ellendriztik. A felvételek
elkészitéséhez 60x nagyitasu PlanApo N immerzi6 olajos objektivet (NA:

1,42) alkalmaztunk. Eredményeink vizualizaldsdhoz ¢és digitalis
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rogzitéséhez az FV31S-SW szoftvert (Olympus Corporation) hasznaltuk.
Minden esetben a laser ND (neutral density) filter 4-7% kozotti, a
1ézerfesziiltség 400—700 V kozotti, a Gain 1% és az Offset 0% volt. Ezutan
a megfeleld fokuszsikot kivalasztva 3 kép linearis atlagabol készitettiik el
a felvételeket. Az elkésziilt képekre scale bar-t égettink és tiff

formatumban mentettiik 6ket adathordozora.
3.9. Statisztikai analizis

A tézisben bemutatott kvantitativ kisérleti eredmények minden
esetben 3, egymastdl fliggetlen bioldgiai replikatumbodl szarmaznak. A
disszertacidban szerepld oszlopdiagramokon a  kiilonb6zé
replikatumokbdl szarmazo atlagolt eredmények lathatoak és a hibasavok
az atlag szorasat (standard deviacid, SD) jelzik. A sejtfelszini fehérjékbol
szarmazo peptidmintak tomegspektrometriai vizsgélatanal a normalizalas
az Osszes kimutatott fehérje altalanos expresszidés mintazatara tortént. A
numerikus adatok analizisé¢hez és vizualizalasdhoz a Microsoft Excel
(2507 verzid) programot hasznaltuk. Az sDMMK szdvettani festés soran
kapott adatok statisztikai kiértékelése és a statisztikai kiilonbségek
megallapitasa a Student-féle kétmintas r-proba segitségével tortént. A
valtozasokat az in vitro csirke chondrogenesis meghatarozott tenyésztési
napjai kozott (1., 3., 6., 10., és 15. nap) hasonlitottuk dssze. A valtozast p

< 0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak.
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3.10. A CLU interakcids partnereinek feltarasa in silico halozatbiologiai

modszerekkel

3.10.1. A CLU interakcios partnereinek feltérképezése STRING adatbazis

¢és Cytoscape szoftver segitségével

Az in silico kutatasunkban eldszor a STRING adatbazist (11.5

verzid; www.stringdb.org) és a Cytoscape szoftvert (3.0.0 verzid)

hasznaltuk fel a CLU hal6zatanak feltérképezésére és vizualizalasara. A
STRING adatbazisban megkerestiik a CLU ismert PPI-ket és a hozza
kapcsolodd GO annotacidkat. Ezutan a Cytoscape szoftverben talalhato
PubMed-lekérdezési funkciot alkalmaztuk, hogy importaljuk a clusterin
elsd 50 legvaldszinibb PPI targetjét (konfidencia kiiszobérték: 0,4;
halozattipus: teljes STRING halozat; lekérdezési keres6szo: clusterin

vagy clusterin osteoarthritis) a PubMed-en 1év6 publikéciok alapjan.

3.10.2. A CLU interakcios partnereinek és az OA-ban betéltott
szerepének vizsgalata Qiagen Ingenuity Pathway Analysis (IPA)

elemzéssel

Kollaboracios munkatarsunk a CLU interakcios partnereit az IPA
adatbazis segitségével hozta 1étre. A statisztikai szignifikanciat Fisher-
féle egzakt teszttel szamolta ki, p < 0,05 kiiszobértékkel és Benjamini-
Hochberg korrekcioval. A kanonikus jelatviteli Gtvonalak, betegségek és
rendellenességek, molekularis- és sejtfunkciok, valamint fiziologias
embryonalis fejlodési folyamatok aktivaciojat vagy gatlasat az IPA Z-
score algoritmusaval szamitotta ki, majd Osszevetette egy idealis
aktivacios  vagy  gatldsi  mintaval a  jelatviteli  utvonal,

betegség/rendellenesség vagy biologiai funkcid esetében.
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A kollaboracios partneriink az IPA-n beliil a molekularis aktivitast
prediktalo (MAP) eszkdzt hasznalta fel annak feltérképezésére, hogy a
CLU aktivacidjanak vagy gatlasanak milyen hatdsa van az OA-hoz

asszocialt jelatviteli Gtvonalakra.

15



4. EREDMENYEK

4.1. A porcdifferenciacio fiziologias progresszidjanak ellendrzése

sDMMK szdvettani festés segitségével

Az altalunk alkalmazott, csirkeembryok végtagtelepbdl létrehozott
micromass high-density sejtkultara 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, koztiik az SDMMK festéssel metachromasiat
eredményezé 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 beldlik
kalkulalt metachromasia index értékei alapjan is jol nyomon kovethetd.
A 10. és 15. nap kozott a porcsejtek hypertrophids chondrocytakka
alakulnak és a porcmatrix méretében mar csak kisfokii novekedés

tapasztalhato.

4.2. A kiilonb6zé stadiumu porcsejtekbdl szarmazo total proteom és
izolalt surfaceome mintdk tomegspektrometriai eredményeinek

Osszehasonlitasa

Nagy ateresztoképességli (high-throughput) LC-MS/MS analizist
végeztiink a chondrogenikus sejtkulturakbol  szarmazo  teljes
lizatumokon, valamint az aminooxy-biotin (AOB) sejtfelszini fehérje
izolalasbol szarmazd peptidmintdkon, melyeket az 1., 3., 6., 10. és 15.
tenyésztési napon gyujtottink (N=3 biologiai replikdtum), a

porcdifferenciacio kulcsfontossagu szakaszainak megfelelden.
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4.2.1. A total proteom és az AOB dusitott surfaceome fehérjelistainak

vizsgalata PCA elemzéssel

A teljes proteom vizsgalata soran Osszesen 5207 fehérjét vagy
fehérjecsoportot, mig a sejtfelszini fehérje dusitasbol szarmazo mintak
esetén Osszesen 522 fehérjét vagy fehérjecsoportot azonositottunk (p
<0,05). A PCA analizis jol elkiiloniilé proteomikai profilokat mutatott a
total proteom mintdkban, ezenfeliil a biologiai replikatumok szorosan
csoportosultak a kiillonbozd tenyésztési napok szerint. Az elsd
fékomponens (PC1), amely a variancia 42%-at magyarazza, az idébeli
elérehaladast tiikrozte, jol elkiilonitve a differencialatlan (1. nap) és az
érett (10. és 15. nap) kultirakat. A masodik fékomponens (PC2; 19%-os
variancia) az intermedier porcfejlé6dési szakaszokat (3—6. nap) valasztotta
el mind a korai, mind a kés6i idépontoktol.

A surfaceome mintakban 522 kvantifikalt fehérje/fehérjecsoport
koziil 18-at kizartunk a PCA elemzésbdl, mivel kizardlag egyetlen
tenyésztési napon voltak detektalhatok, emiatt 504 fehérje maradt a
tovabbi vizsgalathoz. A PCA analizis alacsony mértékii variabilitast
mutatott a bioldgiai replikatumok kozott, ugyanakkor tenyésztési napok
szerint jol elkiilonitette a mintakat az elsd fékomponens mentén (PC1;

40%-o0s variancia).

4.2.2. A total proteom és az AOB dusitott surfaceome fehérjelista kozotti

atfedes ellendrzése

Az Osszehasonlitd elemzés atlagosan mindossze 23%-os atfedést
mutatott a teljes sejtlizatum és a sejtfelszini fehérje-dusitott mintak
fehérjéi kozott. Ezen szamadatbdl kikovetkeztethetd, hogy az AOB-
izolalt fehérjék 77%-a, vagyis 205-238 protein nem volt kimutathat6 a

teljes sejtlizatumban, melyet ,,rejtett surfaceome” -nak neveztiink el. Ez
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az Osszefiiggés alatamasztja a modszer fokozott érzékenységét az
alacsony kopiaszamban megjelend, plazmamembranhoz kotott fehérjék

azonositasaban.

4.2.3. A total proteom és az AOB dusitott surfaceome fehérjelistak GO

kifejezésekkel torténd in silico sziirése

A sejtfelszini fehérjék azonositasanak maximalizalasa érdekében
minden detektalt fehérje esetében in silico megkdzelitéssel
kovetkeztettink a sejtfelszini lokalizaciéra jol megalapozott GO
annotaciok alapjan. Els6ként ezt a predikcids modszert a teljes sejtlizatum
adatallomanyara alkalmaztuk, igy definidlva a porcsejt kulturdk GO-
alapu sejtfelszini subproteomjat. Az ebben az adatbazisban szerepldé 5207
fehérje koziil 885 (17%) esetében valdszinUsitettiink —sejtfelszini
lokalizaciot. Ezt kovetéen ugyanazon GO annotacidkkal a surfaceome
mintdkon is elvégeztik a sziirést. Az AOB-alapt dusitasi eljaras
szignifikdnsan megndvelte az azonositott sejtfelszini fehérjék aranyat:
minden vizsgalt idépontban és biologiai replikdtumban a fehérjék 55—
60%-a sejtfelszini lokalizacioval volt annotalva. Ezaltal az AOB jelolési
technika a GO annotacios szliréssel egybekdtve jelentds eldrelépést

jelenthet a sejtek surfaceome profiljanak teljesebb korti leirasaban.

4.3. A kiilonboz0 porcsejtek surfaceome dusitasabol szarmazo kvantitativ

tomegspektrometriai eredmények DEP és PPI elemzése

Az Osszesen 504 vizsgélt fehérjébdl azokat tekintettiik
szignifikansan eltérd expresszidval rendelkezéknek (DEP), amelyeknek a
log, fold change (log,FC) értéke nagyobb volt, mint 1,0 és a Benjamini—
Hochberg korrekcidval moddositott p-értéke 0,05 alatti eredménnyel

rendelkezett. Idépont-6sszehasonlitisonként az up- és downregulalodott
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DEP-ek szama a kdvetkezoképpen alakult: 1-3. nap kozott 72 nétt, 10
csokkent, 3—6. nap kozott 74 nétt, 82 csokkent, 6-10. nap kdzott 89 nétt,
31 csokkent, valamint 10—15. nap kdzott 19 nétt, 47 csokkent.

A kimutatott DEP-eket ezutan 4 klaszterbe soroltuk expresszids
mintazatuknak megfeleléen, majd elvégeztiik az egyes klasztereken a GO
analizist. Az ,,A” klaszterbe tartozo 96 fehérje progressziv upregulaciot
mutatott az in vitro chondrogenesis elérehaladtaval. Ebben a csoportban
az ECM szervez6déséhez (GO:0030198), L-aszkorbinsav-kotéshez
(GO:0031418), a kollagén alfa-lanc szintézisé¢hez sziikséges peptidil-
prolil hidroxilaciohoz (GO:0019511) és csontfejlédéshez (GO:0060348)
kapcsolodd GO kifejezések dusultak. A ,,B” klaszterbe sorolt 60 protein
expresszidja a tenyésztés 6. napjan érte el a legmagasabb kifejezodést,
melyben tobbek kozott a transzmembran ephrin receptor aktivitas
(GO:0005005) és a fibroblast novekedési faktor kdtés (GO:0017134) GO
kifejezések voltak feliilreprezentaltak. A ,,C” klaszter 63 fehérjéje ezzel
ellentétben atmeneti expressziocsokkenést mutatott a 6. napon, majd ezen
proteinek a kései porcfejlodési fazisban ismételten upregulalodtak az érett
sejtkultirakban. Ebben a csoportban az RNS-polimeraz II foszforilacid
(GO:0008353), és a sejtciklus szabalyozashoz kapcsolodé ciklin-
dependens protein szerin-threonin kinaz aktivitds (GO:0004693) GO
kifejezések dominaltak. A ,,D” klaszterbe tartozo 88 fehérje expresszidja
a 3. naptdl kezdve folyamatosan csokkent, ami azt sugallja, hogy ezen
proteinek elsdsorban a korai differenciaciés szakaszban toltik be
szerepiiket. A ,,B” klaszterhez hasonldan itt is megjelentek az ephrin
receptorhoz  (GO:0005005) ¢és fibroblast novekedési faktorhoz
(GO:0017134) kapcsolodd GO kifejezések, tovabba kimutathat6é volt a
WNT jelatvitel jelenléte is (GO:0042813). Ezeken feliil az izom- és

idegrendszeri fejlodéshez tarsithatd GO talalatok is megjelentek a ,,D”
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klaszterben (GO:0007517, GO:0007411, GO:0021953), mely jelezheti az
Ossejtekre jellemzo plaszticitas fokozatos megsziinését.

A sejtfelszini fehérje klasztereken részletes PPI halozatelemzést is
végeztink a STRING adatbazis segitségével Az ,,A” klaszter PPI-
halozataban az ECM 4atalakulashoz (MMP2, FN1, VCAN, DCN, PLOD]1,
CRTAP, P3H2, P4AHA1/2), a kollagén bioszintézishez (PLOD1, CRTAP,
P3H2, P4HA1/2, P4AHB) és a fehérjehajtogatashoz (HSPAS/PDIA3)
kapcsolodo fehérjék voltak megtalalhatoak, emellett még a vezikula-
transzporthoz és az oxidativ stresszvalaszhoz (PRDX6) kot6do
komponenseket is tartalmazott. A ,,B” klaszterben az ephrin jelatvitel
dominalt, benne négy ephrin receptorral (EPHA7, EPHB1, EPHB2,
EPHB3), mely felhivja a figyelmet a fejlodési mintazatok kialakitasaban
betdltott szerepiikre. Ugyancsak kimutathatoak voltak ebben a halmazban
az endocytosisban szerepet jatszo fehérjék (AP2M1, RAB5C) ¢s a RAB
GTPazok (RAB5C, RABI4), melyeket a dinamikus IC
membrantranszport kdzponti elemeiként azonositanak. Az SRC és az
FGFR2 kapcsolatot teremt a fokalis adhéziok és az FGF jelatvitel kozott.
A ,,C” klaszterben dusultak a cytoskeletalis szervezédéshez (ACTNI,
ACTN4, MYH9, ARF6), a kalcium jelatvitelhez (CALM3, S100A6,
ANXAL1) és a sejtadhézios utvonalakhoz (DMD, ARF6, RAPIB)
kapcsolodo fehérjék. A halozatban a fokalis adhézid és az aktin
cytoskeleton itvonalai dominaltak az aktinin (ACTN1, ACTN4), miozin
(MYHD9) és disztrofin (DMD) révén. A kalcium jelatvitel a metabolikus
és gyulladdsos valaszok integraldsdban jatszhat szerepet (CALM3,
S100A6). A HMGBI kapcsolatot teremt a sejtmagi DNS-javitas és az EC
iranybol érkez6 VEGF jelatvitel kozott. Ebben a klaszterben olyan
fehérjék is megjelentek, melyek kozremikddnek az enchondralis

csontosodas folyamataban (TIMP3, TGFB2, THBS2, VLDLR). A ,,D”
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klaszterben szintén az ephrin jelatvitel dominalt, tobb ephrin receptorral
(EPHA3, EPHA4, EPHAS, EPHA7, EPHB1, EPHB2, EPHB3), melyek a
sejtmigracio szabalyozasahoz jarulhatnak hozza a porcnodulus-képzddés
soran. A Wnt (FZD1, FZD2, FZD7) és Hedgehog (SMO) jelatviteli
utvonalak az egyedfejlédési folyamatok kulcsszerepléi, mig az
EGFR/FGFR receptorok (EGFR, FGFR1, FGFR2, FGFR3) a hozzajuk
kotddd novekedési faktorok segitségével a citoplazmatikus MAPK-
aktivaciot biztositjak.

4.4. Az AOB dusitott surfaceome fehérjék funkcionalis csoportositasa

A surfaceome-ra jellemzé GO kifejezések altal kiszelektalt
sejtfelszini fehérjéket 4 f6 funkciondlis kategériaba osztottuk a GO
,molecular function” és ,biological process” annotaciok alapjan:
receptorok, enzimek, transzporterek, sejtadhézios és sejtkapcsold
fehérjék. A surfaceome fehérjék funkcionalis megoszlasa a

chondrogenesis teljes idotartama alatt kozel allandé maradt.

4.5. A kiilonbdz6 tenyésztési napokbol szdrmazé AOB dusitott

surfaceome listak kvalitativ 6sszehasonlitasa Venn-diagram segitségével

A sejtfelszini fehérjék GO annotaci6 alapu sziirését kovetden a
fehérjék kvalitativ jelenlétét hasonlitottuk Ossze az egyes tenyésztési
napok kozott annak érdekében, hogy azonosithassunk olyan sejtfelszini,
esetleges jovobeli biomarker-jelolteket, amelyek a porcdifferenciaciod
meghatarozott stddiumaira jellemzéek. Minddssze két olyan fehérjét
sikeriilt azonositanunk, amelyek megfeleltek a korai chondrogenikus
stadium (1-6. tenyésztési nap) kritériumainak: a ciliaris neurotrophikus

faktor receptort (CNTFR) és a podocalyxin-t (PODXL).
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4.6.A CNTFR ¢és a PODXL expressziojanak ¢€s cellularis
lokalizacidjanak validalasa

Mindkét fehérje esetén a kvantitativ tOmegspektrometriai
vizsgalatbol szarmazé expresszidos adatok progressziv csokkenést
mutattak a differenciacio elérehaladtaval, tovabba a 10. és 15. napon nem
voltak kimutathatoak.

A CNTFR ¢és a PODXL expresszidjanak igazoldsara western blot
technikat alkalmaztunk. 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
hasonlé mintazatot mutatott a differenciacid elérehaladtaval, mint az
el6zéekben emlitett kvantitativ proteomikai eredmények. Hasonléan a
PODXL is specifikus savként jelent meg ~60-70 kDa koriili
magassagban, melynek expresszidos dinamikaja szintén kovette a
tomegspektrometriai vizsgalatbol szarmaz6 kvantitativ eredményeket.

A CNTFR ¢és a PODXL cellularis lokalizaciojanak
meghatarozasahoz immuncitokémiai jelolést végeztiink, melyrdl
konfokalis mikroszkdp segitségével felvételeket készitettiink. 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 kezd6dden a jel fokozatosan a PM-hez kozeli
régidkban lokalizalodik, mely tendencia a 15. napon is megfigyelhetd. A
PODXL ezzel szemben mar az 1. naptol kezdve lokalis eloszlast mutat. A
fluoreszcens jel intenzitisa a chondrogenesis el6rehaladtaval
folyamatosan csokken, a 15. napon pedig csak nagyon alacsony szinten
detektalhato. Frdekes megfigyelés, hogy a PODXL elsésorban a

sejtnyulvanyok vezetd éléhez kozel koncentrdlddott, ami potencidlis
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szerepére utalhat a sejtmorfologia és a migracido szabalyozasaban,

kiiléndsen a porcfejlodés korai szakaszaban.

4.7. A clusterin interakcios partnereinek €s az OA-ban megvaltozott

expresszidjanak bemutatasa

4.7.1. A STRING adatbazisbol szarmazo, CytoScape programmal

letrehozott CLU interakcios halozatanak ismertetése

A STRING adatbazis alapjan a CLU fehérjének jelenleg 25
interakcios partnerét ismerjiik. A CLU halézatanak legfontosabb elemei
kozott szerepeltek intracellularis chaperonok (HSPAS, HSP90BI),
valamint aggregatumképzé fehérjék (APP, SNCA, PRNP), amely
talalatok a CLU és a neurodegenerativ betegségek kozotti tobbszintli
kapcsolatot figyelembe véve nem meglepd.

A CLU halézatban kdlcsonhatdo komponensek bévebb azonositasa
céljabol a CytoScape beépitett PubMed-alapu szovegelemzd (text-
mining) funkciodjat alkalmaztuk a korabbi connectome kiterjesztésére. Ezt
kovetden meghataroztuk a CLU OA-val dsszefliggd interakcios haldzatat
is, melyhez szintén a CytoScape PubMed-alapu szovegelemz6 moduljat
hasznaltuk fel a ,,clusterin” és ,,osteoarthritis” kulcsszavak segitségével.
A keresés mindossze 13 kolcsonhatod entitast eredményezett, melyek
koziil 6t molekula elsédleges, direkt kapcsolatnak bizonyult (AFM,
APOA4, HPX, CLU, C7), mig tovabbi hét fehérje masodlagos, indirekt
kapcsolattal rendelkezett (PRG4, MMP3, ORM?2, PROC, IGLLS,
IGFALS, SERPINA4).
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4.7.2. Az IPA tudasbazis segitségével létrehozott CLU interakcios halozat

ismertetese

Az IPA adatbazisbol kivalogattuk azt a 26 molekulakat, amelyek
expresszidjat a halozatelemzés soran felhasznalt szakirodalmi adatok
alapjan a CLU pozitivan vagy negativan szabalyozza. A CLU gatolja 12
fehérje, koztik a hiszton H3, BAX, ATP7B, SREBFI, Ciap, IL-6,
prosztaglandin E2, koleszterin-észter, CDKN1A, CXCL8, CDHI,
valamint a ATP7A expresszidjat, azonban serkenti 14 protein, koztiik a
BCL2L1, NFKBIB, MMP2, NFKBIA, RAD17, APP, SMAD3, AKTI,
SMAD2, HSPAS, TP53, TNF, BCL2, tovabba az MMP9 kifejez6dését.

Az el6z6 alfejezetben targyalt STRING adatbazisbol nyert
interakcios partnerekkel dsszehasonlitva, mindkét vizsgalat kimutatta a

BAX, ATP7B, BCL2L1, APP, valamint a HSPAS kapcsolatat a CLU-nel.

4.7.3. CLU halozatképzés molekularis aktivitason alapulo predikcio

segitségevel az OA kontextusaban

Az TPA tudasbazison alapuld, molekularis aktivitast felhasznalo
predikcios elemzés 6t kulcsfontossagli szabalyozo jelatviteli Gitvonalat
azonositott, amelyek a CLU szempontjabdl relevansak lehetnek az OA
szabalyoz6 TNF-a, az ECM 0Osszetételét befolyasold matrix
metalloproteinazok (MMP2, MMPY), a sejtciklust gatlo CDKN2A,
valamint a TGF-f jelatvitelben szereplé SMAD2/3 tutvonalakat.
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5. FOBB EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

A doktori értekezésemben részletezett kisérletek egyik célja az volt,

hogy feltérképezzem a porcsejtek felszinén taladlhaté fehérjék

(surfaceome) dinamikusan valtozé mindségi és 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 1) eredményeket az alabbiakban foglalom 6ssze:

A chondrogenikus surfaceome izoldlassal kapcsolatos 1j
megallapitasok:

Az altalunk alkalmazott AOB alapu sejtfelszini fehérje-
dusitasi modszer alkalmazasa lehetové tette 205-238,
alacsony mértékben kifejez6dé fehérje azonositasat,
amelyek teljes sejtlizatumbol  végzett proteomikai
analizissel nem voltak detektalhatok.

Az id6ben konstans csokkend expressziot mutatd
surfaceome fehérjék koziil az ephrin receptorcsalad tobb
tagjat is sikeriilt kimutatnunk (EPHA3, EPHA4, EPHAS,
EPHA7, EPHBI1, EPHB2, EPHB3), ami arra utal, hogy az
ephrin jelatvitel nemcsak a korai embryonalis fejlédésben,
hanem a porcfejlédés soran is jelentds szabalyozo szerepet
tolthet be.

A CNTFR és PODXL fehérjék csokkend expresszidjat és
plazmamembran kozeli lokalizacidjat sikeriilt igazolni,
mely proteineket eddig nem hoztak Osszefiiggésbe a

porcfejlodéssel. E két fehérje potencialis porcdssejt-
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markerként hasznosithatd lehet a porcszovet-tervezést

alkalmazo terapias stratégiak fejlesztésében.

A clusterin fehérjével kapesolatos uj megallapitasok:

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

A molekularis aktivitason alapuld IPA haldzatelemzés 5
olyan, CLU altal szabalyozott utvonalat azonositott,
melyeket mar korabban is Osszefiiggésbe hoztak az OA
progresszidjaval. Ez a felismerés még tovabb erdsiti a CLU
biomarkerként torténd felhasznalasat az iziileti porcot

érint6 gyulladasos korallapotokban.
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KOSZONETNYILVANITAS

El6sz0r is szeretném kifejezni a halamat témavezetdmnek, Dr. Matta
Csabanak, amiért 2020-ban lehetséget biztositott szdmomra, hogy
csatlakozzak a Chondro-omikai Laboratoriumhoz, majd 2021-ben
tamogatta doktori tanulmanyaim megkezdését. TDK-hallgatoi éveimtdl
kezdve folyamatosan segitette szakmai fejlodésemet széleskori
tudomanyos ismereteivel, kovetkezetes iranymutatasaval és inspiralo
szemléletével. Laborvezetdként szamos palyazat elkészitésében is példat
mutatott, mikoézben meghatarozé szerepet jatszott tudomanyos
gondolkodasom és professzionalis személyiségem formalasaban.

Hasonlo mértékii halaval tartozom Dr. Hajda Tibornak, aki 2016-
ban, masodéves orvostanhallgatoként hivott meg a Jelatviteli
Kutatolaboratoriumba, és bevezetett a kisérletes munka metodikai
alapjaiba, formalta a kutatdi szemléletmddomat, valamint felkészitett az
6t TDK-el6adasomra és az egyetemi palyamunkam megirasara. Azota is
mentorként tamogat, és az évek soran kapott Gtmutatasai fontos szerepet
jatszottak mind a szakmai, mind az egyéni fejlédésemben.

Koszonetemet fejezem ki a Chondro-omikai Laboratorium tovabbi
munkatarsainak, els6sorban jokedvii ,,padtarsamnak”, Dr. Vagé Juditnak
(Jucinak), tovabba Dr. Takacs Rolandnak (Rolinak), Juhasz Krisztiannak
(Krisznek), Dr. Ngoc Nguyen-nek (Pearl-nek) és Dr. Zhangzheng Wang-
nak, akik nemcsak a kisérletek soran nyujtottak jelentds segitséget, hanem
a mindennapokhoz is tdmogatd, baratsagos és inspirdld 1égkort
teremtettek.

Halas vagyok tovabba Dr. Juhdsz Tamasnak, Dr. Szegeczki
Vincének, Katona Evanak, Dr. Zakany Rozanak, Sziics Csillanak és Fillér
Csabanak az évek soran nyujtott szakmai segitségiikért, tiirelmiikért és
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tamogatasukért. Kiilondsen nagyra értékelem, hogy ebben az motivalo és
kifejezetten csaladias kozosségben dolgozhattam.

Megkiilonboztetett kdszonettel tartozom Bironé Barna Krisztinanak,
akinek preciz, megbizhaté asszisztensi munkaja és rendkiviili
elkotelezettsége nélkiil a disszertaciomban bemutatott eredmények nem
jOhettek volna létre.

Szeretném megkdszonni kollaboracios partnereinknek, Dr. David J.
Boocock-nak ¢s Dr. Clare Coveney-nek, hogy elvégezték mintdink
tomegspektrometriai analizisét. Kdszonettel tartozom tovabba Dr. Brazda
Péternek, aki magas szintli bioinformatikai szakértelmével hozzajarult a
disszertacidban bemutatott eredmények vizualizaciojahoz.

Kosz6ndm az Anatomiai, Szovet- és Fejlédéstani Intézet
igazgatdjanak, Dr. Sziics Péternek, hogy lehetdséget biztositott szamomra
az Intézetben végzett kutatomunkara, valamint kdszoném az Anatémiai
Intézet valamennyi munkatarsanak az elmult évek kdzos munkajat.

Végiil, de nem utolsésorban, a legmélyebb halaval tartozom
Sziileimnek, Ocsémnek, Keresztsziileimnek és a teljes Csalddomnak, akik
mindvégig feltétlen tamogatasukrol biztositottak, tiirelemmel és
szeretettel kisérték végig tanulmanyaimat, majd munkamat, és minden
¢lethelyzetben biztos hatteret jelentettek szamomra.

A disszertacidban elvégzett kisérletes munkakhoz a kovetkezd
palyazatok altal biztositott forrasok jarultak hozza: az MTA Bolyai Janos
Kutatasi Osztondija, az NKFIH Fiatal Kutatéi Kivalosagi Programja (FK-
134304), a Kulturdlis és Innovacidés Minisztérium Egyetemi Kutatoi
Osztondij Programja (EKOP-24-4-11-DE-58, EKOP-24-3-1-DE-290,
EKOP-24-3-1I-DE-1), valamint a Grof Tisza Istvan Debreceni
Egyetemért Alapitvany Kivalosagi PhD Osztondija.
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