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2. Roviditések jegyzeke

A magyarra csak nehézkesen fordithato kifejezések angolul szerepelnek.
ALP: alkalikus foszfataz

a-SMA: alfa-simaizom aktin

BMD: csontstirliség

BCA: bicinkoninsav

BMP-2: csont morfogenetikus fehérje 2

BMSCs: csontvel6i eredetli mezenchymalis 6ssejtek
Ca: kalcium

CHX: cikloheximid

DMEM: Dulbecco-féle modositott sejttenyészté médium
EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

ECM: extracellularis matrix

ELISA: enzim-kapcsolt immunszorbens vizsgalat
EMT: epitelidlis-mezenchimalis transzformacio
FBS: fotalis borju szérum

FGF: fibroblaszt novekedési faktor

FTH: ferritin nehéz lanc

FTL: ferritin konnyt lanc

GSH: glutation

HA: hidroxiapatit

HFE: human hemokromatozis fehérje

HPRT: hipoxantin-guanin-foszforibozil-transzferaz
HULECSs: human szemlencse epitél sejtek

LEC: szemlencse epitél sejt

MSCs: mesenchymalis 6ssejtek

Msx2: Msh homebox 2

NAC: N-acetil-cisztein

OCN: oszteokalcin

OPG: oszteoprotegerin

Pax-6: paired box 6 fehérje

PBS: foszfattal pufferolt sooldat



PDGF: trombocita eredetli novekedési faktor

Pi: inorganikus foszfat

PiT: foszfat transzporter

PFA: paraformaldehid

PPARY: peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor gamma
PXE: pseudoxanthoma elasticum

RANK: NF«B aktivator receptor

RANKL: RANK ligand

ROS: reaktiv oxigén intermedierek

Runx2: Runt-related transcription factor 2

Sox9: (Sex Determining Region Y)-Box 9
SLUG: Snail transzkripcids faktor

TFRL1: transzferrin receptor 1

TGF-B: transzformal6 novekedési faktor-
TNAP: nem szdvetspecifikus alkalikus foszfatdz
TRAP: tartarat-rezisztens savas foszfataz

TRIS: trisz-(hidroximetil)-amino-metan
TWEEN 20: polioxietilén (20)-szorbitan-laurat

VSMCs: vaszkularis simaizom sejtek



3. Bevezetés

Az oszteogenikus differencialodas fiziologias és pathofiziologias folyamatokban is szerepet
jatszik. Fizioldgids jelent0sége a mineralizalt szovetek kialakuldsaban, illetve a
csontatépiilésben van. A pathofizioldgids oszteogenikus differencialodas pedig a lagyszovetek
mineralizécidjahoz kothetd.

Az Ossejtek Oszteogén iranyu differencialodasa egy komplex folyamat, melynek
eredményeként oszteoblasztok jonnek 1étre, melyek a csontmatrix felépitésében vesznek részt.
Az oszteogén differencialodas gatlasa a csontszovet anatomiai €s strukturalis integritdsanak
csOkkenését eredményezi. Régota ismert, hogy a kronikusvas taltelitettség csontvesztéssel
tarsul, melynek hatterében szdmos mechanizmust azonositottak. Munkank soran a vastobblet
hatasat vizsgaltuk csontveld eredeté mesenchymalis Ossejtek oszteoblaszt iranya
differencidloddsara. Megallapitottuk, hogy a vastobblet gitolja a mesenchymalis Ossejtek
oszteogén differencialodasat, mely folyamat hozzajarulhat a kronikus vastobbletben kialakuld
csontvesztéshez.

A lagyszovetek mineralizdcidja vagy mas néven ektopias kalcifikacido soran a
csontmatrixhoz hasonlé hidroxiapatit kristalyok lerakodasa figyelhetd meg extraszkeletalis
szovetekben. Az ektopias kalcifikacio legismertebb formdja a vaszkuléris kalcifikacio,
melynek hatterében jelenlegi ismereteink alapjan a vaszkularis simaizomsejtek oszteogén
iranyu transzdifferencialodasa all. Erdekes modon a kalcifikalt erekben talalhaté hidroxiapatit
kristalyokhoz hasonlé anyag jelenlétét figyelték meg kataraktds szemlencsében ¢és
csarnokvizben. A kataraktds szemlencsében 1évd hidroxiapatit kristalyok képzddésének
mechanizmusaéra jelenlegi ismereteink nem szolgalnak magyarazattal.

Munkank soran feltételeztilk, hogy a wvaszkularis kalcifikdcidhoz hasonloan a
kataraktas lencse kalcifikaciojaaktiv, sejtek altal iranyitott folyamat, melyben
valosziniisitettik a lencse epithél sejtek oszteogén differencidlodasdnak szerepét.
Megéllapitottuk, hogy a vaszkularis simaizomsejtekhez hasonlé mddon a lencse epithél sejtek
oszteogén iranyt differencialodasa és mineralizacidja oszteogén stimulussal in vitro
koriilmények kozott indukalhatd. Néhany kataraktas szemlencsében oszteoblaszt-specifikus
fehérjét tudtunk kimutatni, mely arra utalhat, hogy a lencse epithél sejtek oszteogén

differencialodasa katarakta képz6dés soran egyes esetekben bekovetkezhet.



4. Irodalmi attekintés

4.1. Az oszteogenikus differencialodds jelentésége a csontképzédésben

4.1.1. A mesenchymadlis dssejtek (MSCs)
Azokat a multipotens szoveti dssejteket, amelyekbdl a stroma Gsszes sejttipusa (csont-, porc-,
zsir, valamint a vérképzést tamogatdé stroma) kialakulhat, mesenchymalis &ssejteknek
nevezziik. A MSCs onmegujulasra képes, konnyen izolalhatd, nagy oszt6do- és migracios
képességli sejtek. Mindezen tulajdonsagok, valamint az autolog MSCs hasznalataval az
allogén transzplantacidos valaszok kikiiszobolésének Ilehetosége uj tavlatokat nyitott a
regenerativ orvoslasban (1-5).

A MSCs jelenlétét elsdként a csontveldben figyelték meg, majd a késObbiekben
szamos — neonatalis és felnétt — szovetbol izolaltak, mint példaul koldokzsinor, placenta,

zsirszovet, maj, 1ép, bor, tiidé (6-12).
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1. abra A MSCs izolilasa és differencidlédasa. A MSCs-et kiilonféle szévetekbol
izolalhatjuk. Az izoldlas utan a sejtek in vitro koriilmények kozott szaporithatok. Pozitiv és
negativ markerek mérésével meghatarozhato a MSCS kultura tisztasaga. A multipotens MSCs
in vitro koriilmények kozott kiilonféle sejttipusokka képes differencialodni. Forrds: Chen Q et
al. Fate decision of mesenchymal stem cells. adipocytes or osteoblasts? Cell Death Differ.
(13).




A MSCs ors6 alaku, letapadd sejtek, melyek in vitro koriilmények kozott egy sejtréteget
képeznek és megtartjdk oszteoblaszt, adipocita és kondrocita iranyu differencialodasi
képességiiket. A MSCs nem jellemezhetdk egy kitiintetett sejtfelszini markerrel, igy az MSCs
immunfenotipus azonositasara szamos sejtfelszini marker egyiittes megléte illetve hidnya
alkalmas. A mesenchymalis &ssejtek CD44, CD73, CD29, CD90 ¢és CD 105 pozitivitast
mutatnak, ugyanakkor nem expresszalnak hematopoitkus vagy endothél markereket, Gigymint
CDI11, CD14, CD31, CD34 ¢és CD45 (13-15).

4.1.2. A MSCs elkitelezddése, és a tobbiranyu differencidlodas képessége

A mar emlitett csont-, porc-, és zsirsejt irdnyu differencialédason kiviil a MSCs tovabbi
sejttipusokka is képesek differencialodni, igy kialakulhat bel6liik példaul sziv-, vaz-, illetve
simaizomsejt vagy fibroblaszt is (1. dbra) (8).

A MSCs kiilonbozd sejttipusséa valo differencidlodésanak elsd lépése az Ossejt
elkotelezOdése az adott vonal iranyaba. A MSCs elkotelezddését szamos kiilonféle agens
kivalthatja, altalanossdgban azonban elmondhat6, hogy a kiilonféle induktorok egy-egy, az
adott sejttipussa valast szabalyozo, tgynevezett mester transzkripcids faktor indukcidjat
idézik el6 (8). Ily médon a MSCs 0szteogén iranyu elkotelez6dését és differencialodasat a
Runx2, a kondrogén differencialodast a Sox9, mig a adipocita iranya differencialodast a
peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor gamma (PPARy) mester transzkripcids faktorok

iranyitjak (8) (2. abra).
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2. abra A MSCs elkotelezédését és differencialodasat iranyité mester transzKripcios
faktorok. A MSC-k oszteogén irdanyu elkotelezédését és differencidlodasat elsésorban a
Runx2, a kondrogén differencialodast a Sox9, mig az adipocita irdanyu differencialédast a

PPARy mester transzkripcios faktorok iranyitjak.




Szamos kutatdcsoport figyelte meg azt, hogy ha egy adott irdnyu differencidlodast szabalyozo
mester transzkripcids faktor expresszidja megemelkedik a MSCs-ben, akkor a tovabbi
differencialodasi utvonalak gatlédnak. Kiilondsen igaz ez az oszteogenikus illetve az
adipogén differenciadlodasok tekintetében, melyek egymassal inverz kapcsolatban allnak, igy
azok a szignal utvonalak, amelyek fokozzak az adipogén differencialodast egyidejiileg
gatoljak az oszteogén differencialodast, és ennek a forditottja is igaz az esetek tulnyomo

részében (13, 16).

4.1.3. A MSCs oszteoblaszt iranyu differencidlodasa
A MSCs oszteogenikus differencialédasat szamos novekedési- és differencialdodasi faktor
kivaltja, mint példdul a transzformalé novekedési faktor-béta (TGF-f), a csont
morfogenetikus protein (BMP) és a fibroblaszt ndvekedési faktor (FGF) (17, 18). A
novekedési- és differencidlodési faktorok specifikus szignalitvonalakat aktivalnak, melyek
kitlintetett szerepet jatszanak mind az embriondlis csontfejlddésben mind a posztnatalis csont
homeosztazisban.

A novekedési- és differencialodasi faktorok gyakran szinergista modon idézik el6 a
MSCs oszteogén differencialodasat (19). A TGF-B, BMP illetve FGF szignalutvonalak mellett
a MSCs oszteogén differencidlodasaban fontos szerepet jatszik a Wnt, és a Hedgehog
jelatviteli utvonal is (13, 20). A szignalatvonalak Gsszehangolt aktivacidja eredményezi a
Runx2 mester oszteogén transzkripcids faktor expressziojanak illetve aktivitdsanak
emelkedését (21). A Runx2 embrionalis csontfejlddésben betdltott Kitiintetett szerepét
bizonyitja, hogy a Runx2 hianyos egérben nincsenek differencialt oszteoblasztok, mely a
csontképzddés elmaradasaval jar egyiitt. E miatt a Runx2 hianyos egerek nem ¢letképesek, és
sziiletésiik utan rovidesen elpusztulnak (22, 23). A Runx?2 transzkripcios faktor szamos csont-
specifikus fehérje, — mint példdul az oszteokalcin (OCN), az oszteopontin, a csont
szialoprotein illetve az I-es tipust kollagén alfa-1 alegysége — transzkripcidjat szabalyozza
(24).A novekedési- és differencialodasi faktorokon kiviil az aszkorbinsav, a B-glicerofoszfat, a
dexametazon illetve a D-vitamin is eldidézi a MSCs oszteogenikus differencialodasat (25).
Mostanaban felmeriilt a reaktiv oxigén intermedierek (ROS) szerepe a MSCs oszteogén
differencialodasaban. Az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy (i) a ROS szint lehet
a kozds nevezd, amin keresztiil a szertedgazo jelatviteli utvonalak eldidézik a MSCs
oszteogén differencialodasat, valamint hogy (ii) a ROS szigoruan szabalyozott szintje

elengedhetetlen a MSCs oszteogén differencialodasa soran (26).
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Az emberi csontrendszer €16 szerv, mely a csucs-csonttomeg elérése utan is, mely 30-35 éves
korra tehetd, folyamatosan atépiil. Idedlis koriilmények kozott egy év alatt az §ssz-csonttomeg
5-10 %-a ujul meg. A csontatépiilés Osszehangolt miikddése elengedhetetlen a csontszovet
anatoémiai és strukturalis integritdsanak megorzésében.

A csontszovet sejtekbol és sejtkozotti allomanybol all. A csontszovet extracellularis
matrixdnak f0 alkotorészei a kollagén rostok (I. tipust kollagén) és emellett egyéb, nem
kollagén tipusu molekuldk: proteoglikanok (kondroitin-szulfat, heparin-szulfat, biglikan,
dekorin), glikoproteinek (alkalikus foszfataz, oszteonectin), sejteket Osszekotd fehérjék
(fibronectin, oszteopontin, integrinek), y-karboxilalt fehérjék (oszteokalcin). A szervetlen
allomany Ca®'és POs> ionokbol 4llo hidroxi-apatit kristalyok formajaban rakodik le a
kollagén rostok altal 1étrehozott térhaloban (27).

A csontszovet jellegzetes sejtjei az oszteoklasztok, az oszteoblasztok, és az
oszteocytak (28). Az oszteoklasztok terminalisan differencialodott tobb sejtmaggal rendelkezd
oridssejtek. Az oszteoklasztok a makrofagokkal ¢és a dendritikus sejtekkel kozos,
hemopoetikus eredetli mieloid eldalakokbdl szdmos faktor 4altal szabalyozott moddon
differencialodnak. F6 funkcidjuk a csontszovet reszorpcidja (29). A MSCs eredetil
oszteoblasztok f0 funkcidja a csontszovet kollagénben gazdag oszteoid allomanyanak
termelése (28). Morfologiailag fehérjeszintetizald sejtek, fejlett Golgi ¢és durva
endoplazmatikus retikulum rendszerrel, illetve kiilonféle szekréciés vezikulumokkal
rendelkeznek (30). Az oszteoblasztok polarizalt sejtek, az 0szteoidot a csontmartix iranyaba
szekretaljak (31). Végiil, az érett csontszovet harmadik és egyben leggyakoribb sejttipusa az
oszteocyta, mely az Osszes csontsejt 90-95 %-at teszi ki, a mineralizalodott csontszdovettel
korbezart oszteoblasztokbol fejlodik ki (32). Az oszteocytak szamos, a kornyezetiikbol érkez6
mechanikai és kémiai szignalt érzékelnek és integralnak, szabalyozzak a csontatépiilésben
szerepet jatszo effektor sejtek, az oszteoblasztok és az oszteoklasztok aktivitasat, ez altal
szabalyozzak a csontatépiilést (32, 33).

A csontatépiilés elsd fazisdban a nyugalomban 1év6 csontallomany felszinét boritd
ugynevezett burkold sejtek (lining cells) helyére oszteoklasztok vandorolnak €s proteolitikus
enzimeik segitségével megkezdik a csont feloldasat. Az igy létrejott reszorpcids lireg
(Howship-lacuna) kornyezetében a csont matrix feloldasa soran szamos olyan molekula valik
szabadda, mely befolyasolja a csontveld mikrokornyezetét, és befolyasolja a csontatépiilést.

Ilyen molekula példdul a TGF-f csaladba tartozo TGF-B1, mely a csontszovet legmagasabb
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koncentracioban (200 ug/kg) jelenlévé citokinje (34). A csontatépiilés soran a TGF-B1-et az
oszteoklasztok aktivaljak, és az aktiv TGF-B1 gradiens hatasara a MSCs a reszorpcios iireg
iranyaba migralnak (35). A csontszovetbdl felszabaduld citokinek (BMP, TGF-B) iletve
novekedési faktorok (PDGF, FGF) a MSCs proliferaciojaban ¢és  oszteogén
differencialodasaban is fontos szerepet jatszanak (36). A csontatépiilés utolsé fazisaban a
MSCs-bdl differencialodott o0szteblasztok eldszor szerves allomannyal, foként 1. tipusu
kollagénnel toltik ki a reszorpcids iireget, majd a mineralizacié sordn a kollagén halora
éplilnek be az asvanyi anyagok, a Ca-ban ¢és foszfatban gazdag hidroxi-apatit (3. dbra).
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3. abra A csontatépiilés mechanizmusa. A nyugalomban [évé csontdallomany (A) felszinét
burkolo sejtek (lining cells) boritjiak (1). A csontot ért mikrosériilés (2) az oszteocitdk
apoptozisat és a burkolo sejtek levilasit okozza (4). A sériilés kornyezetében [évd
mikroerekbol monocitdak vandorolnak a helyszinre és pre-oszteoklasztokka differencialodnak
(5,6). A reszorpcios fazisban (B) az oszteoklasztok a csontfelszinhez tapadnak, és megkezdik a
csont feloldasat (7). A reszorpcios fazis végén az oszteoklasztok levalnak a csontfelszinrdl és
apoptozisban elpusztulnak (8). (C) A feloldott csontmatrix tormelékeit makrofagok tavolitjak
el (9). 4 reszorpcié sordn a csontszdvetbé’l felszabadulo’ citokinek és novekedési faktorok (10)
differencialodasat (12). A csontkepzodes fazisaban (D) az oszteoblasztok elsoként nem
mineralizalt matrixot termelnek. A mineralizacio fazisa soran (E) néhdny o0szteoblaszt
oszteocitava differencialodik (13), burkolo sejtté alakul, vagy apotozisban elpusztul (14) (37).
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4.1.5. A MSCs szerepe az oszteoporozis kialakuldasaban

Az oszteoporozis vagy csontritkulas a csont asvanyianyag tartalmanak csokkenését jelenti. Az
0szteoporozis jelenleg a vildgon az egyik legjelentésebb egészségiigyi probléma, globalisan
koriilbeliil évi 9 milliora tehetd az oszteoporodzissal Osszefliggésbe hozhatd csonttérések
szama (38). Hazai adatok alapjan Magyarorszagon mintegy 600 ezer n6 és 300 ezer férfi él
oszteoporozissal (39).

Az oszteoporozis hatterében a csontatépiilés finoman szabalyozott mechanizmusanak
megbomlasa all, oly modon, hogy a csontreszorpcid sebessége meghaladja a csontképzését
(40). A csontsiirtiség (bone mineral density: BMD) csokkenése a csontszerkezet minéségbeli
romladséaval jar. Nagymértékben megvaltozik a csont mikroarchitekturaja, kollagénstruktaraja
¢s csokken a matrix mineralizaciodja.

Az oszteoporozis legfobb rizikofaktora a magas életkor, azonban szdmos civilizacios
artalom, mint példaul a mozgasszegény ¢letmdd, a dohdnyzas, a stresszes életvitel, az
egyoldalu taplalkozas, az alacsony Ca bevitel illetve a D vitamin hidnya is hozzajarulhat
kialakulasahoz (38, 41, 42). E mellett bizonyos gyogyszerek, mint példaul pajzsmirigy
hormonok, véralvadas gatlok, illetve szteroidok szedése is megzavarhatja a csontatépiilés
folyamatainak kényes egyensulyat, ezaltal oszteoporozist okozva (43). Tovabba kiilonds
jelentdségli a ndk menopauza utan kialakuld oszteopordzisa, mely az 50 év feletti nok
mintegy harmadat érinti (44).

Egyre vilagosabba valik a MSC-k szerepe az oOregedést kiséré csontritkulas
folyamataban. Az Ossejtek szamanak csokkenése az életkor elérehaladtaval vitatott, ugyanis a
szakirodalomban vannak ezt alatdmaszto, illetve cafold kozlemények is, ugyanakkor ahhoz
nem fér kétség, hogy az dregedés soran megvaltozik az Gssejtek differencialodasi képessége
(45). Szamos tanulmanyban kimutattak, hogy az idGsebb egyénekbdl szarmazdé MSC-k
oszteogén differencialodasi képessége lecsokken, ezzel parhuzamosan viszont erdsodik az
adipogén differencialodasi hajlam (46-48). A MSC-k oszteogén-adipogén differencialodas
egyensulyanak megbomlésa kovetkeztében a zsirszovet térfogataranya megemelkedik

oszteoporetikus betegek csontveldmintaiban (49).

4.2. Az oszteoporozis és a vastobblet 6sszefiiggései

Szamos betegség illetve kondicid vezethet kronikus vasfelhalmozddashoz, tobbek kozott az
orokletes hemokromatdzis, kiilonféle hemoglobinopatidk, de akar a menopauzas tiinetegyiittes

részeként is Kialakulhat. Estettanulmanyok és klinikai tanulmanyok deritettek fényt arra, hogy
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a kronikus vasfelhalmozodas a csontok gyengiilésével jar egyiitt, amely jelentkezhet csokkent
csontslirliség, csontritkulas, illetve csonttorések formajaban is. A vas csont-metabolizmusra
kifejtett negativ hatasat szamos vastobbletet vizsgald allatmodellben is megfigyelték ¢és
szamos tanulmanyban vizsgaltak a vas oszteoklasztokra illetve az oszteoblasztokra kifejtett

hatasat.

4.2.1. Klinikai megfigyelések

4.2.1.1. Talasszémidk

A talasszémiak Orokletes betegségek, melyek hatterében a hemoglobin alfa-, illetve béta-
lancat kodold gének kiilonféle mutacidja all, mely eltéré mértékii anémidhoz vezet (50). A
talasszémia major betegek hemoglobin szintjét csak rendszeres transzfiizids terdpiaval lehet
biztositani (50). Mivel a szervezetiinkben nincs aktiv, a vas eltavolitasat célz6 mechanizmus,
ezért a transzfundalt talasszémids betegekben vas tultelitettség alakul ki. A foloslegben 1évo
vas a szervekben rakddik le, elsdsorban a majban, a szivben, a hasnydlmirigyben, illetve a
hipofizisben. A vas tualtelitettség megeldzése céljabol a transzfundalt talasszémids betegek
vaskelald terapiaban is részesiilnek (51). Ennek ellenére a vastultelitettség a betegség 6
problémaja, mely nagymértékben hozzajarul a talasszémiat kiséré tobb szervet érintd
komplikaciokhoz.

A kezeletlen talasszémiak leggyakoribb tarsbetegsége az oszteopordzis és a
csonttorések, mely a kelacios terapia fejlédésével csokkend tendeciat mutatott, azonban egy
2006-ban kozolt tanulmany szerint a csonttorések szama ismét emelkedik a talasszémia major
¢s intermediate betegekben, mely valdsziniileg a betegek magasabb ¢€lettartaméval hozhat6
Osszefiiggésbe (52-58). Lényeges kiemelni azt, hogy a csonttérések kockazata korrelal az
anémia sulyossagaval és a transzfuzidok gyakorisagaval. A talasszémids betegekben a
csontsliriség csokkenése megbizhatd eldjele a csonttoréseknek. Az alacsony csontsiirliség
megjelenése a talasszémias betegek életkoraval drasztikusan nd, igy az alacsony csontsiiriiség
a talasszémias gyerekek kevesebb mint 10%-at érinti, ugyanakkor a felnéttek tobb mint 60%-

a érintett fiiggetleniil a kezelés sikerességétol (58).

4.2.1.2. Sarlosejtes anémia

A sarlosejtes anémia egy Orokletes autoszomalis recessziv betegség, mely mogott egy, a
hemoglobin béta lanc génjében bekovetkezett pontmutacié all. A sarldsejtes anémia a
leggyakoribb hemoglobinopatia, mely csokkent élettartammal jar egyiitt (59). Sarlosejtes

anémiaban gyakori a csontérintettség, mely kiilonbozé mddokon jelentkezhet, igymint csont
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fajdalmak, csigolya csont deformitasok, oszteopénia, oszteoporozis illetve patologias torések
(60, 61). A sarlosejtes anémias betegek tobb mint 70%-aban alakul ki alacsony csontslirliség
30 éves korukra (62-65). A sarlosejtes anémias betegek alacsony csontdenzitdsanak oka nem
ismert, de Osszefiiggésben all a hemolizis mértékével és a hemoglobin szint csokkenésével
(66). A sarlosejtes anémias beteg vas statusza ellentmondasos. Egyes tanulmanyok ugyanis
azt irjak le, hogy sarldsejtes anémidban vas tultelitettség van, mig masok vashidnyrol
szamolnak be (67, 68). Ez az ecllentmondas valdszinlileg a vas abnormalis
Iépben illetve vesében, ugyanakkor a csontveléi vasraktarak tiresek (69). Minden esetre a
magas szérum vas szinttel rendelkezO sarlosejtes anémias betegek 70%-a alacsony

csontsiriiséggel jellemezhet6 (70).

4.2.1.3. Hemokromatozis

A hemokromatdzis a vasanyagcsere autoszomalis, recessziv modon 6roklédé betegsége,
melyben fokozddik a vas felszivodasa a bélben.

Herediter hemokromatdzis hatterében a vasanyagcserét szabalyozé fehérjéket kodold gének
mutacidja all. Ezek kozil a leggyakoribb a HFE génmutéicioval jaré6 hemokromatozis,
ritkdbbak a nem HFE mutacidhoz kotheté hemokromatézis. A kaukazusi populacioban a
hemokromatozis leggyakoribb oka a HFE gén Cys282Tyr mutacidja (71, 72). Az elmult 50
évben bebizonyosodott, hogy a hemokromato6zis negativan hat a csontokra és iziiletekre (73).
A hemokromatodzis a betegek 40-80%-aban oszteopéniaval, 25-34%-aban oszteoporozissal
tarsul (74-76). Klinikai tanulmanyok bizonyitottak, hogy hemokromatozisban a vas
taltelitettség mértéke szorosan korreldl az oszteoporézis stlyossagaval (74, 77-79). A
hemokromatozisban szenvedd betegekben oszteoporotikus torések kovetkezhetnek be, melyen
beliil a csuklo illetve gerinctorések gyakorisaga Osszefliggésben all a vas tultelitettség

mértékével (80, 81).

4.2.1.4. Menopauza

A menopauza utani oszteopordzis az 50 évnél idésebb nék mintegy 30%-at érinti (44). A
betegséget a fokozo6dd csontvesztés, €és a csonttorések rizikojanak emelkedése jellemzi,
melynek eredményeként a menopauza utan ndk fele szenved el valamilyen oszteopordzissal
Osszefiiggésbe hozhatd csonttorést (82, 83). A menopauzat kovetden kialakuld oszteopordzis
kialakuldsdban fontos szerepet jatszik az Osztrogén szint csokkenése, mely kihat a csont

metabolizmusra oly modon, hogy csokkenti a csontképzédést és fokozza a csont reszorpciot
(84).
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A menopauza egy komplex folyamat, melyben a hormonalis véltozasokat egyéb
metabolikus valtozéasok is kisérik. Példaul az 6sztrogén szint csokkenésével parhuzamosan a
menopauza soran a szérum ferritin szint 2-3-szoros emelkedését figyelték meg (85, 86).
Annak ellenére, hogy a menopauzaban megemelkedett vas/ferritin szint tobbnyire még a
referencia tartomanyba esik, szamos karos hatasat irtak le (87). Kim és munkacsoportja egy
940 menopauzan atesett nd részvételével végzett 3 éves retrospektiv tanulmanyban kimutatta,
hogy az évenkénti csontvesztés sebessége szoros Osszefliggésben van a szérum ferrititn
szintjével oly modon, hogy a legnagyobb mértékii csontvesztés a felsé negyedbe esé ferritin
szintek mellett kovetkezik be (88). A szérum ferritin szint és a csontdenzitas kozotti inverz
Osszefiiggés fennallasat egy 45 év feletti nok korében végzett, Koreai, populacio alapu

keresztmetszeti tanulmany is megerdsitette (89).

4.2.2. Vas tultelitettséggel kapcsolatos csontfenotipus dllatmodellekben

A vas tultelitettség csontmetabolizmusra gyakarolt hatasat allatmodellekben is vizsgaltak.
Tsay ¢és munkacsoportja C57/BL6 egereket 2 honapon keresztiil folytatott vas-dextran
kezeléssel tett vas tultelitetté, melynek kovetkezményeként tobb szervben vas akkumulaciot
¢és oszteoporozis kialakulasat figyelték meg (90). A ROS scavenger N-acetil cisztein (NAC)
részlegesen gatolta a vas tlltelitettség csontdenzitasra gyakorolt negativ hatasat, mely a ROS
aktiv szerepére utal a vas tultelitettség altal indukalt csontvesztés mechanizmusaban (90).

A magas vas szint csontokra gyakorolt negativ hatdsat szdmos vas tultelitettséggel jaro
genetikailag modositott egérmodellben is megfigyelték. Példaul a th3 talasszémia egérmodell
heterozigota és homozigota egyedeiben, valamint a hemizigéta B-globin knockout és a p'Vs!
65 Kknockin talasszémia egérmodellekben is megfigyelték a szivacsos csontdllomany
csokkenését, elvékonyodasat, a trabekuldk szamanak csokkenését, a tomor csontalloméany
elvékonyodasat és a csontvel6i tér kitagulasat (91-93). A sarlosejtes anémia egérmodelljeiben
is hasonld csont mikroszerkezeti valtozasokat, a csontdenzitas csokkenését, valamint a csont
biomechanikai tulajdonsagainak romlasat figyelték meg (94, 95). Oszteoporetikus csont
fenotipust figyeltek meg kiilonféle hemokromatozis modellekben is, ugymint HFE (96, 97)
illetve hepcidin (98, 99) deficiens egerekben, illetve hepcidin deficiens zebradaniokban (100).

4.2.3. Sejtes mechanizmusok

A klinikai megfigyelések és az allatmodelleken végzett megfigyelések arra utalnak, hogy a
vas taltelitettség megzavarja a csontatépiilést; a képzdodés és a reszorpcid kényes egyensulyat.
A jelenség hattérében allo sejtes mechanizmusok felderitése céljabdl szamos tanulmanyban

vizsgaltak a vastobblet oszteoklasztokra, illetve oszteoblasztokra kifejtett hatasat.
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4.2.3.1. Avas hatasa oszteoklasztok miikodésére

Az oszteoklasztok differencialodasat és a preoszteklasztok fuzidjat a RANK (receptor
activator of nuclear factor kB) ligand (RANKL) receptorhoz vald bekotédése inicialja (101).
A RANKL receptorhoz valdé kotodését az oszteoprotegerin (OPG) gatolja, igy az
oszteoklasztogenezist a RANKL/OPG arany hatarozza meg (102), mely ily modon fontos
meghatarozoja a csontslirtiségnek és a csontrendszer integritasanak (103).

Szamos tanulmany bizonyitja hogy a vastobblet fokozza az o0szteoklasztok
differencialodasat, aktivacidjat ¢és a csontreszorpciot. Az oszteoklasztok  sok
mitokondriummal rendelkeznek (104). A mitokondriumok biogenezise vas-fiiggé folyamat,
hiszen a 1égzési lanc fehérjéi vastartalmt fehérjék. Ennek megfeleléen az oszteoklasztok
differencialodasa szoros Osszefiiggést mutat a transzferrin receptor 1 (Tfrl) expresszidjaval és
a sejtek vasfelvételével (104, 105). A Tfrl medialt vasfelvétel fokozza az oszteoklasztok
differencialodasat, a vas kelalasa ezzel szemben gatolja a differencialodast és az
oszteoklasztok csontreszorpcids képességét (105). Jia és munkatarsai kimutattak, hogy a vas
fokozza a RANKL altal indukalt oszteoklaszt differencialédast (106). Ezzel 6sszhangban
Cornish ¢és tarsai kimutattak, hogy a vaskelald hatasu glikoprotein, a laktoferrin, gatolja a
monocitak oszteoklasztokka valo differencialodasat (107).

Az oszteoklasztok differencialodasa mellett a vas befolyasolja az érett oszteoklasztok
csontreszorpcios aktivitdsahoz nélkiilozhetetlen fehérje, a tartarat-rezisztens savanyu foszfataz
(TRAP) expressziojat és aktivitasat is (108, 109). A TRAP fehérjét kodol6 mRNS 5°- végén
talalhat6 egy vas regulalo elem, ami altal a fehérje expresszidja a vas altal szabalyozott (110).
E mellett a TRAP fehérje 2 Fe®" iont tartalmaz, mely sziikséges az enzim aktivitasahoz,
ugyanis a TRAP aktivitas Fe** kelalokkal gatolhat6 (111, 112).

Osszességében ezek a tanulméanyok arra utalnak, hogy a vas tultelitettség fokozza az
oszteoklasztok differencialodasat és aktivitasat, mely mechanizmusok hozzajarulhatnak a vas

tultelitettségi allapotokat jellemz6 csontvesztéshez.

4.2.3.2. A vas hatasa oszteoblasztok miikodésére

A kérdés, hogy vajon a vas befolyasolja-e az oszteoblasztok funkcidjat, tobb mint 25 éve
foglakoztatja a kutatokat. Az egyik legelsé eredmény ezzel kapcsolatosan az a megfigyelés
(113). Kés6bb Messer és munkatarsai kimutattak, hogy az oszteoblasztokban, a szervezet
tobbi sejtjéhez hasonlatos modon, vasfolosleg hatasara gyorsan lecsokken a transzferrin

receptor expresszidja, ezzel szemben emelkedik a vas taroldsaban szerepet jatszo fehérje, a
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ferritin konnyti (FtL) és nehéz lancainak (FtH) expresszidja (114). Ezzel parhuzamosan
megfigyelték az oszteoblaszt-specifikus markerek, az ALP, az OCN ¢és a kollagén 1
expresszidjanak, és a mineralizalt nodulusok szamanak csokkenését (114).

Munkacsoportunk korabbi munkajaban kimutatta, hogy a vas (Fe®") dozisfiiggd
modon csokkenti a Runx2 oszteoblaszt-specifikus transzkripcids faktor, valamint a Runx2
kontrollja alatt allo gének expresszidjat, és magas dozisban (50 pumol/L) a mineralizacios
képesség teljes elvesztését okozza érett oszteoblasztokon €s oszteoszarkoma sejteken egyarant
(115). A vas anti-oszteogén hatasmechnaizmusanak vizsgalata soran kideriilt, hogy a gatlas
hatterében a FtH molekula all, mely exogén modon a sejtekbe juttatva 6nmagaban képes a vas
hatasat eldidézni. A FtH molekula ferroxiddz aktivitassal rendelkezik, mely

kulcsfontossagunak bizonyult a FtH anti-oszteogén hatasaban (115, 116).

4.3. Az oszteogenikus differencialodds ektopias kalcifikacioban

Az ektopids kalcifikacié a lagy szovetek patologias mineralizacidja, melynek soran
hidroxiapatit (HA) halmozédik fel az érintett lagy szovetben. Leggyakoribb megjelenési
forméja a vaszkularis kalcifikacio, illetve az aortabillentylik kalcifikacidja, de szdmos egyéb

szervet/szovetet is érinthet, igymint tiid6, izmok, szem.

4.3.1. Az ektopias kalcifikdcio molekuldris mechanizmusa
Az ektopias kalcifikdciot hossza 1d6n keresztiill passziv folyamatként, az Oregedés
velejardjaként tartottdk szamon. Az ektdpias kalcifikacio legaktivabban kutatott forméja, a
vaszkularis kalcifikacio kapcsan azonban névekvd mennyiségii bizonyiték utal arra, hogy az
egy szorosan szabalyozott aktiv folyamat. Napjainkra bebizonyosodott, hogy a vaszkularis
kalcifikacio hatterében az érfali sejtek oszteogén/kondrogén differencialodasa all (117). A
differencialodas sordn a mineralizal6do sejtekben indukaléodnak az oszteogén és a kondrogén
differencialodas mester transzkripcios faktorai a Runx2, illetve a Sox9 (118-120). Ennek
kovetkeztében a mineralizal6do sejtek génexpresszids mintazata jelentdsen megvaltozik, a
simaizomsejtekben példaul lecsokken a jellegzetes simaizom markerek expresszidja, és
megemelkedik az oszteoblaszt-specifikus fehérjék szintézise (121).

Az ektopids kalcifikacios kutatdsok legfontosabb modellje a vaszkularis
simaizomsejtek (VSMCs) magas koncentracioji inorganikus foszfattal (Pi) indukalt
oszteogén differencialodasa (122). A Pi-medialt kalcifikacio soran az extracellularis foszfat a

natrium-dependens foszfat ko-transzporteren (PiT) keresztiil keriil (123). A megemelkedett

koncentracioju intracellularis foszfat indukalja az oszteo/kondrogén transzkripcids faktorokat
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¢s a VSMCs fenotipusvaltasat. A foszfat oszteogén hatasat a Ca koncentracido emelése
szinergista modon fokozza (124). Az oszteogenikus differencialodas eredményeképpen a
megvaltozott fenotipusti simaizom sejtek kalciumban ¢és foszfatban gazdag HA kristalyokat
képeznek, melyek jelenlétét in vivo koriilmények kozott kalcifikalodott erekben is kimutattak
(117, 118, 125).

4.3.2. Ektopias kalcifikdcio a szemben

A szemet érintd ektopias kalcifikacionak szdmos megjelenési forméja van, és néha mas
szerveket is érinté ektopias kalcifikacios korkép részeként jelenik meg. Igy példaul a
pseudoxanthoma elasticum (PXE) rendellenességet a bor, a retina és a keringési rendszer
elasztikus rostjainak egyidejii kalcifikacioja jellemzi (126). Egy esettanulmanyban
veseelégtelenséggel Osszefliggd masodlagos hiperparatiredzisban szenvedd beteg csarnokviz
mintdjaban magas foszfat és Ca szinteket mértek, valamint HA kristalyok jelenlétét mutattak
ki (127). A szaruhartya (cornea) kalcifikacioja is eléfordul, altalaban kronikus szemgyulladas
kiséré tiineteként vagy szovodményeként (128). Végezetiil, a kataraktas szemlencsében a
kalcifikalodott érfalban talalhatdé HA-hoz hasonlo kémiai 6sszetételli és szerkezetti Ca-foszfat

kristalyok jelenlétét irtak le (129, 130).

4.3.3. A katarakta epidemioldgidja

A sziirkehalyog, vagy mas néven katarakta, a szemlencse elhomalyosulasa, ami vilagszerte a
vezetd vaksagi ok (131). A Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) a betegségek okozta
ossztarsadalmi teherr6l szO0l6 tanulmanya alapjan 2010-ben 35,1 millidan szenvedtek
katarakta okozta latascsokkentéstl a vilagon (132). A kimutatds alapjan vilagszerte 285
milli6 ember szenved latascsokkenést6l, 39 millidan pedig vaksagtol, amelynek mintegy
harmadat sziirkehdlyog okozza. A katarakta leggyakrabban 1dds korban alakul ki, eléfordulasi
gyakorisaga 65 ¢év felett 25%, 80 év felett pedig 50% (133). Az eurdpai tarsadalom
progressziv Oregedése magaval vonja a sziirkehdlyog el6fordulasi gyakorisagadnak
emelkedését. Napjainkban a sziirkehalyog gyogyitasanak egyetlen modja a mitéti
beavatkozas. 2014-ben az évente elvégzett miitétek szama Magyarorszagon meghaladta a 84

ezret (134).

4.3.4. A szemlencse felépitése és élettana

A szemlencse atlatszo, ham eredetii, vérerektdl és idegekt6l mentes szovet, egy bikonvex
lencséhez hasonlithat6, amelynek eliils felszine laposabb, a hatsé része pedig domboru. A
lencse allomanyat kiviilrél egy tivegszerii hartya, a lencsetok hatarolja. A lencse sejtes

allomanyat kétféle sejt alkotja, a lencse epithél sejtek, és a bel6liik differencialodo sejtmagot
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¢s organellumokat vesztett megnyult lencserostok. Az epithél sejtek szabalyos kobhamsejt
réteget alkotnak a lencsetok alatt a lencse eliils6 felszinén az egyenlitdig, a lencse belsejét a
lencserostok toltik ki (135-137). A lencserostok organellum mentessége €s szoros illeszkedése
minimalizalja a lencse fényszorasat, ¢és biztositja a lencse fényateresztését a 390-1200 nm
kozotti hullamhossz tartomanyban (138). E mellett a szemlencse attetszéségének és fénytord
tulajdonsagainak fenntartdsdban a krisztallinok is fontos szerepet jatszanak. A krisztallinok a

lencsében nagy mennyiségben megtaldlhaté vizoldékony dajkafehérjék, f6 funkcidjuk a

c sy

4.3.5. A katarakta kialakuldsanak mechanizmusa

Az utdbbi évtizedek kutatasai sok, a katarakta kialakulasanak molekularis mechanizmusat
érinté kérdésre valaszt adtak ugyan, de a korfolyamat még igy sem ismert teljes egészében
(139).

fokozott UV sugéarzas vagy a magas glilkdéz szint a lencse epithél sejtekben apoptdzist
indukalnak (141, 142). A lencse epithél sejtek apoptozisa igy a katarakta kialakuldsanak
hatterében all6 mechanizmusok egyike (143, 144).

Szakirodalmi adatok alapjan az apoptdzis mellett a lencse epithél sejtek
mesenchymalis iranyt differencialodasa (epithel-mesenchymal transition: EMT) is szerepet
jatszik a katarakta kialakuldsaban. Az EMT kivaltdé oka lehet valamilyen sériilés, de
legfontosabb eldidézdje a TGF-f szintjének emelkedése. Jellegzetes a TGF- hatasanak kitett
lencse epitél sejtek morfologiai valtozasa, melynek soran elvesztik jellegzetes térkd alakjukat,
¢és fibroblasztra emlékeztetd hosszukas orsd alaku sejtekké differencialodnak (145-148). A
morfologiai valtozas mellett a TGF-f hatasara a lencse epitél sejtekben jelentdsen lecsokken a
fenotipikus fehérjemarkerek (B-katenin, E-cadherin, Pax6, ZO-1) expressszioja, és emelkedik
a mesenchymalis Sejtekre jellemzd extracellularis matrix fehérjék (alpha-simaizom aktin,
laminin, tenaszcin, proteoglikanok, fibronektin, 1-es tipusu kollagén) expresszioja (145-148).
Az EMT-ben fontos szerepet jatszik a Snail szupercsaladba tartoz6 Slug transzkripcios faktor,

A katarakta kialakuldsdban tovabba fontos szerepet jatszanak a krisztallinok. A
krisztallinok a szemlencse vizben oldodo fehérjéinek mintegy 80%-at alkotjak, hosszu életii
fehérjék, melyek a szem Oregedésével moddosulnak, dajkafunkcidjuk romlik. Ennek
kovetkeztében a lencsében oldhatatlan fehérje aggregatumok keletkeznek, melyeken a

lencsébe jutd fény szorodik (150-152).

19



Az oxidativ stressz szamos oregedéssel egyiitt jard betegségben szerepet jatszik €s ez
alol a katarakta sem kivétel (133). A fiatal szemlencse tartalmaz antioxidansokat, pl.
aszkorbinasav, redukalt glutation (GSH), amelyek védd hatdsuak a fehérjék oxidacidjaval és
antioxidans molekuldk mennyisége és aktivitasa (153, 154). Ennek kovetkeztében a fehérjék
szulfhidril (SH) csoportjai oxidalodnak. 45 éves kor felett a lencse nukleuszaban csokkenni
kezd a GSH mennyisége, mellyel parhuzamosan n6 az oxidalt glutation mennyisége. A szem
belsejében az oxidacids folyamatok olyan mértékben karosithatjak a szemlencsében talalhato

fehérjéket és lipideket, amely hozzajarulhat a katarakta kialakulasahoz.
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5. Célkitzések

Az elézéekben részletesen bemutatott klinikai megfigyelések és alapkutatasi eredmények

alapjan az alabbi hipotéziseket fogalmaztuk meg:

1.  Hipotézis: A vastobblet gatolja a MSCs oszteogén iranyu differencidlodasat.

Ennek kapcsan az alabbi célkitlizéseket fogalmaztuk meg:

1.1 Megvizsgaljuk, hogy a vastobblet gatolja-e csontvel6i eredetit MSCs (BMSCs)
oszteogén iranyu differencialodasat és extracellularis matrix mineralizaciojat in
vitro.

1.2 Vizsgaljuk a ferritin hatdsat BMSCs oszteogén irdnyt differencialodésara.

1.3 Célul tiiztiik ki a kronikus vas taltelitettség hatasanak vizsgéalatat a kompakt csont
eredetli oszteoprogenitor sejtek oszteogén differencialodasara in vivo, vas
tultelitettség egér modellben.

1.4 Tovabbi célunk volt annak a kérdésnek a megvélaszoldsa, hogy a vastobblet
befolyasolja-e BMSCs adipogén illetve kondrogén iranyt differencialodasat.

2. Hipotézis: A lencse epithél sejtek oszteogén stimulus hatdsara oszteogén
differencialodason mennek keresztiil, mely folyamat hozzajarulhat a Kkataraktas
szemlencsében talalhatd hidroxiapatit kristalyok kialakulasahoz.

Ennek kapcsan az alabbi célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

2.1 Megvizsgaljuk, hogy human lecse epithél sejtekben (HuLECs) oszteogén
stimulussal el6idézhet6-e oszteogén iranyu diffrencialodas és az extracellulris
matrix mineralizacioja in vitro.

2.2 Célul tiiztiik ki az eltérések és hasonlosagok vizsgalatat a HULECs oszteogenikus
differencialodasa és az EMT kozott.

2.3 Tovabbi célunk volt a kataraktas szemlencsében oszteogén diffrenciaciora utald

markerek vizsgalata.
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6. Anyagok és Modszerek

6.1.  Anyagok
A vizsgalatokhoz hasznalt anyagok, amennyiben masként nem jeloltik a Sigma-tol (Sigma
Aldrich, St. Luis, MO, USA) szarmaztak.

6.2.  Sejttenyésztés

A kisérleteket human csontveld eredetli mesenchymalis 6ssejteken (BMSCs, ScienCell) ¢és
huméan lencse epithél (HULECs, ScienCell) sejteken végeztink. A BMSCs-et 10% FBS
(Gibco, ThermoFisher Scientific Grand Island, NY, USA), 200 mmol/ml L-glutamin, 10,000
U/ml penicillin, 10mg/ml streptomycin, 25 pg/ml amphotericin B és 1 mmol/L natrium-
piruvat tartalmi DMEM tapfolyadékban tenyésztettiik. Kisérleteinkben a BMSCs passzazs
szama 4-7 kozott volt. A HuLECs-et 10% FBS, 10,000 U/ml penicillin és streptomycin
tartalmu EpiCM tapfolyadékban tenyésztettiik. A sejtek passzazs szama 3-4 kozott volt.
Néhany kisérletben immortalizalt human lencse epithél sejteket (iHULEC, CRL-11421, ATCC
Manassas, VA, USA) hasznaltunk, melyet a HULECs-hez hasonl6an tenyésztettiink.

6.3. BMSCs és HuLECs oszteogenikus differencidlodasanak indukdldsa

A sejtek oszteoblaszt iranyt differencialddasat megemelt kalcium (CaCly) és Pi (NaH2POas-
Na;HPOs, pH 7.4) tartalm oszteogenikus médiummal indukaltuk. A hozzaadott CaCly
mennyisége 0-1.2 mmol/L koz6tt valtozott, mig a hozzaadott Pi mennyisége 0-3,5 mmol/L

volt. A sejteket kétnaponta kezeltiik, az egyes kisérletek abraalairasaban szerepl6 ideig.

6.4. BMSCs adipogén és kondrogén differencidlédasanak indukdldsa

A sejtek konfluenssé valasa utan a tenyészté médiumot kondrogén differencialtatdé médiumra
(StemPro Chondrogenesis Supplement, Gibco, Grand Island, NY, USA), illetve adipogén
differencialtatd médiumra (StemPro Adipogenesis Supplement, Gibco, Grand Island, NY,
USA) cseréltiik. A sejtek kezelését kétnaponta végeztiik el, az abraaldirdsokban szerepld
ideig.

6.5.  Alizarin voros festés

Alizarin voros festéssel tettiik lathatova az extracellularis matrixban felhalmoz6dé kalcium
depozitumokat. Az eljaras soran a 96 lyuku tenyésztéedényben tenyésztett és kezelt sejteket 2
alkalommal 100uL PBS-sel mostuk, majd 4%-o0s paraformaldehid oldattal fixaltuk (10 perc,
szobah6mérséklet). A fixalast kovetden a sejteket Alizarin vords oldattal (2%, pH 4,3)

festettiik (20 perc, szobahOmérséklet).
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6.6. Alcidan kék festés
A kondrogén differencialodas nyomonkdvetésére Alcian kék festést végeztiink, melyet a
NovaUltra Special Stain Kit (IHC World, Ellicott City, MD,USA) segitségével kiviteleztiink a

gyarto utasitasai szerint.

6.7.  Oil Red lipid festés

Az adipogén differencialddas nyomonkovetésére Oil red O festést végeztiink. Ennek soran a
sejteket 2 alkalommal mostuk 100 uL. PBS-sel, majd fixaltuk 4%-0s paraformaldehid oldattal
30 percig. A fixalas utan Gjbol mostuk a sejteket, majd 60%-os izopropanollal inkubaltuk 5
percig. Ezt kovetdéen az atsziirt munkaoldattal megfestettiik a sejteket 10 percig enyhén
razogatva a lemezt szobahdmérsékleten. A festéket eltavolitottuk, mostuk desztillalt vizzel,

majd fénymikroszkdpban megtekintettiik az eredményt és lefényképeztiik.

6.8.  Kalcium mennyiségi meghatdarozdsa

Az extracellularis matrix kalcium tartalmat QuantiChrome Calcium Assay Kit (BioAssay
System, Hayward, USA) segitségével hataroztuk meg. A kezeléseket 96 lyukua
tenyésztéedényben végeztiik. A kisérlet végeztével eltavolitottuk a médiumot, a lemezt
mostuk 2 alkalommal 100 pL PBS-sel, majd az extracellularis matrix Ca tartalmat 100 pL
sosavval (0,6 mol/L) oldottuk ki (30 perc, szobahOmérséklet). A mérést a gyartd utasitisai
alapjan végeztiik. A mintak abszorbanciajat 612 nm-en Powerwave XS lemezolvasédval (Bio-

Tek) mértiik meg. A mintak Ca tartalmat fehérje tartalomra normalizaltuk.

6.9. Sejtek életképességének meghatdrozdasa

Az életképesség vizsgalatat 96 lyuku lemezen végeztiik. A kisérlet végeztével a sejteket 2
alkalommal 100 uL PBS-sel mostuk és hozzaadtunk 150 pL MTT (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-
2,5-difenil-2H-tetrazolium-bromid) reagenst, majd a lemezt 4 Orara visszahelyeztilk a
sejttenyésztd inkubatorba. Ezt kovetéen az MTT oldatot eltavolitottuk, és a keletkezett
formazan kristalyokat 100 pL dimetil-szulfoxidban (DMSO) feloldottuk, majd lemezolvaso
segitségével lemértiik a mintdk abszorbancidjat 570 nm-en. A kezelt sejtek életképességét a

nem kezelt sejtek €letképességehez (100%) viszonyitva szazalékban fejeztiik ki.

6.10. Az extracellularis matrix oszteokalcin tartalmanak meghatarozdsa

Az OCN meghatarozashoz a sejteket 6 lyuku tenyésztdedényben tenyésztettiik. A kezelések
végeztével a sejteket 2 alkalommal 500 pL. PBS-sel mostuk, majd 100 pL 0,5 mol/L EDTA
oldattal (pH: 6,9) 30 percen keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk. Ezt kovetden a
feliiltszot dsszegytjtottiik és a mintak OCN tartalmat ELISA moédszerrel (Human Osteocalcin
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Instant ELISA Bender MedSystems 2020) hataroztuk meg a gyartd utasitasait kovetve. A
mintadk OCN tartalmat fehérje tartalomra normalizaltuk. A fehérjetartalom meghatarozasédhoz
az EDTA eltavolitasa utan a sejteket szolubilizaltuk a kdvetkezd Gsszetételi lizis puffreben: 5
mmol/L EDTA, 150 mmol/L NaCl, 10 mmol/L Tris, 0,5% Igepal CA-630, 1% Triton-X 100,
1% Complete Mini proteaz inhibitor (Roche, Basel, Svajc). A lizatumok fehérjetartalmat BCA

modszerrel hataroztuk meg.

6.11. Alkalikus foszfataz enzimaktivitas meghatdrozdsa

Az ALP aktivitas meghatarozasahoz a sejteket 96 lyuku lemezen tenyésztettiik. A kezelést
kovetden a sejteket 2 alkalommal 100 pL. PBS-sel mostuk, majd 100 pL szolubilizalo
oldatban (6sszetétel!) lizaltuk Oket. Az aktivitas méréséhez 35 pL sejtlizatumhoz 130 pL
szubsztratot (ALP Yellow Liquid Szubsztrat) adtunk, majd 405 nm-en 30 percig 37 °C-on
inkubalva kovettik nyomon a 4-nitrofenol képzédését. A mintak fehérjetartalmat is

meghataroztuk, és a mintak ALP aktivitasat fehérje tartalomra normalizalva adtuk meg.

6.12. Kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcio (qRT-PCR)

RNS izolalashoz a sejteket 6 lyuku tenyésztéedényben kezeltik. A sejteket a kezelések
végeztével Trizol (RNA-STATG0, Tel-Test B Labs, Alvin, TX, USA) reagenssel tartuk fel.
Az RNS mintak tisztitdsat a gyartd utasitdsait kovetve végeztik. Az RNS mintak
alapjan szamitottuk ki, melyhez a méréseket NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham,
MA, USA) késziiléken végeztiik. Ezt kdvetden mintanként 2 pug RNS-t irtunk 4t cDNS-sé,
melyhez High Capacity cDNA RT Kkitet (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) hasznaltunk. A PCR reakciot valos idejii qPCR késziilékben (CFX96
Real-Time System, Bio-Rad Inc., Hercules, CA, USA) végeztiink el. A target gének
amplifikacidja soran iTaq™ Universal Probes Supermix master mixet (Bio-Rad, Inc) és
validalt FAM fluoroférral konjugalt TagMan prébat, és hozza tervezett primereket
alkalmaztunk. Az altalunk alkalmazott TagMan amplifikacios rendszerek (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) szama: Sox9: Hs01001343; Runx2: Hs535845; OCN: Hs01587814; az
a-sima izom aktin: Hs00426835; Slug: Hs001619; E-cadherin: Hs1023894; Pax6:
Hs00240871. Haztartasi génként a glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH) és
hipoxantinguanin foszforibozil transzferaz (HPRT) mRNS szintjét hataroztuk meg TagMan
moddszerrel a proba VIC fluoroforral valod jeldlése mellett. A relativ génexpresszios

valtozasokat delta-delta Ct modszerrel szamitottuk ki.
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6.13. Western Blot analizis

A sejteket 6 lyuku tenyésztéedényben tenyésztettiik és kezeltiik, majd a kisérlet végeztével 2
alkalommal 100 puL. PBS pufferrel mostuk, és 100 pL szolubilizal6 oldatban (150 mmol/L
NaCl, 5 mmol/L EDTA, 10 mmol/L Tris, 1% Triton-X 100, 0,5% Igepal CA-630 és 1%
Complete Mini proteaz inhibitor (Roche, Basel, Svajc) lizaltuk. A sejtlizatumot
modszerrel (Pierce, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). A mintakat denaturaltunk (95°C,
15 perc) B-merkaptoetanolt tartalmazo SDS mintafelvivé pufferben, majd a fehérjéket 10%-
os SDS poliakrilamid gélen elvalasztottuk. Az elektroforézist Bio-Rad Mini Protean
késziilékkel veégeztiikk 100 V fesziiltséggel. Ezt kovetden a mintdkat nitrocellul6z membranra
(GE Healthcare, Amersham, Germany) blottoltuk 12 V fesziiltséggel 45 percen keresztiil
félszaraz blottoloval (Bio-Rad Inc., Hercules, CA, USA). Ezt kdvetden a membrant tejpor
oldattal (6%-0s) blokkoltuk 1 6ran keresztiil szobahémérsékleten, majd a membranhoz adtuk

az els6dleges antitestet (1. tablazat) 1%-0s tejpor oldatban (4°C, 12 6ra).

1. Tablazat: A Western Blot-ok soran felhasznalt elsédleges antitestek listaja

Target fehérje | Cég Katalogus Munkaoldat
szam higitasa

Sox9 Abcam, Cambridge, UK ab26414 1:1000

Runx2 Proteintech, Chicago, IL, USA 20700-1-AP | 1:1000

ALP Santa Cruz Biotech. Inc., Dallas, TX, USA | sc-30203 1:200

FtH Santa Cruz Biotech. Inc., Dallas, TX, USA | sc-25617 1:600

FtL Santa Cruz Biotech. Inc., Dallas, TX, USA | sc-25616 1:400

AGG ProteinTech, Chicago, IL, USA 13880-1-AP | 1:500

FABP4 ProteinTech, Chicago, IL, USA 15872-1-AP | 1:500

GAPDH Novus Biologicals, Littleton, CO, USA NB300-221 1:1000

A membrant TBS-T pufferrel (0,1% Tween 20 tartalmu tris-buffered-saline) mostuk, majd 1
oran keresztiil inkubaltuk a torma peroxidazzal konjugalt anti-nytl (NA934) és anti egér (NA-
931) masodlagos antitesttel (Amersham Biosciences Corp., Piscataway, NJ, USA). A
membrant mostuk TBS-T-vel, majd Western ECL reagens (Bio-Rad Inc., Hercules, CA,

USA)) segitségével el6hivtuk. Az eredményt rontgenfilmen jelenitettiik meg.
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6.14. Egeér kisérletek

A vizsgalatot a Debreceni Egyetem Intézményi Kutatasetikai Bizottsaga engedélyével
végeztik. 10 darab C57BL/6 egeret (8-10 hetes, him) véletlenszertien két csoportra osztva
hasznaltunk fel. A vas tualtelitettséget vas-dextran (200 mg/ testtomeg kg, 200 pl
végtérfogatban PBS-ben higitva) intraperitonealis (i.p.) adasaval valtottuk ki. A kezelést
haromszor ismételtiik meg, egy-egy nap sziinetet tartva. A kontroll egerek PBS-t (200 pl, i.p.)
kaptak. Az egerek életét szén-dioxiddal valo 1élegeztetéssel oltottuk ki, majd eltavolitottuk az

egerek sip-€s combcsontjat.

6.15. Oszteoprogenitor sejtek izolalasa kompakt csontbol

Az oszteoprogenitor sejteket a Zhu és munkatarsai altal kozolt protokoll szerint izolaltuk
(155). A sip-és combcsontokrol a levalasztast kovetOen eltavolitottuk az epifizist. A
csontdarabokat mozsarban Osszetortiik jéghideg 2% FBS-t, 1 mmol/L EDTA-t tartalmazo
PBS-ben. A csontvel6t6l vald megszabadulas érdekében ezt a mosasi 1épést Otszor
megismételtiik. Ezt kovetden a csontszovetet 0,25%-os 1. tipusu kollagendzzal emésztettiik 5
percig, szobahdmérsékleten, majd a csontokat 1-2 mm-es darabkdkra szeleteltiik, és tovabbi
45 percen keresztiil 37 °C-on emésztettik Oket. Az igy kinyert szuszpenziot 70 pm-es
porusméretii sziirén atszirtiik és lecentrifugaltuk (300g, 10 perc, szobahdmérséklet). Ezt

kovetden a sejtszuszpenziodt Trizol reagenssel tartuk fel RNS kinyerése céljabol.

6.16. Humdan lencse mintik

A human lencse mintak katarakta eltavolito miitéten atesett betegekbdl szarmaztak (N=10, 6/4
né/férfi, atlagéletkor: 71,5 + 9,1). A mintak gyiijtése a Szegedi Tudoményegyetem, Altaldnos
Orvostudomanyi Kar Szemészeti Klinikdjan a Regionalis Etikai Bizottsag engedélyével, a
Helsinki Deklaracioban foglalt iranyelveknek megfeleléen a betegek irasos beleegyezésével
tortént. Az Osszes Katarakta minta szenilis tipusu volt. A kontroll lencse mintak human
kadaver szembdl (N=10, 7/3 né/férfi, atlagéletkor: 64,4 + 11,5) szarmaztak. A lencséket
folyékony nitrogénben fagyasztottuk le, majd feldolgozasig -70 °C-on taroltuk. A lencse
mintakbdl Ca tartalmat és OCN szinteket hatdroztunk meg. A Ca méréshez a minta egy-
negyed részét 300 pL sésavban (0,6mol/L) egy oran keresztiil szobahdmérsékleten razogatva
inkubaltuk. Ezt kdvetden a mintdkat centrifugaltuk (2000 g, 5 perc, szobahOmérséklet) és a
mintak Ca tartalmat az el6z6ekben ismertetett modon a feliiluszokbol hataroztuk meg. OCN
méréséhez a maradék mintat 300 uL. EDTA-ban (0,5 mol/L, pH 6.9) tartuk fel. A minta
feltarasat fagyasztas-olvasztas kétszeri ismétlésével és ultrahangos kezeléssel (folyamatos

mod, 30 masodperc) segitettiik el6. Végezetiil a mintakat cenrifugaltuk (2000 g, 5 perc, 4 °C)
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és OCN tartalmukat a feliilaszokbol az el6zdekben ismertetett ELISA modszerrel hataroztuk

meg.

6.17. Statisztika

Az eredményeket atlagérték + standard deviacié formaban adtuk meg. Az eredmények
statisztikai analizisét t-probaval vagy tobbszords 0sszehasonlitas esetén ANOVA modszerrel
végeztilk el. A statisztikai analizist GraphPadPrism 5.02 Windows szoftverrel (GraphPad
Software, San Diego California USA) végeztik. A p < 0,05 eredményeket tekintettiik

szignifikdns modon eltérének.
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7. Eredmények

7.1.  Avastobblet hatasa BMSCs oszteogén, kondrogén és adipogén iranyu
differencidlodasara

7.1.1. A Pi és a Ca szinergista modon fokozza a BMSCs oszteogén differencidalodasdt

A kronikus vastobblet a csontok gyengiilésével jar egyiitt, amely jelentkezhet oszteopénia,
oszteoporozis, csokkent csontslirtiség, illetve csonttorések forméjaban is. Kutatocsoportunk
korabbi munkdjaban kimutatta, hogy a vastobblet géitolja a vaszkuldris simaizomsejtek
szervetlen foszfattal és Ca-mal eldidézett oszteogén differencialodasat. A simaizomsejtek
oszteogén iranyu differencidlodasat ugyanazok a mester transzkripcids faktorok regulaljak,
melyek az Ossejtek oszteoblaszt iranyu differencialodasat iranyitjak, és a két folyamat ezen
tilmenden is rengeteg hasonlosagot mutat. Az azonban nem ismert, hogy a vastobblet vajon a
simaizomsejtekhez hasonldéan az Ossejtek oszteogén iranya differencialodasat is gatolja-e.
Kisérleteinket csontveld eredetii mesenchymalis Ossejteken végeztiik.

Elsé célunk az optimalis Pi és Ca dozisok bedllitdsa volt, mely eldidézi a BMSCs
oszteogén differencidlodasat a sejtek életképességének szadmottevd befolyasoldsa nélkiil.
Ennek érdekében a BMSCs-et 0-3 mmol/L Pi-tal, illetve és 0-1,2 mmol/L Ca-mal kiegészitett
tapfolyadékkal kezeltiik 5 napon keresztiil. Az oszteogén differencialodas kovetkeztében
emelkedik az extracellularis matrix Ca tartalma, ennek Kimutatasa céljabol a kezelést
kovetden Alizarin voros festést végeztiink. Azt tapasztaltuk, hogy dnmagaban a Pi és a Ca az
extracellularis matrix mineralizaciojat nem befolyasolja. Ezzel szemben a Pi és a Ca egyiittes
alkalmazasa szinergista modon el6idézte a matrix mineralizacidjat (4.A dbra). Az Alizarin
voros festés mellett az extracellular matrix Ca tartalmat kvantitativ médon is meghataroztuk.
Az Alizarin voros festéshez hasonloan, a Ca mérés is alatamasztotta azt, hogy a Pi és a Ca
szinergista modon indukaljak a BMSCs extracellularis matrix mineralizaciojat (4.B dbra).

A sejtek €letképességét megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az altalunk alkalmazott Pi
és Ca dozisok nem befolyasoljak a BMSCs életképességét 5 napos kezelést kovetden (4.C
abra). A dozisgorbék alapjan kivalasztottuk azt a Pi és Ca doézist, melyet a munka tovabbi
részében alkalmaztunk a BMSCs oszteogén differencialodasanak kivaltasara. Igy a
tovabbiakban az oszteogén differencialodast 3 mmol/L Pi-tal és 1,2 mmol/L Ca-mal

kiegészitett tapfolyadékkal (oszteogenikus médium) idéztiik eld.
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Annak bizonyitasara, hogy az oszteogenikus médium jelenlétében kialakulo
extracellularis matrix mineralizacid a sejtek aktiv részvételével zajlé folyamat, a kezeléseket a
fehérjeszintézist gatldo cikloheximid (CHX) jelenlétében is elvégeztiik, és 5 nap elteltével
megmértiilk az extracellularis matrix Ca tartalmat. A CHX jelenlétében nem tapasztaltunk
mineralizaciot, ami azt bizonyitja, hogy a BMSCs mineralizacidjahoz de novo fehérjeszintézis

sziikséges (4.D dbra).
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4. abra A Pi és a Ca dozisfiiggé modon fokozza a BMSCs mineralizacidjat.

A BMSCs-t 96 lyuku lemezen tenyésztettiink. A tenyészet konfluenssé valdsa utan a tenyészto
médiumot kiilonbozé Pi és Ca tartalmu tapfolyadékra cseréltiik. (A) Reprezentativ Alizarin
vords festés 5 nap kezelés utin (N=3). (B) 5 nap kezelés utan a sejteket HCI-val
dekalcinaltuk, és megmértiik a mintak Ca tartalmat. (C) A sejtek életképességét 5 napos
kezelést kovetéen MTT modszerrel hataroztuk meg. (D) Konfluens BMSCs sejteket kontroll
vagy oszteogenikus tdpfolyadékban tartottunk cikloheximid (CHX, 10 ug/mL) hianyaban
illetve jelenlétében. 5 nap elteltével a sejteket HCl-val dekalcinaltuk és megmértiik a mintak
Ca tartalmat. (B-D) A grafikonokon 3 kisérlet triplikatumban kivitelezett atlaga + standard
devidacio (SD) van feltiintetve. *p <0.05, p <0.01, ***p <0.005.
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7.1.2. A vastébblet gatolja a BMSCs oszteogenikus differencidlodadsdt és az extracelluldris
mdtrix mineralizdciojat
A kovetkezd kisérletekben azt vizsgaltuk, hogy a BMSCs oszteogenikus tapfolyadékkal
kivaltott extracellularis matrix mineralizacidja vastobblettel gatolhato-e. Ennek érdekében a
BMSCs-t vas jelenlétében illetve hidnyaban oszteogenikus tapfolyadékkal kezeltiink, ¢€s
Alizarin vords festéssel vizsgaltuk az extracelluldris matrix mineralizciojat. A vasat vas-
ammoénium citrat formajaban 1-50 pmol/L  koncentracidtartomanyban alkalmaztuk. A
vastobblet dozisfliggéd modon gatolta az extracellularis matrix mineralizaciojat, és 50 umol/L
koncentracidban a mineralizaci6 teljes elmaradasat eredményezte (5.A dbra). A mineralizacid
kvantitativ méréséhez a sejteket dekalcinaltuk és meghataroztuk a mintak Ca tartalmat. A vas
10 umol/L koncentracié felett dozisfiiggé modon csokkentette a BMSCs extracellularis

matrixaba oszteogenikus stimulacio hatdsara beépiilt Ca mennyiségét (5.B abra).
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5. abra A vastobblet dézisfiiggé moédon gatolja BMSCs oszteogenikus stimulus altal
indukalt extracellularis matrix mineralizaciojat. (A-B) BMSCs sejteket kontroll illetve
oszteogenikus tdpfolyadékban  tenyésztettiink vas  jelenlétében (0-50 umol/L). (A)
Reprezentativ Alizarin vorés festés 5 nap kezelés utan (N=3). (B) 5 nap kezelés utan a sejteket
HCl-val dekalcindltuk, és megmértiik a mintak Ca tartalmat. A grafikonon 3 kisérlet
triplikatumban kivitelezett atlaga + SD van feltiintetve.*p <0.05, ***p <0.005.

Az oszteogenikus stimulus hatdsara bekovetkezd extracellularis matrix mineralizacio

hatterében a sejtek 0szteogén differencialodasa all. Kovetkezé kisérletiinkben azt vizsgaltuk,

30




hogy a mineralizacié vas altali gétlésa 6sszeﬁiggésben all-e a BMSCs OSZteogenikus
transzkripcids faktoranak, a Runx2-nek a szintjére. Oszteogén stimulus hatdsara a Runx2
MRNS szintje 1,6-szorosara emelkedett, mely emelkedést a vas 25 pmol/L koncentracioban
gatolt (6.A dbra). A mRNS szinttel parhuzamosan az oszteogén stimulus hatasara
megemelkedett a BMSCs Runx2 fehérje expresszioja (6.B dbra). Erdekes médon a vas 50
umol/L koncentracioban a Runx2 fehérje expressziojat a kontroll sejtek expresszidja ala
csokkentette (6.B dbra). Ezt kdvetden vizsgaltuk a vastobblet hatasat a Runx2 regulacidja
alatt allo fehérje, az OCN expresszidjara. Oszteogenikus stimulus hatdsara jelentGsen
megemelkedett az OCN szintje a BMSCs extracellularis matrixaban, melyet a vas d6zisfiiggd

modon gatolt, 25 umol/L és a feletti koncentracioban teljes inhibiciot okozva (6.C dbra).
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6. abra A vastobblet gatolja a BMSCs Pi és Ca tobblettel indukalt oszteogenikus
differencialodasat. (A-C) BMSCs-et kontroll illetve oszteogenikus tdpfolyadékban
tenyésztettiink vas jelenlétében (0-50 umol/L) 5 napon keresztiil. (A) A Runx2 mRNS szinteket
gRT-PCR modszerrel hataroztuk meg. (B) A mintak Runx2 illetve GAPDH expressziojat
bemutato reprezentativ Western Blotok (N=3). A Runx2 relativ expressziojit GAPDH-ra
normalizaltuk. A diagrammon 3 kisérlet atlaga+ SD lathato. (C) Az OCN szinteket EDTA-val
szolubilizalt extracellularis matrix mintakbol ELISA modszerrel hataroztuk meg. Az
oszlopdiagrammokon (A, C) 3 triplikatumban végzett kisérlet atlaga = SD van feltiintetve. **p
<0.01, ***p <0.005.
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A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy vajon a vas anti-oszteogenikus hatdsa a BMSCs Pi és Ca
altal indukalt oszteogenikus differencialédasara nézve szelektiv, vagy inkabb egy altalanos
oszteogenezis inhibitor. Ennek a kérdésnek a megvalaszolasa céljabol a BMCSs
oszteogenikus differencialodasat dexametazont, aszkorbinsavat ¢és B-glicerofoszfatot
tartalmazo oszteogén keverékkel indukaltuk vas hianyaban és jelenlétében. A Runx2 mRNS
szintjét mértiik a kezelés elsd, hetedik és tizennegyedik napjan. Az oszteogén stimulus
hatadsara a Runx2 mRNS szintjének id6fliggd emelkedését tapasztaltuk, mely a 7. napon 3,4-
szeres, a 14. napon 5,75-sz0rés volt. A vastobblet 50 umol/L koncentracioban alkalmazva
mindkét idépontban teljes mértékben gatolta az oszteogén stimulus altal indukalt Runx2
mRNS szintek emelkedését (7.A abra).

Ez utdn azt vizsgaltuk, hogy a dexametazont, aszkorbinsavat és [B-glicerofoszfatot
tartalmazo oszteogén keverék hogyan hat a BMSCs ALP aktivitasara. Azt tapasztaltuk, hogy
az oszteogén keverék tobb mint haromszorosara emelte a BMSCs ALP aktivitasat (4,76 +
0,36 vs. 16,59 £ 1,69 unit/mg fehérje). Az oszteogén keverék ALP aktivitast fokozo hatasat a

vastobblet szignifikdns modon csokkentette (7.B dabra).
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7. abra A vastobblet gatolja a BMSCs dexametazon, aszkorbinsav, -glicerofoszfat altal
indukalt oszteogenikus differencialodasat. (A-B) BMSCs-et kontroll tdpfolyadékban, vagy
dexametazont (0,1 umol/L), aszkorbinsavat (50 umol/L) és p-glicerofoszfarot (2 mmol/L)
tartalmazo oszteogenikus tapfolyadékban tenyésztettiink vastobblet hianyaban illetve
jelenlétében (50 umol/L). (A) A Runx2 mRNS szinteket az 1. 7. és 14. napon qRT-PCR
modszerrel hataroztuk meg. (B) Az ALP aktivitast a 1. napon hataroztuk meg. Az
oszlopdiagrammokon 3 triplikatumban végzett kisérlet atlaga = SD van feltiintetve. **p
<0.01, ***p <0.005.
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7.1.3. A ferritin a vashoz hasonléoan gdtolja a BMSCs oszteogenikus differencidlodasat és
az extracellularis mdtrix mineralizdciojat

Kutatocsoportunk korabbi munkajaban kimutatta, hogy a vas a ferritin indukcidjan keresztiil

gatolja a simaizomsejtek oszteogén transzdifferencialodasat és az oszteoblasztok miikodését

[26, 31]. Igy a kovetkezd kisérletiinkben azt vizsgaltuk meg, hogy a ferritin a BMSCs sejtek

oszteogén differencidlodéasaban is szerepet jatszik-e.

Els6ként a ferritin 2 alegységének expresszidjat vizsgaltuk meg normal és megemelt
vasszintek mellett BMSCs-ben. Azt talaltuk, hogy a vas dézisfliggd modon indukalja mind a
két ferritin alegységet, (FtH, és FtL) (8.A dbra). Ezt kovetden azt tanulmanyoztuk, hogy az
exogén modon adott human ferritin befolyasolja-e a BMSCs oszteogén differencialodasat. A
sejteket oszteogenikus tapfolyadékban 1, illetve 2 mg/ml-es ferritin koncentraciok
jelenlétében tartottuk 5 napon keresztiil. A ferritin alacsonyabb do6zisa mellett gyenge, mig a
magas dozis mellett egyaltalan nem tapasztaltunk Alizarin vords pozitivitast (8.B abra). Ezt

az eredményt megerdsitette az extracellularis matrix Ca tartalmanak mérése is (8.C dabra).
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Az oszteogenikus stimulus hatasara bekovetkezd mineralizacio hatterében a sejtek 0szteogén

differencidlodasa 4ll, igy a kovetkezd kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy a mineralizacié Ft
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Elsoként megvizsgaltuk a Ft hatdsat a Runx2 mRNS ¢és fehérje szintjére (9. dbra). Oszteogén
stimulus hatdsara a Runx2 mRNS szintje kozel kétszeresére emelkedett, ezzel szemben a Ft

jelenlétében a Runx2 mRNS szintje a konroll sejtek szintjén maradt. (9.A abra).
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9. abra A Ft gatolja a BMSCs oszteogén diffrenciaciojat. (A-D) A BMSCs-et kontroll vagy

oszteogenikus tapfolyadékban kezeltiik Ft (1 illetve 2 mg/mL) hidnydaban és jelenlétében 5
napon keresztiil. (A) A Runx2 mRNS szinteket qRT-PCR mddszerrel hatiroztuk meg. A
grafikonon 3 kisérlet triplikatumban kivitelezett dtlaga + SD van feltiintetve. (B) A Runx2 és a
GAPDH expressziojat bemutato reprezentativ Western Blotok (N=3). 4 Runx2 relativ
expressziojat GAPDH-ra normalizaltuk. A diagrammon 3 kisérlet atlaga = SD lathato. (C) Az
OCN szinteket EDTA-val szolubilizalt extracellularis matrix mintakbol ELISA modszerrel
hataroztuk meg. (D) Az ALP és a GAPDH expressziojat bemutato reprezentativ \Western
Blotok (N=3). Az ALP relativ expressziéjat GAPDH-ra normalizdltuk. A diagrammon 3
kisérlet atlaga + SD lathato. **p <0.01, ***p <0.005.
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A mRNS szinttel parhuzamosan a Ft dozisfiiggd modon csokkentette az oszteogén stimulus
hatasara megemelkedett Runx2 fehérje expresszidjat (9.B dbra). Végiil megvizsgaltuk a Ft
hatdsat a Runx2 4ltal szabalyozott oszteoblaszt specifikus fehérjék expresszidjara. Azt
tapasztaltuk, hogy a Ft jelenlétében az OCN és ALP expresszidjanak oszteogén stimulussal
indukalt emelkedése elmarad (9.C, D dbra).

7.1.4. A vastobblet csokkenti az oszteoprogenitor sejtek Runx2 expresszidjdt in vivo

Kovetkezd kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy a vastultelitettség hatassal van-e
oszteoprogenitor sejtek oszteogén iranyu differencialodasi képességére in vivo koriilmények
kozott. Ennek érdekében CS57BL/6 egerekben vas-dextran adésaval vas tultelitettséget
hoztunk 1étre, és Gsszehasonlitottuk a beldliik izolalt kompakt csont eredetii oszteoprogenitor
sejtek FtH és Runx2 mRNS szintjeit kontroll egerekével. A vas-dextran kezelés hatdsara tobb
mint négyszeresére emelkedett a sejtek FtH mRNS szintje, amib6l arra kovetkeztettiink, hogy
a vas taltelités 1étrehozasa sikeres volt, és érintette a kompakt csontban talalhatod
oszteoprogenitor sejtpopulacidt is (10.A abra). E mellett a vassal thltelitett egerek

oszteoprogenitor sejtjeiben jelentés mértékiit Runx2 mRNS szint csokkenést észleltiink.
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10. abra A vastobblet emeli a FtH és csokkenti a Runx2 mRNS expressziojat kompakt
csont oszteoprogenitor sejtekben C57BL/6 egerekben. (A-B) C57BL/6 egereket vas-
dextrannal (200 mg/kg, 200 ul PBS-ben higitva, i.p., n=35) kezeltiink haromszor egy héten,
minden masodik nap. Egyidejiileg a kontroll egereket (n=5) 200 uL PBS-sel injektaltuk. Az
egerek comb és sipcsontjaibol oszteoprogenitor sejteket izolaltunk. A FtH, Runx2 és GAPDH
MRNS szinteket QRT-PCR mddszerel hataroztuk meg. A FtH és Runx2 mMRNS expresszidjat
GAPDH-ra normalizaltuk. Az abran az 5 egérbol nyert triplikatumban meghatarozott értékek

atlaga + SD van feltiintetve. **p <0.01.

35




7.1.5. A vas tultelitettség nem befolyasolja a BMSCS kondrocita és adipocita iranyu
differencidlodasat

A BMSCs multipotens sejtek, amelyek az oszteogén differencialodason kiviil képesek
kondrocita és adipocita sejtekké is differencialodni. A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy a vas
a kondrogén illetve az adipogén differencidlodasi utvonalakat befolydsolja-e. Elsdként a
kondrocita iranyu differencialodast tanulmanyoztuk. Ehhez a BMSCs-et kondrogenikus
médiumban tenyésztettiink, vas tiladagolas mellett 14 napon keresztil. A kondrogén
differencialodast Alcian kék festéssel kovettilk nyomon, és azt tapasztaltuk, hogy a BMSCs
kondrogén iranyu differencialodasat a vas foloslege 50 umol/L koncentracioban sem
befolyasolta (11.A dabra). Az aggrekan a porszovet extracellularis matrixanak egyik
legfontosabb strukturalis dsszetevije, ezért a kovetkezo kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy a
vastobblet befolyasolja-e az aggrekdn expresszidjat. A kondrogén stimulacié hatisara az
aggrekdn expresszidja a vastobblettdl fliggetleniil emelkedett, igy megerdsitést nyert az
Alcian festéssel nyert eredménylink, mi szerint a vastobblet a BMSCs kondrogén irdnyt
differencialodasat nem befolyasolja (11.B dbra).

Ezt kovetéen megvizsgaltuk, hogy a vastobblet befolyasolja-e a BMSCs adipocita
iranyu differencialodasat. Ennek érdekében a BMSCs-et adipogén médiumban tenyésztettiik
vastobblet, vagy normal vas szint mellett. Az adipogén differencialodast 33 napon keresztiil
végeztiikk, majd Oil Red O festést alkalmaztunk az adipocitak detektalasara. Az Oil Red O
festés arra utalt, hogy a vastobblet nem befolyasolja a BMSCs adipogén differencialodésat
(11.C dbra). Ezt kovetben a zsirsavkoto fehérje 4 (fatty acid binding protein 4, Fabp4), mely
egy adipocita specifikus fehérje, mRNS és fehérje expressziojat is megvizsgaltuk normal
illetve megemelt vasszintek mellett. A Fabp4 mRNS expresszidja az adipogén stimulus
hatasara csaknem 15-szords emelkedést mutatott, melyet a vastobblet nem befolyasolt (11.D
dabra). A Fabp4 fehérje expresszidja szintén drasztikus emelkedést mutatott adipogén
differencialodéasi koriilmények kozott. A vastobblet nem befolyasolta a Fabp4 adipogén

stimulus altali indukciojat (11.E dbra).
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11. abra A vastobblet nem befolyasolja a BMSCs kondrogenikus és adipogenikus
differencialodasat. (A-B) A BMSCs-et kondrogén differencidlodasi médiumban kezeltiik
normal vagy megemelt vasszintek mellett (0-50umol/L) 14 napon keresztiil. (A) Reprezentativ
Alcian kék festés (N=3) (B) Az aggrekan és a GAPDH expressziojat Western Blot modszerrel
hataroztuk meg teljes Sejtlizatumbol. (C-E) A BMSCs-et adipogén differencialédasi
médiumban kezeltiik normal vagy megemelt vasszintek mellett (0-50umol/L) 33 napon
keresztiil. (C) Reprezentativ Oil Red O festés (N=3). (D) A Fabp4 relativ mRNS szintjét gRT-
PCR modszerrel hataroztuk meg, és HPRT-re normalizaltuk. Az adbran 3 kisérlet
triplikatumban meghatdrozott értékek dtlaga + SD van feltiintetve. ***p <0.005. (E)
Reprezentativ Western Blotok a Fabp4 és a GAPDH fehérjék expresszidjanak bemutatdsara
(N=3).
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7.2.  Lencse epithél sejtek oszteogén differencialodasa

7.2.1. Az oszteogenikus stimuldcioé indukdlja a HULECS oszteogén differencidloddsdt és az
extracelluldris matrix mineralizdciojat
A kataraktds szemlencsében a kalcifikdlodott érfalban talalhato6 HA-hoz hasonlé kémiai

Osszetételli és szerkezetli Ca-foszfat kristalyok jelenlétét irtdk le, melynek képzddésére a
katarakta kialakuldsanak egyetlen ismert mechanizmusa sem ad magyardzatot.
Kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy oszteogén stimulus hatasara bekdvetkezhet-e a human
szemlencse eptél sejtek oszteogén differencidlodasa ¢és az extracellularis matrix
mineralizécidja. Kutatocsoportunk korabbi munkdiban megnovelt Pi és Ca szintekkel idézte
el6 VSMCs és BMSCs oszteogén differencialodésat, igy a HuLECs esetén elsdként azt
vizsgaltuk, hogy a magas Pi illetve Ca szintek okoznak-e mineralizaciot lencse epithel sejtek
extracellularis matrixaban.

Ennek érdekében konfluens HULECs-et Pi-tal (0-3.5 mmol/L) és Ca-mal (0-1.2
mmol/L) kiegészitett 0szteogenikus médiumban tartottuk 7 napon keresztiil. A HULECs sejtek
extracellularis matrix mineralizaciojat Alizarin vords festéssel vizualizaltuk (12.4 dbra). A
foszfat tobblet 3,5 mmol/L koncentracidban indukalta a HuLECs extracellularis matrix
mineralizaciojat. Ezzel szemben a megemelt Ca koncentracié 6nmagaban nem idézett el
mineralizaciot, viszont szinergista médon fokozta a megemelt Pi 4ltal indukalt mineralizaciot
(12.4 dbra). Az Alizarin voros festéssel nyert eredményiink megerésitése céljabol
meghataroztuk az extracellularis matrix Ca tartalmat. Ehhez a sejteket 7 napos kezelés utan
dekalcinaltuk, és meghatiroztuk a mintdk Ca tartalmat. Az Alizarin vords festéssel
¢s a megemelt Ca szint dozisfiiggd modon fokozta a Pi hatasat (12.B dbra).

Annak a kérdésnek a tisztazasara, hogy a HuLECs magas Pi és Ca hatasara
bekovetkezd extracellularis matrix mineralizacioja aktiv folyamat és nem a HA passziv
precipitacioja, a kisérletet paraformaldehiddel (PFA) fixalt sejteken is megismételtiik. E16 és
PFA-val fixalt HuLEC sejteket oszteogenikus médiumban (2,5 mmol/L hozzaadott Pi és 1,2
mmol/L hozzaadott Ca) kezeltilk. Az extracellularis matrix Ca tartalmat a kisérlet kezdo
napjan, majd a harmadik, 6todik és hetedik napon is meghataroztuk. A nem fixalt sejtek
extracellularis matrix mineralizacioja az 5. napon elkezdddott és tovabb emelkedett a 7. napig.
Ezzel ellentétben, a PFA-val fixalt sejtek extracellularis matrixanak Ca tartalma nem
emelkedett a hét napos kezelés alatt (12.C dbra). Szakirodalmi adatok szerint a

simaizomsejtek oszteogén differencialodasaban és extracellularis matrix mineralizacidjaban
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szerepet jatszik a sejtek apoptdzisa, ezért kovetkezd kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy az
altalunk alkalmazott oszteogén stimulus indukal-e apoptézist HULECs-ben. Ennek érdekében
a HUuLECs-et oszteogenikus tapfolyadékban tartottuk 7 napon keresztil, majd MTT
modszerrel meghataroztuk a sejtek életképességét. Megallapitottuk, hogy az oszteogén

stimulus HuLECs esetében nem okozott viabilitascsokkenést (12.D dbra).
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12. abra Magas Pi és Ca hatasa HULECs extracellularis matrix mineralizacidjara és a
sejtek életképességére. (A, B és D) HuLECs-et Pi-tal (0-3.5 mmol/L) és Ca-mal (0-1.2
mmol/L) kiegészitett oszteogén médiumban kezeltiink 7 napon keresztiil. (A) Reprezentativ
Alizarin voros festés (N=3). (B) A sejteket HCI-val dekalcinadltuk, és meghatdroztuk a mintdk
Ca tartalmat. (C) Ca akkumulacio idofiiggése élo vagy PFA-val fixalt HuLECs extracellularis
matrixaban 0szteogenikus stimulus (2.5 mmol/L Pi és 1,2 mmol/L Ca) mellett. (D) A sejtek
MTT modszerrel meghatdrozott életképessége 7 napos kezelést kovetéen. (B-D) A
diagrammokon 3, quadriplikatumban végzett kisérlet atlaga + SD van feltiintetve. *p <0.05,
**p <0.01, ***p<0.005.

Az extracellularis matrix mineralizciojanak hatterében vaszkularis simaizomsejtek esetén a
sejtek oszteogén differencialodasa all, igy a kovetkezd kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy ez
a HuLECs esetén is fennall-e. A sejteket 24 orara oszteogenikus médiumba (2.5 mmol/L Pi és
1.2 mmol/L Ca) helyeztiik, majd megmértilk a Runx2 oszteogén, és Sox9 kondrogén mester

transzkripcidos faktorok mRNS szintjeit. Az oszteogenikus stimulus hatdsdra mindkét
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transzkripcios faktor szintje majdnem kétszeres emelkedést mutatott a kontroll sejtekhez
viszonyitva (13.A-B dbra). Ezt kovetden fehérje szinten vizsgaltuk a Runx2 és Sox9
transzkripcios faktorok oszteogén stimulus hatasara bekovetkezd valtozasat. A Western Blot
technikaval nyert eredmények 1,9-szeres Runx2 indukciot és 5,5-szor6s Sox9 (11. D és F
abra) fehérje expresszid emelkedést mutattak az oszteogén médiaval kezelt sejtekben a

kontroll sejtekhez viszonyitva (13.C-F dbra).
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13. abra A Runx2 és Sox9 mRNS és fehérje expresszidjanak fokozédasa oSzteogén
stimulus hatasara HuLECs-ben. (A-F) HULECs-et kontroll vagy oszteogenikus koriilmények
kozott (2.5 mmol/L Pi és 1.2 mmol/L Ca) tartottunk 24 ordn keresztiil. (A-B) A Runx2 és Sox9
relativ mRNS szintjét qRT-PCR mddszerrel hataroztuk meg, és HPRT-re normalizaltunk. A
diagrammokon 3, triplikatumban végzett kisérlet dtlaga + SD van feltiintetve. ** p <0.01,
***p<0.005. (C-D) Reprezentativ Western Blot a Runx2 és a Sox9 expressziojanak
kimutatasara (N=3). A target fehérjék detektilisa utain a membrdnokat GAPDH ellenes
antitesttel ujra jeloltiik. (E-F) A Runx2 és Sox9 fehérjek GAPDH-ra normalizalt relativ
expresszioja. Az diagrammok 3 kisérlet atlagat + SD mutatjak. **p <0.01, ***p <0.005.

Az alkalikus foszfataz (ALP) egy foszfohidrolitikus enzim, amely fontos szerepet tolt be a

csontmineralizacio soran, valamint a nem oszteogén szovetek patologias mineralizaciojaban

40




is. Ezért a tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy az oszteogén stimulus eléidézi-e az ALP enzim
mRNS ¢és fehérje expresszidjanak, valamint az aktivitdsanak az emelkedését. Az ALP mRNS
szintjét kontroll és kalcifikalo (Pi/Ca) korilmények kozott tartott HuLECs-ben hataroztuk
meg 7 nap kezelést kovetden. Oszteogén stimulus (2.5 mmol/L Pi és 1.2 mmol/L Ca) hatasara
a HULECs-ben az ALP mRNS szint 1,7-szeres emelkedését tapasztaltuk (14.4 dbra). Az ALP
MRNS szint emelkedését kovette az ALP fehérje expresszidjanak emelkedése is (14.B dbra).
Az ALP expresszidjat vizsgaltuk megemelt Pi (2, 3 mmol/L), megemelt Ca (1.2 mmol/L), és a
két trigger egyiittes jelenléte mellett. Az ALP expresszio 1,7-szeres emelkedését tapasztaltuk
magas Pi (3 mmol/L) és magas Ca (1,2 mmol/L) szintek mellett (14.B-C dbra). A Pi és a Ca
egyiittes adasa az ALP expresszidjat 4,1-szeresére novelte (14.B-C dbra). Az alacsonyabb Pi
koncentraci6 (2 mmol/L) 6nmagaban nem fokozta az ALP expresszidjat, azonban magas Ca

jelenlétében az ALP expresszio 4,1-szeres emelkedését figyeltiik meg (14.B-C dbra).

A - 14. abra Az oszteogenikus stimulus fokozza
.U H%
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w oz 1.5
é g expressziojat. (A-C) HuLECs-et kontroll
E X 1.0-
; > 1o illetve  magas Pi és Ca tartalmu
*; 0.57 tapfolyadékban kezeltiink 7 napon keresztiil.
T 00— : .y
Pi — 20 30 — 20 3.0 modszerrel  hatdaroztuk meg, és HPRT-re
Ca - - - 12 12 12 normalizaltuk. A diagramm 3, triplikatumban
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Ca - - - 1.2 12 1.2

**p <0.01, ***p <0.005.

Az OCN egy kalciumkotd fehérje, fontos alkotoeleme a csont extracellularis matrixnak, és

jelenlétét lagyszovet kalcifikadciokban is kimutattdk. A kovetkezd kisérletiinkben azt
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vizsgaltuk, hogy a HuLECs oszteogén stimulus hatasara bekovetkezd extracellularis matrix
mineralizécidja soran valtozik-e az OCN expresszidja. Ehhez a sejteket kontroll és kalcifikalo
(Pi/Ca) koriilmények kozott tartottuk 7 napon keresztiil, és megmértiik az OCN mRNS
expresszidjat, és az extracellularis matrixba beépiilt OCN fehérje szintjét. Oszteogenikus
stimulus hatasara az OCN mRNS szintje tobb mint kétszeresére emelkedett (15.4 dbra). A
HuLECs extracellularis matrixaban kontroll koriilmények ko6zott nem tudtunk OCN-t
kimutatni, ezzel szemben az oszteogén koriilmények kozott, magas Pi és Ca jelenlétében
tartott HuLECs extracellularis matrixdban jelentds mértékli OCN felhalmozodast

tapasztaltunk (15.B dbra).
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15. abra Az oszteogenikus stimulus fokozza az OCN mRNS és fehérje expresszidjat
HuULECs-ben. (A-B) A HULECs-et kontroll és oszteogenikus koriilmények kozott tartottunk 7
napon keresztiil. (A) Az OCN mRNS szintjét QRT-PCR mddszerrel hataroztuk meg, és HPRT-
re normalizaltuk. A diagrammon 3, triplikatumban végzett kisérlet atlaga + SD van dbrazolva.
(B) A sejtek extracellularis matrixat EDTA-val szolubilizaltuk és a mintak OCN tartalmat
ELISA modszerrel hataroztuk meg. A diagrammon 3, duplikatumban végzett kisérlet atlaga +
SD lett feltiintetve. ***p <0.005.

7.2.2. Eltérések és hasonlosdgok a HuLECs oszteogenikus differencidloddsa és az EMT
kozott
A katarakta kialakulasaban szerepet jatszik a HuLECs mesenchymalis sejt iranya

differencialodasa. A gyakorta TGF-B-val indukalt folyamat f6 jellemzdje, hogy hatdsara a
lencse epitél sejtekben jelentdsen lecsokken a fenotipikus fehérjemarkerek, pl. B-katenin, E-
cadherin, Pax6, és a ZO-1 expressszidja, de emelkedik a mesenchymalis Sejtekre jellemz6
extracellularis matrix fehérjék, pl. a-SMA, laminin, tenaszcin, proteoglikanok, fibronektin és
az l-es tipust kollagén expresszidja. A kovetkezd kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy az

oszteogén stimulus EMT-hoz hasonl6 valtozasokat indukal-e HULECS-ben. E célbol a sejteket
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kontroll vagy oszteogenikus (Pi: 2.5 mmol/L, Ca: 1.2 mmol/L) kériilmények kozott tartottuk,
¢s meghataroztuk az a-SMA, Slug, Pax-6 és E-cadherin mRNS expressziojat 24 ora utan és ot
napos kezelést kovetden. Elsoként az a-SMA mRNS szintjét vizsgaltuk, és megallapitottuk,
hogy az oszteogén stimulus hatdsara jelentdésen csokkent az expresszidja, tehat ebben a
vonatkozasban az oszteogén differencialodas és az EMT ellentétes hatasu (16.A dbra). Ezzel
szemben oszteogén stimulus hatasara atmeneti csokkenést figyeltiink meg a Pax6 epithélsejt
marker mRNS szintjében, mely az EMT soran is megfigyelheté (16.B dbra). Végezetiil az
EMT-ben fontos szerepet jatszo Snail szupercsaladba tartozo Slug transzkripcids faktor, €s az
altala regulalt E-cadherin mRNS expressziojat vizsgaltuk. Azt talaltuk, hogy az EMT-ben
megfigyeltekhez hasonld modon az 0szteogenikus stimulus hatasara emelkedett a Slug mRNs
szintje, mely az E-cadherin mRNS szintjének csokkenésével tarsult (16.C-D dbra).
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16. abra Oszteogenikus stimulus hatasa az EMT markereire. (A-D) A HULECs-et kontroll
és oszteogenikus koriilmények kozott tartottunk 1 illetve 5 napon keresztiil. Az a-SMA, Slug,
Pax-6 és E-cadherin mRNS expressziojat QRT-PCR modszerrel hataroztuk meg és HPRT-re
normalizaltunk. A diagrammokon két, triplikatumban végzett kisérlet datlaga += SD vannak
feltiintetve. *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.005.
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7.2.3. Az oszteogenikus differencidalodds markereinek kimutatisa humdn Kataraktds
szemlencsében
Végezetiil azt vizsgaltuk, hogy a kataraktds szemlencsében kimutathatoak-e az oszteogén

differenciaciora utal6 markerek. Kisérletiinkben 10 kataraktas egyén katarakta miitét soran
eltavolitott lencséjét és 10 kontroll lencsét hasznaltunk fel. Els6ként a lencsék Ca tartalmat
mértiik meg. A Kataraktas lencsék Ca tartalma tobb mint hatszorosa volt a kontroll mintak Ca
tartalmanak (0.123 + 0.097 vs. 0.019 + 0.016 pg Ca/mg szovet) (17. abra). Ezt kdveten a
OCN szintje minden esetben a detekcids hatar alatt volt. Ezzel szemben a 10 kataraktas
lencsébdl 2 esetben tudtunk OCN-t detektalni (0.52 ng/mL ¢és 0.69 ng/mL). OCN pozitivitast

a legmagasabb Ca tartalmu lencse mintak mutattak.
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17. abra Kontroll és kataraktas lencsék Ca koncentracioja. Kontroll (N=10) és kataraktas
(N=10) lencséket HCIl-val dekalcinaltunk, és meghataroztuk az igy nyert mintak Ca tartalmat.
A Ca szinteket a szovet nedves tomegére normalizaltuk. Az eredmények ug/mg szévet értékben

lettek megadva.
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8. Diszkusszio

Az oszteogén differencialodasnak alapvetéen 2 formajat kiilonboztetjiik meg, a fiziologias és
a pathologias differencialodast. A fiziologias oszteogén differencialdodas megfigyelheto a
csontképzOdés ¢és a csontatépiilés soran. Csontszovetre emlékeztetd szovet kialakuldsa
azonban az extraszkeletalis szovetekben is megfigyelhetd, melynek hatterében az esetek egy
részében patholdgias oszteogén differencialdédas all. Ebben a munkéban egy fizioldgias €s egy
pathologias oszteogén differencialodasi folyamatot tanulmanyoztunk nagyrészt in vitro
koriilmények kozott. Vizsgalatainkat BMSCs-en illetve HULECs-en végeztiik.

A BMSCs oszteogén iranyt elkotelezddése €s differencialodasa kulesszerepet jatszik a
csontképzodésben, novekedésben és a cstcs-csonttomeg elérésében, mely 30-35 éves korra
tehetd. A folyamat szerepe azonban ezutan sem csokken, hiszen az emberi csontrendszer €16,
folyamatosan 4tépiilé szev, mely atépiilés soran egy év alatt az 6ssz-csonttomeg 5-10 %-a Gjul
meg. A csont atépiilés Osszehangolt miikodése elengedhetetlen a csontszovet anatdmiai €s
strukturalis integritdsanak megorzésében. A BMSCs kulcsszerepe a csontmetabolizmusban
abbol ered, hogy a BMSCs oszteogén differencidlodasa soran keletkeznek a csontképzd
oszteoblasztok.

A csontatépiilés kényes egyenstlydnak megbomldsa szamos betegségben
megfigyelheté. Igy példaul a kronikus vasfelhalmozodas oyan iranyba modositjia a
csontatépiilést, hogy a csontfelszivodas sebessége meghaladja a csontképzddését, melynek
kovetkezménye a csontok gyengiilése, amely jelentkezhet oszteopénia, oszteoporozis,
csokkent csontsiiriiség, illetve csonttorések formajaban is (156). A vastobblet altal el6idézett
csontgyengiilés egyik oka a kutatécsoportunk korabbi munkéjdban feltart mechanizmus, az
oszteoblasztok aktivitasanak vastobblet okozta csokkenése (115).

Jelen munkankban kimutattuk, hogy a vastobblet gatolja a BMSCs oszteogén iranyu
differencidlodasat és az extracellularis matrix mineralizacidjat. Kisérleteink soran az
oszteogén differencidlodas kivaltasira magas Pi1 és Ca tartalmi oszteogén médiumot
hasznaltunk. Ezt a fajta oszteogén médiumot a szakirodalomban elséként hasznaltuk BMSCs
kivaltasara a szakirodalomban leggyakrabban BMP-t, dexametazont, aszkorbinsav-2
foszfatot, B-glicerofoszfatot, illetve ezek kombinacioit alkalmazzak (157). Kutatocsoportunk
korabbi munkajaban a VSMCs oszteogén transzdifferencidlodasanak eldidézésére hasznaltunk

magas Pi és Ca tartalmi oszteogén médiumot, ezért alkalmaztuk ezt a BMSCs sejtek esetén is
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(116). A Pi és a Ca dozisfiiggd és szinergista modon indukalta a BMSCs sejtek oszteogén
differencidlodasat és az extracellularis matrix mineralizaciojat. Eredményeink 6sszhangban
vannak korabbi VSMCs-en végzett kisérletek eredményeivel (124). Megallapitottuk tovabba,
hogy a magas Pi és Ca tartalmu oszteogén médium hatdsara a BMSCs oszteogén
differencialodasa sokkal gyorsabban bekdvetkezik mint a korabbiakban emlitett induktorok
esetében (5 nap vs. 8-14 nap) (158).

A vastobblet 50 pmol/L koncentracioban a BMSCs oszteogén differencialédasanak és
mineralizaciojanak teljes gatlasat idézte el6. Ez az eredmény Osszhangban all Zarjou et al.
korabbi eredményével, melyben kimutattak, hogy a vastdbblet 50 umol/L koncentracioban a
VSMCs oszteogén transzdifferencialodasanak teljes gatlasat okozza (116). A kétfajta sejtnél
tapasztalt azonos valasz - az oszteogenikus differencialodas vastobblet altali teljes gatlasa -
tovabb erdsiti azt az elgondolést, hogy a fiziologids és a pathologids kalcifikaciot hasonld
mechanizmusok szabalyozzék. A vasfeleslegre adott legmarkansabb sejtszintli valasz, a vas
tarolasaban kulcsszerepet jatszo fehérje, a ferritin indukcidja. Zarjou et al. korabbi
munkajaban Kimutatta, hogy a vas oszteogén differencialodast gatld hatasaért a ferritin
indukcidja a felelds (116). Ezen eredmények nyoman mi is megvizsgaltuk a ferritin szerepét a
BMSCs oszteogén differencialodasanak vastobblet altal eldidézett gatlasaban. Kisérleteink
igazoltak, hogy a ferritin a VSMCs oszteogén transzdifferencialodasdhoz hasonléan a BMSCs
oszteogén differencidlodasat is gatolja.

Az oszteogén differencidlodds mester transzkripcidos faktora a Runx2, melynek
legfontosabb bizonyitéka, hogy a Runx2 hianyos egérben nincsenek differencialt
oszteoblasztok, a csontképz6dés elmarad, igy az egerek sziiletésik utan rovidesen
elpusztulnak (22, 23). A Runx2 transzkripcioés faktor szamos csont-specifikus fehérje,
transzkripcidjat szabalyozza (24). Munkank soran megallapitottuk, hogy a vastobblet a Runx?2
transzkripcidos faktor expresszidjanak csokkentésén keresztliil gatolja az oszteogén
differencialodast. A Runx2 transzkripcios faktort a BMSCs-ek kontroll koriilmények kozott is
expresszaljadk, mely oszteogén simulus hatdsara fokozodik. Figyelemre mélto az a
megfigyelésiink, hogy a vastobblet oszteogén koriilmények mellett a Runx2 transzkripcios
faktor expressziojat a kontroll sejtek Runx2 expresszidja ala csokkentette. Kimutattuk, hogy a
vastobblet in vivo koriilmények kozott is csokkenti a kompakt csontban talalhato
oszteoprogenitor sejtek Runx2 expresszidjat. Véleményiink szerint ez a mechanizmus

szerepet jatszhat a szisztémas vastultelitettséggel tarsult oszteoporozis kialakulasaban.
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Az BMSCs tobbiranyt differencialédas képességgel rendelkeznek. Szadmos
kutatocsoport figyelte meg azt, hogy a BMSCs oszteogenikus illetve az adipogén
differencialodasi képessége egymassal inverz kapcsolatban all, igy példaul az oszteogén
differencialodasi képesség csokkenése gyakran fokozza az adipogén iranyu differencialodést
(13, 16). E miatt munkank soran vizsgaltuk a vastobblet hatasat a BMSCs kondrogén illetve
adipogén iranyu differencialodasra is. A vastobblet nem befolyasolta a BMSCs kondrogén
illetve adipogén differencialodasat, igy megallapitottuk, hogy a szakirodalombdl ismert inverz
kapcsolat a BMSCs oszteogén és adipogén differencialodasi képessége kozott vastobblet
esetén nem all fenn.

Az ektopias kalcifikacio, a HA lerakddasa a lagyszovetekben, szamos szervet, tobbek
kozott a szemet is érintheti. Fourier transzformacios infravords spektroszkopias és Raman
mikrospektroszkopids vizsgalatok a kataraktds szemlencsében a kalcifikalodott érfalban
talalhatdo HA-hoz hasonl6d kémiai Osszetételli és szerkezetli Ca-foszfat kristalyok jelenlétét
irtak le (129, 130). A szakirodalomban talalhat6, a katarakta etiopathogenezisét feltaro
vizsgalatok nem adnak magyarazatot a HA kataraktas szemlencsében valo jelenlétére, igy a
HULEC sejteken végzett kisérleteink elsddleges célja annak a megallapitasa volt, hogy ezek a
sejtek a VSMCs-hez hasonlé modon képesek-e oszteogén iranyu transzdifferencialodasara és
extracellularis matrix mineralizaciora.

A HuLECs oszteogén differencialodasat magas Pi és Ca tartalmu oszteogén
tapfolyadékkal indukaltuk. A magas Pi és Ca tartalmua tapfolyadékot elterjedten hasznaljak
VSMCs oszteogén differencialodasanak indukalasara a vaszkularis kalcifikacio kutatasaban,
igy kutatocsoportunk is hasznalta korabbi munkajaban (116). A Pi dozisfiiggd modon
indukalta a HuLECs extracellularis matrix mineralizaciojat, melyet a Ca nagymértékben
fokozott. Ez 6sszhangban van a szakirodalomban fellelhetd, a VSMCs Pi és Ca hatasara
bekovetkez6 oszteogén differencialodasat bemutatd eredményekkel (124). Kisérleteinkben azt
is Dbizonyitottuk, hogy a HuLECs extracellularis matrix mineralizacidja de novo
fehérjeszintézist 1gényld folyamat. Ezzel a folyamat aktiv voltdra kivantunk bizonyitékot
szolgaltatni, tekintettel arra, hogy a vaszkularis kalcifikacidt évtizedeken keresztiil passziv,
degenerativ folyamatnak tekintették.

Tovabbi kérdés annak a tisztdzasa, hogy az in vitro kalcifikacios rendszeriinkben
hasznalt Pi és Ca szintek mennyire tekintheték pathofiziologidsan relevansnak a katarakta
kialakulasaban. A lencse egy érmentes szovet, amelyet a csarnokviz lat el tdpanyagokkal.

Ismert a csarnokviz Pi (2.19 mg/dl) és Ca koncentracidja (5.74 mg/dl) nem diabéteszes
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kataraktas betegek esetén (159). Az altalunk hasznalt kalcifikacios tapfolyadék otszor annyi
Pi-t és kétszer annyi Ca-ot tarlamazott mint a kataraktas egyénekbdl szarmazd csarnokviz.
Ugyanakkor figyelembe kell venniink azt, hogy a katarakta kialakulasa hosszu folyamat,
melynek modellezése in vitro koriilmények kozott nem egyszer(i. Masrészt azt feltételezziik,
hogy a katarakta kialakuldsa igen komplex folyamat, melyben szamos egyéb, még fel nem
deritett fiziologias/pathofizioldgias induktor és inhibitor szerepet jatszhat. Erre utalhat a
fetuin-A kalcifikacios inhibitor jelenléte a csarnokvizben (160). Tovabbi erdfeszitéseket
igényel a fiziologias/pathofiziologias szempontokbol relevans kalcifikacidés induktorok és
inhibitorok azonositésa.

A Runx2 nem csak a fiziologias oszteogén differencialodas mester transzkripcios
faktora, de az ektopids kalcifikdcioban is kozponti szerepet jatszik. Fokozott Runx2
expressziot detektaltak oszteogén stimulusnak kitett VSMCs-ben, valamint kalcifikalodott
erekben is (118, 119). A Runx?2 vaszkularis kalcifikacioban betoltott kozponti jelentéségének
legfébb bizonyitéka a kalcifikacio elmaradasa VSMCs targetalt kondicionalt Runx2 deficiens
egerekben (161). Ujabb eredmények arra utalnak, hogy a vaszkularis kalcifikacié soran az
fokozott expresszidja utal (120). Ennek ismeretében vizsgaltuk az oszteogén stimulus hatasat
HuLECs Runx2 és Sox9 expresszidjara. Kimutattuk, hogy az oszteogén stimulus hatdsara
bekovetkez6 HuLECs minealizacidé fokozott Runx2 és Sox9 expresszioval tarsul. A lencse
epithél sejtek Runx2 és Sox9 expresszidja nem egyediilallo tulajdonsdg az epithél sejtek
korében, ugyanis proximalis tubulus, dentalis,- és eml6 epithél sejtek is expresszalnak Runx2
¢s Sox9 markereket (162-166). A kiilonb6zé eredetii epithél sejtekben a megemelkedett
Runx2 és Sox9 expressziohoz egy Ossejtszerli fenotipus kothetd, amihez oszteogenikus
differencialodas és regenerativ lehet6ségek tarsulnak (162-166).

A nem szovetspecifikus ALP (TNAP) enzimek szinte mindenféle szovetben
expresszalodnak, legnagyobb mértékben a majban, a vesében és a csontokban. A TNAP az
extracellularis pirofoszfat hidrolizisét katalizalja (167). Mivel a pirofoszfat a HA képzddés
potens inhibitora, igy a magas TNAP aktivitas fokozott kalcifikacios potenciallal tarsul (168).
fgy példaul a TNAP VSMCs targetalt fokozott expresszidja vaszkularis kalcifikaciot, magas
vérnyomast, szivhipertrofiat és korai halalt eredményez egerekben, mig a TNAP aktivitds
farmakologiai gatlasa megforditja ezeket a karos folyamatokat (169). Az ALP expresszidja és
aktivitasa jelentdsen megemelkedik kalcifikdlt VSMCs-ben (170). Erdekes moédon a

kataraktds betegek plazmdjaban az ALP aktivitasa jelentds emelkedést mutat, bar ennek

48



hatterében inkabb majkarosodast valosziniisitenek (171). Ezen eredmények nyoman
vizsgaltuk az ALP expresszidjanak ¢és enzimaktivitdsanak oszteogén stimulus hatasara
bekdvetkezd valtozasat HuLECs-ben. A VSMCs-hez hasonloan oszteogén stimulus hatasara
emelkedett a HULECs ALP expresszidja és enzimaktivitasa.

Az OCN a Runx2 transzkripcids kontrollja alatt allo csontspecifikus fehérje, mely
jelentds expressziot mutat mineralizalt csontmatrixban, porcban €s dentalis szovetekben. E
mellett magas OCN szinteket mértek mineralizalt extraszkeletalis szovetekben, példaul
kalcifikalt erekben és calciphylaxisban szenvedd betegek bor 1ézidjaban (119, 172). Munkank
soran vizsgaltuk az oszteogén stimulus hatasit HuLECs OCN expresszidjara, ¢€s
megallapitottuk, hogy a HULECs oszteogén differencialédasa soran né az OCN expresszidja.
Ez Osszhangban 4all szdmos korabbi simaizomsejteken végzett kisérlet eredményével,
melyekben kimutattdk, hogy VSMCs-ben oszteogén stimulus hatdsdira né az OCN
expresszidja (118, 173), Az OCN expresszidjat kataraktas szemlencsékben is vizsgaltuk. Az
altalunk vizsgalt 10 betegbdl szarmazo kataraktds lencsék koziil kettOben talaltunk
detektalhaté mennyiségii OCN-t, mig a 10 kontroll lencse egyikében sem detektaltunk OCN-t.
Ebbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az esetek némelyikében eléfordulhat a lencse
epithél sejtek oszteogén differencialodasa.

BMSCs-en végzett munkank folytatasat jelenti majd a vas/ferritin anti-oszteogén
hatasanak hatterében allo szignal transzdukcids utvonal/utvonalak vizsgalata. A lencse
epithél sejtek oszteogén differencialodasaval kapcsolatos munkank folytatasaként vizsgalni
fogjuk a katarakta kialakulasaban bizonyitottan szerepet jatsz6 faktorok, mint példaul a magas
gliiloz szint, illetve a szteroidok oszteogén differencialdodast kivaltd hatasat HuLECs sejteken.
E mellett szeretnénk az oszteogén differencialodas szerepét a katarakta kialakulasaban tovabb

vizsgalni in vivo egérmodellekben.
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9. Konkluzidk

1.  Munkank elsé részében a vastobblet hatasat vizsgaltuk BMSCs oszteogén, kondrogén és
adipogén iranyu differencialodasara. Ezzel kapcsolatban az alabbi megallapitasokat
tettiik:

1.1. Megallapitottuk, hogy a vastobblet gatolja a BMSCs oszteogén iranyu
diffrencialodasat és extracellularis matrix mineralizaciojat in vitro.

1.2. Kimutattuk, hogy a ferritin a vashoz hasonlé modon gatolja a BMSCs oszteogén
differencialodasat és extracellularis matrix mineralizaciojat.

1.3. Megallapitottuk, hogy a kronikus vastobblet csokkenti a kompakt csontbol
szarmazo oszteoprogenitor sejtek Runx2 szintjét egerekben.

1.4. Kimutattuk, hogy a vastdbblet nem befolyasolja BMSCs adipogén illetve
kondrogén irdnyu differencialodast.

Ezek az eredmények igazoljak feltevésiink helyességét, és felvetik annak a

lehetoségét, hogy a mesenchymalis 6ssejtek oszteogén differencialédasanak

vastultelitettség altali gatlasa szerepet jatszik a kronikus vastobblethez tarsulo

csontvesztésben.

2. Munkank masodik részében a HuLECs oszteogén iranyu differencialodas képességét

vizsgaltuk. Ezzel kapcsolatban az alabbi megallapitasokat tettiik:

2.1. Megallapitottuk, hogy a HuLECs-ben oszteogén koriilmények hatasara oszteogén
iranyu differencialodas és extracellularis matrix mineralizacio idézhet6 eld.

2.2. Megallapitottuk, hogy vannak hasonlosagok és eltérések is a HULECs oszteogén
differencialodasa és az EMT kozott.

2.3. Megallapitottuk, hogy a kataraktas szemlencsék Ca tartalma magasabb, mint a
kontrolloké, és néhany kataraktas szemlencsében OCN jelenlétét tudtuk kimutatni.

Ezek az eredmények igazoljak hipotézisiink helyességét, és felvetik annak a

lehetdségét, hogy a lencse epithél sejtek oszteogén differencialodasa hozzajarul a

kataraktas lencsében eléfordulo hidroxiapatit kristalyok képzoédéséhez.
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10. Osszefoglalas

Munkank soran BMSCs és HuLECs oszteogén differencialodas folyamatait tanulmanyoztunk.
A BMSCs-en végzett kisérleteink f6 célja annak a vizsgalata volt, hogy a vas tultelitettség
hogyan befolyasolja a BMSCs oszteoblaszt iranya differencialodasat. Irodalmi adatok
bizonyitjak, hogy a kronikus vastobblet a csontok gyengiilésével jar egyiitt, melynek
valtozatos klinikai megjelenési formai vannak. Kimutattuk, hogy a vastobblet gatolja a
BMSCs oszteogén stimulussal indukalt oszteogén differencidlodasat és az extracellularsi
matrix mineralizacidjat. E hatas mogott a Runx2 oszteogén mester transzkripcios faktor
indukciojanak vas altali gitlasa all, melynek kovetkeztében elmarad a Runx2 altal szabélyzott
csontosodasban szerepet jatszo fehérjék oszteogén stimulus hatdsara torténd indukcidja. A vas
tultelitettséget egerekben létrehozva az oszteoprogenitor sejtek csokkent Runx2 mRNS
szintjét figyeltik meg. A BMSCs tobbiranyu diffrencidciora képes multipotens Ossejt, igy
vizsgaltuk a vastobblet hatasat adipogén és kondrogén iranyu differencialodasaban is, és azt
tapasztaltuk, hogy a vastobblet ezeket az utvonalakat nem befolyasolta.

HULECs-en végzett munkank célja annak a vizsgalata volt, hogy oszteogén stimulus
kivaltja-e a HuLECs oszteogén differencidlodasat ¢és az extracellularis matrix
mineralizaciojat. Irodalmi adatok ugyanis HA kristalyok jelenlétét bizonyitottak kataraktas
szemlencsében, azonban a HA képzddésére a tudomdnyos irodalomban nem talaltunk
magyarazatot. Kimutattuk, hogy 0szteogén stimulussal a HuLECs oszteogén diffrencialodasa,
¢és az extracellularis matrix mineralizacidja kivalthato. A mineralizacié hatterében a Runx?2
oszteogén, és a Sox9 kondrogén mester transzkripcidés faktorok, valamint az altaluk
szabalyzott fehérjék expressziojanak oszteogén stimulus hatasara bekovetkezd emelkedése all.
Megfigyeltiik, hogy a HULECs oszteo/kondrogén differencidlodasa soran részben hasonlod
gének indukaldédnak, mint a jol ismert EMT soran. Humén szemlencséken végzett
vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy néhany kataraktds szemlencsében kimutathatd
mennyiségben volt jelen a csontmatrix egyik fontos fehérjéje, az OCN, mig a kontroll
lencsékben az OCN expresszidja minden esetben az altalunk hasznadlt modszer
kimutathatdsagi hatara alatt volt. OCN pozitivitdst a magas Ca tartalmi lencséknél
tapasztaltunk, bar ebbdl a minték alacsony szdma miatt kovetkeztetést nem tudtunk levonni.

Osszességében ~ munkank  hozzdjarulhat a  vastlltelitettséggel tarsulo
csontabnormalitasok, valamint a katarakta kapcsan megfigyelt HA depozicio hatterében allo

folyamatok jobb megértéséhez.
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11. Summary

In this work we studied osteogenic differentiation of BMSCs and HULECs. The aim of our
work with BMSCs was to investigate the effect of iron overload on osteogenic differentiation
of BMSCs. Accumulating evidence suggest a link between chronic iron overload and bone
abnormalities. Here we showed that excess iron inhibits osteogenic stimuli-induced
osteogenic differentiation and extracellular matrix mineralization of BMSCs. Excess iron
inhibited the osteogenic stimuli-mediated upregulation of Runx2, the master transcription
factor of osteogenesis. Subsequently, iron inhibited upregulation of Runx2-regulated
osteoblast-specific proteins in BMSCs. Iron overload in mice resulted in decreased Runx2
MRNA levels in compact bone-derived osteoprogenitor cells. Because BMCSs are
multipotent cells with a capability to differentiate into adipogenic and chondrogenic lineages,
we investigated the effect of excess iron on these pathways. We found no effect of iron on
either adipogenic or chondrogenic differentiation of BMCSs.

The aim of our work with HULECs was to investigate whether osteogenic stimuli
induces osteogenic differentiation and extracellular matrix mineralization of HuULECs.
Previous studies showed the presence of HA crystals in cataractous lenses, but the exact
mechanism of the formation of HA crystals remained to be elucidated. Here we showed that
osteogenic stimuli induces osteogenic differentiation and extracellular matrix mineralization
of HULECs. We found that osteogenic stimuli increased the expressions of Runx2 and Sox9,
the master regulators of osteogenesis and chondrogenesis respectively, and their target genes.
Our work revealed that the genes activated during osteochondrogenic differentiation and EMT
are partially overlap. OCN, an osteoblast-specific protein, was expressed in 2 out of 10
cataractous lenses, whereas no OCN could be detected in control lenses. Ca content was
higher in human cataractous lenses, compared to non-cataractous controls and were highest in
the OCN positive samples.

Overall our work can contribute to fuller understanding the mechanisms of iron-

overload associated bone loss and lens calcification.
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