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1. Bevezetés ¢és Irodalmi attekintés

Az oszteogenikus differencialodas fiziologias és pathofiziologias folyamatokban is
szerepet jatszik. Fiziologias jelent6sége a mineralizalt szovetek kialakulasaban,
illetve a csontatépiilésben van. A pathofiziologias oszteogenikus differencialodas
pedig a lagyszovetek mineralizacidjahoz kothetd.

Az ssejtek oszteogén iranyu differencialédasa egy komplex folyamat, melynek
eredményeként oszteoblasztok jonnek létre, melyek a csontmatrix felépitésében
vesznek részt. Az oszteogén differencidlodas gatldsa a csontszovet anatdmiai €s
strukturalis integritdsanak csokkenését eredményezi. Régdta ismert, hogy a
kronikus vas thltelitettség csontvesztéssel tarsul, melynek hatterében szamos
mechanizmust azonositottak.

A lagyszovetek mineralizacidja vagy mas néven ektopids kalcifikacid soran a
csontmatrixhoz hasonld hidroxiapatit kristalyokat tartalmazo extracellularis matrix
lerakddasa figyelhetd meg extraszkeletalis szovetekben. Az ektdpias kalcifikacio
legismertebb formaja a vaszkularis kalcifikacio, melynek hatterében jelenlegi
ismereteink alapjan a vaszkularis simaizomsejtek oszteogén iranyd transz-
differencialodasa all. Erdekes modon a kalcifikalt erekben taldlhaté hidroxiapatit
kristalyokhoz hasonld anyag jelenlétét figyelték meg kataraktas szemlencsében és
csarnokvizben. A Kkataraktas szemlencsében 1évé hidroxiapatit kristalyok
képz6désének  mechanizmusara  jelenlegi  ismereteink nem  szolgélnak
magyarazattal.

1.1. Az oszteogenikus differencidlodds jelentdsége a csontképzodésben

1.1.1. A mesenchymailis dssejtek (MSCs)

Azokat a multipotens szoveti Ossejteket, amelyekbdl a stroma Osszes sejttipusa
(csont-, porc-, zsir, valamint a vérképzést tamogatd stroma) kialakulhat,
mesenchymalis &ssejteknek nevezziik. A MSCs onmegujulasra képes, kdnnyen

izolalhatd, nagy osztédo- €s migracios képességli sejtek. A MSCs jelenlétét
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els6ként a csontveldben figyelték meg, majd a késdbbiekben szamos — neonatalis
és felnbtt — szovetbdl izolaltak, mint példaul koldokzsinér, placenta, zsirszdvet,
maj, 1ép, bér, tid6. A MSCs orso alakt, letapadd sejtek, melyek in vitro
koriilmények kozott egysejtréteget képeznek és megtartjak oszteoblaszt, adipocita
¢és kondrocita iranyu differencialodasi képességiiket.

1.1.2. A MSCs elkételezodése, és a tobbiranyu differencidlodas képessége

A mar emlitett csont-, porc-, és zsirsejt iranyu differencialodason kiviil a MSCs
tovabbi sejttipusokkd is képesek differencialddni, igy kialakulhat beldliik példaul
sziv-, vaz-, illetve simaizomsejt vagy fibroblaszt is.

A MSCs oszteogén iranyu elkdtelezodését és differencialodasat a Runx2, a
kondrogén differencialodast a Sox9, mig az adipocita iranyu differencialodast a
peroxiszoma proliferator-aktivalt receptor gamma (PPARY) mester transzkripcios
faktorok iranyitjak.

1.1.3. A MSCs oszteoblaszt iranyu differencidloddsa

A MSC-k oszteogenikus differencidlodasat szamos novekedési- és differenciacios
faktor kivaltja, mint példaul a transzformalé novekedési faktor-béta (TGF-f), a
csont morfogenetikus protein (BMP) és a fibroblaszt ndvekedési faktor (FGF). A
TGF-B, BMP, illetve FGF szignalitvonalak mellett a MSCs oszteogén
differencialodasaban fontos szerepet jatszik a Wingless (Wnt), és a Hedgehog
jelatviteli Gtvonal is.

A szignalutvonalak Osszehangolt aktivacidja eredményezi a Runx2 mester
oszteogén transzkripcios faktor expresszidjanak, illetve aktivitdsinak emelkedését.
A Runx2 embrionalis csontfejlodésben betoltott kitlintetett szerepét bizonyitja,
hogy a Runx2 hidnyos egérben nincsenck differencialt oszteoblasztok, mely a
csontképzddés elmaradasaval jar egyiitt. E miatt a Runx2 hidnyos egerek nem
¢életképesek, és sziiletésiik utdn rovidesen elpusztulnak.

1.1.4. A MSCs szerepe az oszteoporozis kialakuldsaban
Az oszteoporozis vagy csontritkulds a csont asvanyianyag tartalmanak csdkkenését

jelenti. Az oszteoporozis jelenleg a vilagon az egyik legjelentdsebb egészségiigyi
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probléma, globalisan koriilbeliil évi 9 milliéra tehetd az oszteoporodzissal
Osszefiiggésbe hozhatd csonttdrések szama. Hazai adatok alapjan,
Magyarorszagon mintegy 600 ezer n6 és 300 ezer férfi ¢l oszteoporodzissal.

Egyre vilagosabba valik a MSC-k szerepe az regedést kisérd csontritkulas
folyamataban. Szamos tanulmanyban kimutattdk, hogy az iddsebb egyénekbdl
szarmaz6 MSC-k oszteogén iranyu differencidcialddasi képessége lecsokken, ezzel
parhuzamosan er6sodik az adipogén differencialodasi hajlam.

1.2. Az oszteoporozis és a vastobblet osszefiiggései

1.2.1. Klinikai megfigyelések

A vastultelitettség orokletes és szerzett formaiban gyakori a csontérintettség, mely
csont fajdalmak, csigolya csont deformitdsok, oszteopénia, oszteoporézis illetve
patologias torések formajaban jelentkezhet. Példaul a hemokromatozis a betegek
40-80%-aban oszteopéniaval, 25-34%-aban oszteoporodzissal tarsul. A sarlosejes
anémias betegek csontdenzitasanak csokkenése pedig korrelal a hemolizis
mértékével és a hemoglobin szint csdkkenésével.

A menopauzaval dsszefiiggésben alld oszteoporodzis az 50 évnél iddsebb nék
mintegy 30%-at érinti. A betegséget a fokozddo csontvesztés, és a csonttorések
rizikdjanak emelkedése jellemzi. Hatterében az Osztrogén szint csokkenését
valdszinisitik. Ugyanakkor megfigyelték, hogy a menopauza utan a szérum ferritin
szint 2-3-szorosara emelkedik, mely szintén szerepet jatszhat a menopauzat kiséré
oszteopordzis kialakulasaban.

1.3. Az oszteogenikus differencidlodds ektopids kalcifikdacioban

Az ektopias kalcifikéacio a lagy szdvetek patologias mineralizacidja, melynek soran
hidroxiapatit halmozddik fel az érintett lagy szovetben. Leggyakoribb megjelenési
formaja a vaszkularis kalcifikacio, illetve az aortabillentyiik kalcifikacidja, de
szamos egyéb szervet/szovetet is érinthet, igymint tiido, izmok, szem. Az ektopids
kalcifikaciot hosszt i1d6n keresztill passziv folyamatként, az oOregedés
velejardjaként tartottdk szamon. Napjainkra bebizonyosodott, hogy a vaszkularis

kalcifikacio hatterében az érfali sejtek oszteogén/kondrogén differencialodasa all.
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A differencialdédas soran a mineralizalodo sejtekben indukalédnak az oszteogén és
a kondrogén differencialodas mester transzkripcios faktorai a Runx2, illetve a
Sox9. Ennek kovetkeztében a mineralizalodo sejtek génexpresszids mintazata
jelentdsen megvaltozik, a simaizomsejtekben példaul lecsokken a jellegzetes
simaizom markerek expresszioja, és megemelkedik az oszteoblaszt-specifikus
fehérjék szintézise.

1.3.1. Ektopias kalcifikdcio a szemben

A szemet érintd ektopids kalcifikdcionak szamos megjelenési formaja 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 kalcifikacidja jellemzi. Egy
esettanulmanyban veseelégtelenséggel Osszefliggd masodlagos hiperparatiredzis-
ban szenvedd beteg csarnokviz mintdjaban magas foszfat és Ca szinteket mértek,
valamint hiroxiapatit kristalyok jelenlétét mutattak ki. A szaruhartya kalcifikacioja
is eléfordul, Aaltaldban kronikus szemgyulladas kisérd tiineteként vagy
szovoédményeként. Végezetiil, a kataraktds szemlencsében a kalcifikalodott
érfalban talalhat6 hidroxiapatithoz hasonld kémiai Gsszetételli és szerkezetii Ca-
foszfat kristalyok jelenlétét irtak le.

1.3.2. A katarakta epidemiologidja

A sziirkehalyog, vagy mas néven katarakta, a szemlencse elhomalyosuldsa, ami
vilagszerte a vezetd vaksagi ok. A Global Burden of Diseases Study adatai alapjan
2010-ben 35,1 millidan szenvedtek katarakta okozta latascsokkentést6l a vilagon.
A WHO 2010-es kimutatasa alapjan vilagszerte 285 milli6 ember szenved
latascsokkenést6l, 39 millidan pedig vaksagtol, amelynek mintegy harmadat
sziirkehdlyog okozza. A katarakta leggyakrabban idés korban alakul ki,
eléfordulasi gyakorisdga 65 év felett 25%, 80 év felett pedig 50%. Az eurdpai
tarsadalom progressziv oregedése magaval vonja a sziirkehalyog incidenciajanak
és prevalencidjanak emelkedését. Napjainkban gyodgyitasanak egyetlen modja a

miuitéti beavatkozas.



1.3.3. A katarakta kialakulasinak mechanizmusa

A krisztallinok a szemlencse vizben old6do fehérjéinek mintegy 80%-at alkotjék,
hosszu életli fehérjék, melyek a szem oregedésével modosulnak, dajkafunkciojuk
romlik. Ennek kovetkeztében a lencsében oldhatatlan fehérje aggregatumok
keletkeznek, melyeken a lencsébe jutd fény szorodik, mely folyamat koroki
szereppel bir a katarakta kialakulasaban.

Kimutattak, hogy a kor eldrehaladtaval a lencsében csdkken az antioxidans
molekuldak mennyisége és aktivitasa, melynek kdvetkeztében a szem belsejében az
oxidacios folyamatok olyan mértékben karosithatjdk a szemlencsében talalhato
fehérjéket és lipideket, amely hozzajarulhat a katarakta kialakulasahoz.
tényezok, mint példaul a fokozott UV sugérzas vagy a magas gliikoz szint a lencse
epithél sejtekben apoptozist indukalnak. Szakirodalmi adatok alapjan az apoptozis
mellett a lencse epithél sejtek mesenchymalis iranya differencialodasa (epithel-

mesenchymal transition: EMT) is szerepet jatszik a katarakta kialakulasaban.



2. Célkitiizések

Az eldzéekben részletesen bemutatott klinikai megfigyelések és szakirodalmi

eredmények alapjan az alabbi hipotéziseket és célkitlizéseket fogalmaztuk meg:

1.

Hipotézis: A  vastobblet gatolja a MSCs oszteogén iranyu

differencialodasatat.

Ennek kapcsan az alabbi célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

1.1  Megvizsgaljuk, hogy a vastobblet gatolja-e csontveldi eredetli MSCs
(BMSCs) oszteogén iranyu differencialodasat és mineralizaciojat in
vitro.

1.2  Vizsgaljuk a ferritin hatdsit BMSCs oszteogén iranyu
differencialodasara.

1.3 Célul tiiztiik ki a kronikus vas taltelitettség hatdsanak vizsgalatat a
kompakt csont eredeti oszteoprogenitor sejtek  oszteogén
differencialdédasara in vivo.

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

Hipotézis: A lencse epithél sejtek oszteogén stimulus hatasara oszteogén

differencialodason mennek keresztiil, mely folyamat hozzajarulhat a

kataraktas szemlencsében talalhato hidroxiapatit kristalyok kialakulasédhoz.

Ennek kapcsan az alabbi célkitlizéseket fogalmaztuk meg:

2.1  Megvizsgaljuk, hogy human lencse epithél sejtekben (HuLECs)
oszteogén stimulussal eléidézhetd-e oszteogén iranyu
differencialodas és mineralizacio in vitro.

2.2 Célul thztiik ki az eltérések és hasonlosagok vizsgalatat a HuLECs
oszteogenikus differencidlodéasa és az EMT kozott.

2.3 Tovabbi célunk wvolt a kataraktas szemlencsében oszteogén

differencialodasra utald markerek vizsgalata.



3. Anyagok és Modszerek

3.1. Sejttenyésztés

A kisérleteket human csontveld eredetli mesenchymalis Gssejteken (BMSCs,
ScienCell) és human lencse epithél (HuLECs, ScienCell) sejteken végeztiink. A
BMSCs-et 10% FBS tartalmi DMEM tapfolyadékban tenyésztettiik. A HuLECs-et
10% FBS tartalmu EpiCM tapfolyadékban tenyésztettiik.

A sejtek oszteoblaszt iranyu differencialodasat megemelt kalcium (CaCly) és Pi
(NaH2P0O4-Na;HPO4, pH 7.4) tartalma oszteogenikus médiummal indukaltuk. A
hozzaadott CaCl, mennyisége 0-1.2 mmol/L kdz6tt valtozott, mig a hozzaadott Pi
mennyisége 0-3,5 mmol/L volt.

3.3. BMSCs adipogén és kondrogén differencialédasanak indukalasa

A sejtek konfluenssé valdsa utan a tenyészté médiumot kondrogén differenciald
médiumra, illetve adipogén differencialé médiumra cseréltiik.

3.4. Alizarin voros festés

Az eljaras soran a 96 lyuku tenyésztéedényben tenyésztett és kezelt sejteket PBS-
sel mostuk, majd 4%-os paraformaldehid oldattal fixaltuk (10 perc,
szobahOmérséklet). A fixalast kdvetden a sejteket Alizarin vords oldattal (2%, pH
4,3) festettiik.

3.5. Alcian kék festés

A kondrogén differencialodas nyomonkdvetésére Alcian kék festést végeztiink,
melyet a NovaUltra Special Stain Kit segitségével kiviteleztiink a gyartd utasitasai
szerint.

3.6. Oil Red O festés

Ennek soran a sejteket mostuk PBS-sel, majd fixaltuk 4%-o0s paraformaldehid
oldattal 30 percig. A fixalas utdn 0jbol mostuk a sejteket majd 60%-0s
izopropanollal inkubaltuk 5 percig. Megfestettik a sejteket 10 percig

szobahOmérsékleten. Az Oil Red O festéket eltavolitottuk, a sejteket mostuk



desztillalt vizzel, majd fénymikroszkdépban megtekintettik az eredményt és
lefényképeztiik.

6.7. Kalcium mennyiségi meghatarozasa

Az extracellularis matrix kalcium tartalmat QuantiChrome Calcium Assay Kit
segitségével hataroztuk meg. A kisérlet végeztével eltavolitottuk a médiumot, a
lemezt mostuk PBS-sel, majd az extracellularis matrix Ca tartalmat sésavval (0,6
mol/L) oldottuk ki (30 perc, szobahémérséklet). A mintdk abszorbanciajat 612 nm-
en Powerwave XS lemezolvasdval (Bio-Tek) mértiik meg. A mintdk Ca tartalmat
fehérje tartalomra normalizaltuk.

6.8. Sejtek életképességének meghatarozasa

A kisérlet végeztével a sejteket PBS-sel mostuk és hozzdadtunk 150 pL MTT (3-
(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium-bromid) reagenst, majd a lemezt
4 orara visszahelyeztiik a sejttenyészto inkubatorba. Ezt kovetéen az MTT oldatot
eltavolitottuk, és a keletkezett formazan kristalyokat 100 pL dimetil-szulfoxidban
(DMSO) feloldottuk, majd meghataroztuk a mintak optikai denzitasat 570 nm-en.
6.9. Az extracellularis matrix OCN tartalmanak meghatarozasa

A kezelések végeztével a sejteket PBS-sel mostuk, majd 100 uL 0,5 mol/L EDTA
oldattal (pH: 6,9) 30 percen keresztil szobahémérsékleten inkubaltuk. Ezt
kovetéen a felilliszot OsszegyQjtottik és a mintak OCN tartalmat ELISA
moddszerrel (Human Osteocalcin Instant ELISA) hataroztuk meg. A mintdk OCN
tartalmat fehérje tartalomra normalizaltuk. A fehérjetartalom meghatarozasahoz az
EDTA eltavolitdsa utan a sejteket szolubilizaltuk a kovetkezd Osszetétell lizis
pufferben: 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, Svéjc). A
lizatumok fehérjetartalmat BCA modszerrel hataroztuk meg.

6.10. ALP aktivitas meghatarozasa

A kezelést kovetéen a sejteket PBS-sel mostuk, majd 100 pL szolubilizald
oldatban lizaltuk Oket. Az aktivitds méréséhez 35 pL sejtlizatumhoz 130 pL
szubsztratot (ALP Yellow Liquid Szubsztrat) adtunk, majd 405 nm-en 30 percig 37
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°C-on inkubalva kovettiik nyomon a 4-nitrofenol képzodését. A mintdk ALP
aktivitasat fehérje tartalomra normalizalva adtuk meg.

6.11. Kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcio (QRT-PCR)

A sejteket a kezelések végeztével Trizol (RNA-STAT60) reagenssel tartuk fel. Ezt
kovetéen mintanként 2 pg RNS-t irtunk at cDNS-sé, melyhez High Capacity
cDNA RT kitet hasznaltunk. A PCR reakciot valos idejii qPCR késziilékben
végeztiikk el. A target gének amplifikicidja sordan iTaq™ Universal Probes
Supermix master mixet és validalt FAM fluoroforral konjugalt TagMan probat, és
hozza tervezett primereket alkalmaztunk. A relativ génexpresszids valtozasokat
delta-delta Ct modszerrel szamitottuk ki.

6.12. Western Blot analizis

A sejteket szolubilizal6 oldatban lizaltuk. A fehérjéket 10%-0s SDS poliakrilamid
gélen elvalasztottuk majd a mintdkat nitrocelluloz membranra blottoltuk. Ezt
kovetéen a membrant tejpor oldattal (6%-os) blokkoltuk, majd a membranhoz
adtuk az elsédleges antitestet 1%-os tejpor oldatban (4°C, 12 6ra). A kisérletek
soran felhasznalt elsddleges antitestek a kovetkez6k voltak: nyal anti-human-Sox9,
nyul anti-Runx2, nyal anti-ALP, nyul anti-FtH, nyal anti-FtL, nyal anti-AGG, nyul
anti-Fabp4, egér anti-GAPDH. A membrant 1 o6ran keresztiil inkubaltuk a torma
peroxidazzal konjugalt masodlagos antitesttel (Amersham), az elShivashoz
Western ECL reagenst hasznaltunk, és az eredményt rontgenfilmen jelenitettiik
meg.

6.13. Egér kisérletek

Kisérletiinkben 10 darab C57BL/6 egeret (8-10 hetes, him) hasznaltunk fel. A vas
tultelitettséget (N=5) vas-dextran (200 mg/ testtomeg kg, 200 pl végtérfogatban
PBS-ben higitva) intraperitonealis (i.p.) adasaval valtottuk ki a kontroll egereket
200 pl PBS-sel kezeltiik (N=5). A kezelést haromszor ismételtiik meg, egy-egy
nap sziinetet tartva. Az egerek életét szén-dioxiddal vald 1élegeztetéssel oltottuk ki,

majd eltavolitottuk az egerek sip-€s combcsontjat.
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6.14. Oszteoprogenitor sejtek izolalasa kompakt csontbol

A sip-és combcsontokrol a levalasztast kovetden eltavolitottuk az epifizist. A
csontdarabokat mozsarban Osszetortiik jéghideg 2% FBS-t, 1 mmol/L EDTA-t
tartalmazo PBS-ben. Ezt kovetden a csontszdvetet 0,25%-os 1. tipusu kollagenaz
enzimmel emésztettiik 5 percig, szobahdmérsékleten, majd a csontokat 1-2 mm-es
darabkakra szeleteltiik, és tovabbi 45 percen keresztiil 37 °C-on emésztettiik Sket.
Az igy kinyert szuszpenzidot 70 pm-es porusméretii sziirdn atszlrtik és
lecentrifugaltuk (300g, 10 perc, szobahdmérséklet).

6.15. Human lencse mintak

A human lencse mintak katarakta eltavolito miitéten atesett betegekbdl szarmaztak
(N=10, 6/4 no/férfi, atlagéletkor: 71,5 = 9,1). Az Osszes katarakta minta szenilis
tipusu volt. A kontroll lencse mintdk human kadaver szembdél (N=10, 7/3 né/férfi,
atlagéletkor: 64,4 = 11,5) szarmaztak. A lencse mintakbdl Ca tartalmat és OCN
szinteket hataroztunk meg. A Ca méréshez a minta egy-negyed részét 300 pL
sosavban (0,6mol/L) egy oran keresztiil szobahdmérsékleten razogatva inkubaltuk.
Ezt kdvetden a mintakat centrifugaltuk (2000 g, 5 perc, szobahdémérséklet). OCN
méréséhez a maradék mintat 300 uL. EDTA-ban (0,5 mol/L, pH 6.9) tartuk fel.
Végezetiil a mintakat centrifugaltuk (2000 g, 5 perc, 4 °C).

6.16. Statisztika

Az eredményeket atlagérték + standard deviacié formaban adtuk meg. Az
eredmények statisztikai analizisét t-probaval vagy tobbszords Osszehasonlitas
esetén ANOVA modszerrel végeztiik el. A statisztikai analizist GraphPadPrism
5.02 Windows szoftverrel végeztik. A p <0,05 eredményeket tekintettiik

szignifikans modon eltérének.
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4. Eredmények

41. A Pi és a Ca szinergista médon fokozza a BMSCs oszteogén
differencialodasat.

Els6 célunk az optimalis Pi és Ca dozisok beallitasa volt, mely el6idézi a BMSCs
oszteogén differencialodasat a sejtek életképességének szamottevé befolyasolasa
nélkiil. Ennek érdekében a BMSCs-et 0-3 mmol/L Pi-tal és 0-1,2 mmol/L Ca-mal
kiegészitett tapfolyadékkal kezeltiik 5 napon keresztiil, majd az extracelluldris
matrix mineralizaciojat Alizarin vOros festéssel vizsgéltuk. A Pi és a Ca
Onmagaban nem, de egyiittesen adva el6idézte az extracellularis matrix
mineralizacidjat. Ezzel parhuzamosan megfigyeltiik az extracellularis matrix Ca
tartalmanak emelkedését is, mely arra utal, hogy a Pi és Ca szintek emelése
oszteogén differencialodast indukal a BMSCs-ben.

A sejtek életképességét megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy az altalunk
alkalmazott Pi és Ca dozisok nem befolyasoljak a BMSCs ¢életképességét S napos
kezelést kovetden. A dozisgdrbék alapjan kivalasztottuk azt a Pi és Ca dozist,
melyet a munka tovabbi részében alkalmaztunk a BMSCs oszteogén
differencialodasanak  kivaltasara. Igy a  tovébbiakban az  oszteogén
differencialodastt 3 mmol/L Pi-tal és 1,2 mmol/L Ca-mal kiegészitett
tapfolyadékkal (oszteogenikus médium) idéztiik eld.

Annak bizonyitasara, hogy az oszteogenikus médium jelenlétében kialakulod
mineralizacid a sejtek aktiv részvételével zajld folyamat, a kezeléseket a
fehérjeszintézist gatld cikloheximid (CHX) jelenlétében is elvégeztiik, és 5 nap
elteltével megmértiik az extracellularis matrix Ca tartalmat. CHX jelenlétében nem
tapasztaltunk mineralizaciot, ami azt bizonyitja, hogy a BMSCs mineralizaciojahoz
de novo fehérjeszintézis sziikséges.

4.2. A vastobblet gatolja a BMSCs oszteogenikus differencialodasat és az
extracellularis matrix mineralizaciojat.
A kovetkezd kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy a vastobblet befolyasolja-e

BMSCs oszteogén differencialodasat. A BMSCs-t vastobblet jelenlétében illetve
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hianyaban oszteogenikus tapfolyadékkal kezeltiink, és Alizarin vords festéssel
vizsgaltuk az extracellularis matrix mineralizacidjat. A vasat vas-ammonium citrat
formajaban 1-50 pmol/L koncentracidtartomanyban alkalmaztuk. A vastobblet
dozisfiiggé modon gatolta a BMSCs mineralizacidjat, és 50 pmol/L
koncentracioban a mineralizacié teljes elmaradasat eredményezte.

Ezt kovetéen megvizsgaltuk a vastobblet hatdsat az oszteogenezis mester
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
koncentracidban teljes mértékben gatolt. A mRNS szinttel parhuzamosan az
oszteogén stimulus hatdsara megemelkedett a BMSCs Runx2 fehérje expresszidja.
Erdekes modon a vas 50 pmol/L koncentraciéban a Runx2 fehérje expresszidjat a
kontroll sejtek expresszidja ala csokkentette. Oszteogenikus stimulus hatasara
jelentdsen megemelkedett az OCN szintje a BMSCs extracellularis matrixdban. Ezt
a hatast a vas dozisfliggd modon gatolta, 25 umol/L és a feletti koncentracidban
teljes inhibiciét okozva.

43. A ferritin a vashoz hasonloan gatolja a BMSCs oszteogenikus
differencialédasat és az extracellularis matrix mineralizaciéjat.

A vastobblet indukalja a ferritin vastarolo fehérje expressziojat és korabbi
eredmények alapjan feltételeztiik, hogy a megemelkedett ferritin szerepet jatszhat a
BMSCs oszteogén differencialodasanak vas altali gatlasaban. A sejteket
oszteogenikus tapfolyadékban 1, illetve 2 mg/ml-es ferritin koncentraciok
jelenlétében tartottuk 5 napon keresztiil. A ferritin alacsonyabb doézisa mellett
gyenge, mig a magas dozis mellett egyaltalan nem tapasztaltunk Alizarin voros
pozitivitast, és az extracellularis matrix Ca szintjének oszteogén stimulus altal
keltett megemelkedése is elmaradt ferritin jelenlétében. Tovabba a ferritin gatolta a
Runx2 mRNS és fehérje szintjének valamint az ALP és OCN oszteogén stimulus

altal keltett emelkedését.
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4.4. A vastobblet csokkenti az oszteoprogenitor sejtek Runx2 expresszidjat in
vivo.

C57BL/6 egerekben vas-dextran adasaval vas tultelitettséget hoztunk létre, és
Osszehasonlitottuk a beldliik izolalt kompakt csont eredetii oszteoprogenitor sejtek
FtH és Runx2 mRNS szintjeit kontroll egerekével. A vas-dextran kezelés hatasara
tobb mint négyszeresére emelkedett a sejtek FtH mRNS szintje, amib6l arra
kovetkeztettiink, hogy a vas tultelités létrehozédsa sikeres volt, és érintette a
kompakt csontban taldlhatd oszteoprogenitor sejtpopulaciot is. E mellett a vassal
tultelitett egerek oszteoprogenitor sejtjeiben jelentds mértékii Runx2 mRNS szint
csokkenést észleltiink.

4.5. Az oszteogenikus stimulicié indukdlja a HuLECs oszteogén
differencidlodasat és az extacellularis matrix mineralizacidjat.

A kataraktds szemlencsében a  kalcifikdlodott érfalban  talalhato
hidroxiapatithoz hasonld kémiai Osszetételi és szerkezetli Ca-foszfat kristalyok
jelenlétét irtak le. Hipotézisiink szerint a hidroxiapatit kristalyok kialakuldsdban
szerepet jatszhat a lencse epithél sejtek oszteogén differencidlodasa és az
extracellularis matrix mineralizacioja. Ennek tesztelése céljabol HULECs-et Pi-tal
(0-3.5 mmol/L) és Ca-mal (0-1.2 mmol/L) kiegészitett oszteogenikus médiumban
tartottuk 7 napon keresztiil. A foszfat tobblet 3,5 mmol/L koncentracidban
indukalta a HuLECs extracellularis matrix mineralizaciojat. Ezzel szemben a
megemelt Ca koncentraci6 nem idézett el mineralizaciot, viszont szinergista
mddon fokozta a megemelt Pi altal indukalt mineralizaciot. Az extracellularis
matrix mineralizacidja mellett oszteogén stimulus hatasara megemelkedett a
HULECs-ben a Runx2 oszteogén, és Sox9 kondrogén mester transzkripcios
faktorok mRNS szintje és fehérje expresszidja. Ezzel parhuzamosan fokozodott az
ALP enzim mRNS és fehérje expresszidja, valamint aktivitdsa és az OCN jelenléte

az extracellularis matrixban.
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EMT kozott.

A katarakta kialakulasaban szerepet jatszik a HuLECs mesenchymalis sejt iranyu
differencialodasa is. A kovetkezo kisérletiinkben azt vizsgaltuk, hogy az oszteogén
stimulus EMT-hoz hasonlo valtozasokat indukal-e HULECs-ben. E célbdl a
sejteket  kontroll vagy oszteogenikus koriilmények ko6zott tartottuk, és
meghataroztuk az a-SMA, Slug, Pax-6 és E-cadherin mRNS expresszidjat 24 ora
utan és 6t napos kezelést kovetden. Megallapitottuk, hogy az oszteogén stimulus
hataséra jelentdsen csokkent az a-SMA mMRNS szintje. Ezzel szemben oszteogén
stimulus hatasara atmeneti csokkenést figyeltiink meg a Pax6 epithélsejt marker
mRNS szintjében, mely az EMT soran is megfigyelhet6. Végezetiil az EMT-ben
fontos szerepet jatszd Snail szupercsaladba tartozé Slug transzkripcids faktor, és az
altala regulalt E-cadherin mRNS expresszidjat vizsgaltuk. Azt talaltuk, hogy az
EMT-ben megfigyeltekhez hasonl6 médon az oszteogenikus stimulus hatdsara
emelkedett a Slug mRNs szintje, mely az E-cadherin mRNS szintjének
csokkenésével tarsult.

4.7. Az oszteogenikus differenciacialoddas markereinek kimutatisa human
kataraktas szemlencsében.

Végezetiil azt vizsgaltuk, hogy a kataraktas szemlencsében kimutathatoak-e az
oszteogén differencialodasaa utalé 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 mintdk Ca tartalmanak. Ezt kdvetden a lencse
OCN szintje minden esetben a detekcios 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 mintdk mutattak.
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5. Megbeszélés

Jelen munkankban kimutattuk, hogy a vastobblet gatolja a BMSCs oszteogén
iranyu differencialddasat és az extracellularis matrix mineralizaciojat. Kisérleteink
soran az oszteogén differencialodas kivaltasara magas Pi és Ca tartalmu oszteogén
médiumot hasznaltunk. Ezt a fajta oszteogén médiumot a szakirodalomban
els6ként hasznaltuk BMSCs oszteogén differencialodasanak eldidézésére.
Megaéllapitottuk tovabba, hogy a magas Pi és Ca tartalmi oszteogén médium
hatasara a BMSCs oszteogén differencialodasa sokkal gyorsabban bekdvetkezik,
mint a korabbiakban emlitett induktorok esetében (5 nap vs. 8-14 nap). A
vastobblet 50 umol/L koncentracidban a BMSCs oszteogén differencialédasanak
és az extracellularis matrix mineralizacidjanak teljes gatlasat idézte elé. Ez az
eredmény Osszhangban all Zarjou et al. korabbi eredményével, melyben
kimutattak, hogy a vastobblet 50 pmol/L koncentracioban a VSMCs oszteogén
transzdifferencialodasanak teljes gatlasat okozza. Zarjou et al. korabbi munkajaban
kimutatta, hogy a vas oszteogén differencialodast gatlo hatasaért a ferritin
indukcidja a felelds.

Kisérleteink  igazoltdk, hogy a ferritin a VSMCs oszteogén
transzdifferencialodasahoz hasonléan a BMSCs oszteogén differenciacialodasat is
gatolja. Az oszteogén differencialodas mester transzkripcids faktora a Runx2,
melynek legfontosabb bizonyitéka, hogy a Runx2 hidnyos egérben nincsenek
differencialt oszteoblasztok, a csontképz6dés elmarad. Munkank soran
megallapitottuk, hogy a vastobblet a Runx2 transzkripcios faktor expressziojanak
csokkentésén keresztiil gatolja az oszteogén differencialodast. Frdekes az a
megfigyelésiink, hogy a vastobblet oszteogén korilmények mellett a Runx?2
transzkripcios faktor expresszidjat a kontroll sejtek Runx2 expresszidja ala
csokkentette. Kimutattuk, hogy a vastobblet in vivo koriilmények kozott is

csokkenti a kompakt csontban taldlhatd oszteoprogenitor sejtek Runx2

16



expresszidjat. Véleményiink szerint ez a mechanizmus szerepet jatszhat a
vastultelitettséggel tarsult oszteoporozis kialakulasaban.

Vizsgaltuk a vastobblet hatasat a BMSCs kondrogén illetve adipogén iranyu
differencidlodasara is. A vastdbblet nem befolyasolta a BMSCs kondrogén illetve
adipogén differencialodasat, igy megallapitottuk, hogy a szakirodalombol ismert
inverz kapcsolat a BMSCs oszteogén és adipogén differenciacios képessége kdzott
vastobblet esetén nem 4ll fenn.

Az ektopias kalcifikacio, a hidroxiapatit lerakodasa a lagyszovetekben, szamos
szervet, tobbek kozott a szemet is érintheti. Fourier transzformacids infravoros
spektroszkopias ¢és Raman mikrospektroszkopias vizsgalatok a kataraktas
szemlencsében a kalcifikalodott érfalban talalhato hidroxiapatithoz hasonlé kémiai
Osszetételli és szerkezetli Ca-foszfat kristalyok jelenlétét irtak le. A HuLEC
sejteken végzett kisérleteink els6dleges célja annak a megallapitasa volt, hogy ezek
a sejttk a VSMCs-hez hasonld modon képesek-e oszteogén iranyu
transzdifferencialodasra. A HuLECs oszteogén differencialédasat magas Pi és Ca
tartalmu oszteogén tapfolyadékkal indukaltuk. A Pi dézisfiiggd modon indukalta a
HULECs extracellularis matrixanak mineralizaciojat, melyet a Ca nagymértékben
fokozott.

Ujabb eredmények arra utalnak, hogy a vaszkularis kalcifikicio nem tisztan
oszteogén iranyu, inkabb oszteo-kondrogén differencialodasnak tekinthetd, melyre
a Sox9 fokozott expresszioja utal. Ennek ismeretében vizsgaltuk az oszteogén
stimulus hatasat HuLECs Runx2 ¢és Sox9 expresszidjara. Kimutattuk, hogy
oszteogén stimulus hatasara fokozddik a Runx2 és Sox9 mRNS és fehérje
expresszioja. A nem szovetspecifikus ALP enzimek szinte mindenféle szovetben
expresszalodnak, legnagyobb mértékben a méjban, a vesében és a csontokban. Az
ALP expresszidja és aktivitasa jelentésen megemelkedik kalcifikalt VSMCs-ben.
Erdekes modon a kataraktas betegek plazmajaban az ALP aktivitasa jelentds
emelkedést mutat, bar ennek hatterében inkdbb majkarosodast valdszintisitenek.

Ezen eredmények nyoman vizsgaltuk az ALP  expresszidjanak és
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enzimaktivitasanak oszteogén stimulus hatisara bekovetkezé valtozasat HuLECs-
ben. A VSMCs-hez hasonldéan oszteogén stimulus hatasara emelkedett a HULECs
ALP expresszidja és enzimaktivitdsa. Az OCN a Runx2 transzkripcios kontrollja
alatt all6 csontspecifikus fehérje, mely jelentds expressziot mutat mineralizalt
csontmatrixban, porcban és dentalis szovetekben. E mellett magas OCN szinteket
mértek mineralizalt extraszkeletdlis szovetekben, példaul kalcifikalt erekben és
oszteogén stimulus hatasait HUILECs OCN expresszidjara, és megallapitottuk, hogy
a HuLECs oszteogén differencialodasa soran fokozodik az OCN expresszidja. Az
OCN expresszidjat kataraktas szemlencsékben is vizsgaltuk. Az altalunk vizsgalt
10 betegbdl szarmazo kataraktas lencsék koziil kettében talaltunk detektalhato
mennyiségii OCN-t, mig a kontroll lencsék egyikében sem detektaltunk OCN-t.
Ebbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az esetek némelyikében eldfordulhat a
lencse epithél sejtek oszteogén irdnyu differencialédasa.

BMSCs-en végzett munkank legfobb limitacidja, hogy nem tartuk fel a
vas/ferritin anti-oszteogén hatasanak hatterében allo szignal transzdukcios
utvonalat/Gtvonalakat. Ezeket a vizsgalatokat a jovoben mindenképpen szeretnénk
elvégezni. A lencse epithél sejtek oszteogén differencialodasaval kapcsolatos
munkank folytatdsaban szeretnénk néhany a katarakta kialakuldsaban relevans
induktor (gliiloz, szteroid) oszteogén differencialodast kivaltd hatasat tesztelni
HULECs sejteken in vitro koriilmények kozott, valamint in vivo egérmodellben
szeretnénk tovabb vizsgalni az oszteogén differencialodas szerepét a katarakta

kialakulasaban.
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6. Osszefoglalas

Munkank soran BMSCs és HuLECs oszteogén differencialodasi folyamatait
tanulmanyoztuk. A BMSCs-en végzett kisérleteink f6 célja annak a vizsgalata volt,
hogy a vas tultelitettség hogyan befolyasolja a BMSCs oszteoblaszt iranyu
differencidlodasat. Kimutattuk, hogy a vastobblet gatolja a BMSCs oszteogén
stimulussal indukalt oszteogén differencialédasat és az extracelluldris matrix
mineralizacidjat. E hatds mogott a Runx2 oszteogén mester transzkripcids faktor
indukcidjanak vas altali gatlasa all, melynek kovetkeztében elmarad a Runx2 altal
szabalyzott csontosodasban szerepet jatszo fehérjék oszteogén stimulus hatdsara
bekovetkezé indukcidja. A vas thltelitettséget egerekben Iétrehozva az
oszteoprogenitor sejtek csokkent Runx2 mRNS szintjét figyeltiik meg. A BMSCs
tobbiranyt diffrenciaciora képes multipotens &ssejt, igy vizsgaltuk a vastobblet
hatasat adipogén és kondrogén iranyu differencidlodasban is, és azt tapasztaltuk,
hogy a vastdbblet ezeket az utvonalakat nem befolyasolta.

HULECs-en végzett munkank célja annak a vizsgalata volt, hogy oszteogén
stimulus kivaltja-e a HULECs oszteogén differencialodasat és az extracellularis
matrix mineralizacidéjat. Kimutattuk, hogy oszteogén stimulussal a HuLECs
oszteogén diffrencidlodasa, és az extracellularis matrix mineralizacidja kivalthato.
A mineralizacidé hatterében a Runx2 oszteogén, és a Sox9 kondrogén mester
transzkripcids faktorok. Human szemlencséken végzett vizsgalataink soran
megallapitottuk, hogy néhany kataraktds szemlencsében kimutathato
mennyiségben volt jelen a csontmatrix egyik fontos fehérjéje, az OCN, mig a
kontroll lencsékben az OCN expresszidja minden esetben az altalunk hasznalt
modszer kimutathatdsagi hatara alatt volt. Osszességében munkank hozzajarulhat a
vastultelitettséggel tarsuld csontabnormalitasok, valamint a katarakta kapcsan

megfigyelt hidroxiapatit depozicio hatterében all6 folyamatok jobb megértéséhez.
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8. Koszonetnyilvanitas

Koszonetemet szeretném kifejezni témavezetdmnek, Dr. Jeney Viktoridnak, aki
magasszintil szakmai tudasaval az elmult évek soran segitette munkamat, akihez
barmikor fordulhattam segitségért, nélkiilozhetetlen tamogatast nyujtott
eredményeim eléréséhez és segitett elsajatitani a kutatoi szakma alapjait. Halasan
koszonom, hogy kovetendd példat adott szamomra munkaszeretetbdl, és az
igényességre valo torekvésbol.

Halasan k6szondm Dr. Balla Jozsef és Dr. Balla Gyorgy professzor uraknak, hogy
lehetové tették szamomra, hogy az értekezésem alapjaul szolgalo kisérleteim egy
részét a Vaszkularis Biologiai Kutaté Laboratoriumban végezhettem.
Koszonetemet fejezem ki Dr. Paragh Gyorgy professzor urnak és Dr. Seres
lldikénak, akik biztositottdk szdmomra, hogy tudomanyos munkamat a
Belgyogyaszati Intézet Kutatdo Laboratoriumaban folytathassam.

Koszondm a Belgyogyaszati Intézet jelenlegi és volt munkatarsainak, kiilonosen
Dr. Banyai Emesének, Dr. Becs Gergelynek, id. Dr. Nagy Bélinak és Dr. Nagy
Béla Jr.-nak, Dr. Gyetvai Agnesnek, Dr. Balizsné Szényi Anikénak és Dr. Bodé
Timednak a sok tanacsot és a kdzos munkat.

Koszonettel tartozom 7o0th Andrea PhD hallgatonak, aki nélkiilozhetetlen
segitséget nyujtott a kisérletek megvalositasaban.

Koszonom a kutatocsoport jelenlegi PhD hallgatoinak, igy Erdei Juditnak és
Bogonko Benard Nyakundinak a timogatasat.

Kiilon szeretném megkoszonni Orosz Jozsefnek, aki az allatkisérletekkel
kapcsolatban tamogatta munkamat.

Végiil, de nem utolsd6 sorban szeretném megkoszonni csaladomnak, de
legf6képpen nagymamamnak illetve bardtaimnak, mert az & szeretetik és

biztatasuk nélkiil jelen disszertacié nem késziilhetett volna el.
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Balogh Eniké az Emberi Erdforrasok Minisztériuma Uj Nemzeti Kivalosag
(UNKP-16-3-III) és Nemzeti Tehetség Program (NTP-EFO-P15) timogatisiban
részesiilt. A kutatas pénziigyi hatterét az alabbi palyazatok biztositottak: OTKA
Kutatasi Palyazat (Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Hivatal (NKFI-6

K116024/2015) és GINOP-2.3.2-15-2016-00005.

Ezt a munkat szeretett nagymamam emlékének ajanlom!
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