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OSSZEFOGLALAS

A projekt célja az oszteoklaszt-fejlédés Uj vizsgalomodszereinek a kidolgozasa és a PLCy2
jelatvivé fehérje oszteoklaszt-fejlédésben betdltott szerepének a vizsgalata volt. A projekt
soran beallitottuk az oszteoklasztok fejlédésének szamos Uj, fluoreszcens szinvaltasra épulé
vizsgalatat. Ezek lehetbvé tették az oszteoklaszt-specifikus génexpresszionak és a
preoszteoklasztok fuzidjanak a valds id6ben térténé vizsgalatat. Ezen és tovabbi gPCR-alapu
génexpresszidos vizsgalatok segitségével kimutattuk, hogy a PLCy2 feltehetéen mind a
génexpresszio, mind a sejtfuzid fazisaban szerepet jatszik. A projekt soran szamos tovabbi, a
csontanyagcserével és a PLCy2 szerepével kapcsolatos kisérletet végeztink. Kondicionalis
gentorlés segitségével kimutattuk, hogy az oszteoklasztokban expresszaldédéd Syk tirozin-kinaz
fontos szerepet jatszik az in vivo csontanyagcserében. Jellemeztik az Abccba szerepét az
ektépias kalcifikacioban zebrahalakban. Kimutattuk a neutrofil granulocitakon belil
expresszaldodd PLCy2 szerepét a rheumatoid arthritis allatmodelljében. Kimutattuk a PLCy2
elengedhetetlen szerepét az autoantitest-indukalt holyagos bérbetegségek kialakulasaban.
Kisérleteink jelent6s Uj ismereteket eredmeényeztek az oszteoklasztok vizsgalataval és a
PLCy2-jelpalya szerepével kapcsolatban. Eredményeinket 7 Scimago Q1, kéztlik 3 Scimago

részben a témavezetd utolso szerzéségével.

RESZLETES BESZAMOLO
A projekt egésze soran az alabbi kisérleteket végeztik és az alabbi eredményeket értik el:

1) Uj fluoreszcens oszteoklaszt-vizsgalati médszerek kidolgozasa

A projekt egyik kiemelt célja uj oszteoklaszt-vizsgalati kisérleti modszerek kidolgozasa volt. Az
oszteoklasztok fejlédése soran két alapvetd valtozas jon létre: egyrészt dramai mértékben
fokozodik az oszteoklaszt-specifikus gének expresszidja, masrészt az egyes
preoszteoklasztok egymassal fuziéra lépve sokmagvu ériassejteket alakitanak ki. Ezeknek a
folyamatoknak a vizsgalatara a projekt kezdetén legelterjedtebb mddszer a fixalt
sejttenyészetekben az oszteoklaszt-specifikus TRAP enzim hisztokémiai festése, majd a
legalabb 3 sejtmaggal rendelkez6 TRAP-pozitiv sejtek szamolasa volt. Ez a médszer sajnos
nem teszi lehetévé azonos tenyészetek hosszabb ideig vald kdvetését, és a sejtek szamolasa
is nagyon jelentés humaneréforrast igényel. A projekt soran kidolgoztunk két parhuzamos
modszert az oszteoklasztok fejlddésének hatékonyabb kovetésére és szamszerlsitésére. A
két modszer az un. mTmG transzgén Cre rekombinaz hatasara torténd rekombinaciojara, és
ezaltal voros (,mT”) fluoreszcenciabdl zéld (,mG”) fluoreszcenciaba valoé szinvaltasra épil. Az
els6 (FRAMCO1.1) médszer soran a vords-zold szinvaltast az oszteoklaszt-specifikus Ctsk



geén expresszidja, a masodik (FRAMCO1.2) mdédszer soran a preoszteoklasztok fuzidja valtja
ki. lly moddon lehetéséglink van az oszteoklaszt-specifikus génexpresszionak és a
preoszteoklasztok fuzidjanak a parhuzamos, valds idejl vizsgalatara. A két médszer lehetévé
teszi ugyanazon sejtkultirak hosszu tavu kovetését, valamint a zold fluoreszcens szignal
automatizalt kvantifikaciojat. A projekt soran kidolgoztuk a két modszer részleteit (beleértve a
megfeleld transzgénikus egértdzsek keresztezéssel valo létrehozasat), beallitottuk az
oszteoklasztok nagy ateresztéképesseégl (high-content) konfokalis mikroszképpal multiplate
rendszerben val6 vizsgalatat, DNS (genomialis PCR), RNS (RT-gPCR) és fehérje (Western
Blot) szinten is igazoltuk a modszerek érzékenységét és specificitasat, és kidolgoztuk a high-
content mérési eredmények automatizalt kvantifikacidjanak algoritmusat. A médszert egy
ismert fuziot gatlé molekula, a lizofoszfatidil-kolin segitségével validaltuk.

Fenti eredményeinket a Frontiers in Cell and Developmental Biology (IF: 6.7; Scimago Q1)
folyoiratban publikaltuk. A k6zlemény mindegyik szerzbje a tamogatott kutatocsoport korabbi
vagy jelenlegi tagja, utolsé szerzdje a jelen NKFIH-OTKA projekt témavezetdje.

2) A mieloid eredetii sejtek fazidjanak tovabbfejlesztett vizsgalati moédszere

Jelentés el6zetes kisérleteket végeztink az 1) pontban bemutatott fuziés rendszer
(FRAMCO1.2) tovabbfejlesztése érdekében. Ezek kdzul a legfontosabb a Cre rekombinazt
hordozo egértdzs lecserélése az oszteoklaszt-specifikus Ctsk-Cre-rél az ubikviter Rosa26-Cre
knock-in mutaciéra (FRAMCO2 rendszer). A FRAMCOZ2 rendszer elénye, hogy az ubikviter
Rosa26 promoterrdl jéval korabban kapcsolodik be és joval nagyobb aktivitassal rendelkezik
a Cre rekombinaz, ezaltal lényegesen hatékonyabb a sejtfuzié detektalasa. Tovabbi
jellegzetessége a FRAMCO2 rendszernek, hogy a Cre expresszidja nem csak
oszteoklasztokban, de mas sejtekben is megtorténik, ezért a fuziés rendszer nem csak az
hogy a FRAMCO2 rendszer lehetévé teszi a mieloid driassejtek fuziojanak a detektalasat,
tehat mas sejtfuzios vizsgalatok céljara is alkalmas lehet. A FRAMCOZ2 rendszer kifejlesztésén
tulmenden elézetes kisérleteket végeztiink az oszteoklaszt-specifikus génexpresszié és a
sejtfuzio két kulonbozé fluoreszcens csatornaban egyidejlileg valé detektalasara. Ehhez
kilénb6z8 tovabbi fluoreszcens riporter-fehérjéket expresszald egértdzseket kereszteztiink a
FRAMCO1 és FRAMCOZ2 rendszerekben hasznalt egerekkel.

Fenti eredményeinkkel kapcsolatban szabadalmi bejelentést tettiink, majd a kisérletek egy
részét bemutattuk kiilénb6z6 hazai és nemzetkézi rendezvényeken. Az eredmények
publikaciéra valé elbkészitése azonban tovabbi, jelenleg is folyamatban lévé részletes
vizsgalatokat igényel.

3) A PLCy2 szerepének vizsgalata oszteoklasztokban

Korabban kimutattuk, hogy a PLCy2 elengedhetetlen az oszteoklasztok fejlédéséhez, vagyis
a TRAP-pozitiv multinuklearis sejtek kialakulasahoz az in vitro osztoeoklaszt-tenyészetekben.
Az OTKA-palyazat egyik munkahipotézise az volt, hogy a PLCy2 els6sorban nem az
oszteoklaszt-specifikus génexpresszid, hanem a preoszteoklasztok fluzidja soran tolt be
elengedhetetlen szerepet. A projekt soran jelentés kisérleteket végeztink ennek a kérdésnek
a megvalaszolasara, részben az 1. pontban bemutatott mddszerek, rézben kozvetlen
génexpresszios vizsgalatok segitségével. A FRAMCO1.1 (Ctsk reporter) assay segitségével
azt talaltuk, hogy a PLCy2 genetikai hianya kb. 50%-ban cstkkentette a Ctsk expresszidjat. A
vad tipusu és PLCy2-hidnyos oszteoklaszt-tenyészetek qPCR-alapu génexpresszios
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viszgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a PLCy2 hianya részben csokkentette szamos
oszteoklaszt-specifiks gén (koztik az Acp5, a Dcstamp, a Fos, az Itgb3 és az Nfatc1)
expresszidjat. A FRAMCO1.2 és a FRAMCOZ2 rendszerben a PLCy2-nek az egyik fuzionalo
sejttipusbdl vald hianya részben csOkkentette azoszteoklasztokés a mieloid oriassejtek
fuzidjat, mig a mindkét donor sejtben valo hiany 1ényegében meggatolta a fuziot. Nem tudtuk
azonban kizarni, hogy ez a jelenség nem a génexpresszié gatlasanak a masodlagos hatasa
volt-e. Osszességében ezen eredményeink sajnos nem tamasztottak ald azon
elképzelésiinket, hogy a PLCy2 kizarélag a preoszteoklasztok vagy mieloid ériassejt-elélakok
fuzidjaban jatszik szerepet, és nem tették lehetévé a PLCy2 részvételi pozicidjanak apontos
meghatarozasat. Ehelyett a PLCy2 hianya mind a biokémiai érésben, mind a fuziéban
részleges karosodast eredményezett, ami megnehezitette az eredmények interpretalasat.

Fenti kisérleteink egy részét bemutattuk kiilbnbdzé (elsésorban egyetemi) rendezvényeken,

azok publikaciora valo el6készitését.

4) A Syk tirozin-kinaz szerepe az in vivo csontanyagcserében

A projekt soran részletesen vizsgaltuk a PLCy2 aktivalodasaért feltételezhetéen felelés Syk
tirozin-kindznak az oszteoklasztok fejlédésében és mikddésében, valamint az in vivo
csontanyagcserében betdltott szerepét. Bar korabban mi és masok is felvetettik a Syk
szerepét oszteoklasztokban, a Syk-hianyos egerek perinatalis letalitasa miatt mindeddig nem
volt ismert, hogy van-e a Syk-nek szerepe az in vivo csontanyagcserében. Kisérleteinkben
sejtvonal-specifikus géntdriés segitségével kimutattuk, hogy a Syk hemopoetikus vagy
oszteoklaszt-specifikus torlése megndveli a felnétt egerek csontmennyiségét. A jelenséget
feltételezhetéen a Syk-nek az oszteoklasztok biokémiai érésében és a preoszteoklasztok
fuzidjaban valo részvétele magyarazza. Erdekes moédon a Syk teljes hemopoetikus tériése az
oszteoklaszt-specifikus géntorlésnél Iényegesen nagyobb mértékl karosodast eredményezett
mind az in vivo csontanyagcserében, mind az in vitro oszteoklaszt-fejlédésben. A jelenség
részletes vizsgalata alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy mig a teljes hemopoetikus
torlés (Vav-Cre segitségével) lényegében teljesen torolte a Syk-et az oszteoklaszt-
sejtvonalbdl, addig az oszteoklaszt-specifikus torlés (Ctsk-Cre segitségével) csak az
oszteoklaszt-fejlédés késbi szakaszaban, és emiatt csak részlegesen torélte a Syk-et. Mindez
magyarazatul szolgal az eltéré in vitro és in vivo fenotipusokra, és egyben ramutat az
oszteoklaszt-specifikus géntorlés technikai korlataira.

A fenti eredményeket a Frontiers in Immunology (IF: 5.1; Scimago Q1) folydiratban publikaltuk.
A kbézlemény mindegyik szerzbje hazai kutatd, déntd résziik (kéztiik az elsé szerzd) a
tamogatott kutatocsoport tagja, az utolsé szerzé a jelen NKFIH-OTKA projekt témavezetéje.

5) A PLCy2 sejtvonal-specifikus vizsgalata autoimmun arthritis-modellben

A koros csontlebontas egyik legfontosabb oka a gyulladasos (els6sorban autoimmun)
arthritiseket kisérd lokalis erdzidk, s6t sulyosabb esetben akar kiterjedt csontlebontas
létrejotte. A PLCy2 szerepével kapcsolatos fenti kisérletekkel parhuzamosan a
projektid6szakban megvizsgaltuk a PLCy2 szerepét egy autoimmun arthritis-modell, a K/BxN
szérum-transzfer arthritis kialakulasaban is. Ezen kisérleteink soran elssorban a PLCy2
sejtvonal-specifikus szerepének a vizsgalata volt a célunk. Kimutattuk, hogy a PLCy2-nek a
telies hemopoetikus rendszerbél (Vav-Cre), a mieloid sejtekbdl (LysM-Cre) vagy a
neutrofilekb8l (MRP8-Cre) valé Cre-medialt sejtvonal-specifikus tdérlése megakadalyozza az
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autoimmun arthritis kialakulasat. Tovabbi kisérleteinkben kizartuk a hizésejtekben és a
vérlemezkékben jelen levé PLCy2 szerepét és tovabbi mechanisztikus vizsgalatokat
végeztiink a folyamat megértése érdekében. A jelen NKFIH-OTKA tamogatas elsésorban a
koz6s egérvonalak hasznalatan és a mieloid sejtek (pl. csontvel6i eredetli makrofagok)
tenyésztési, ellendrzési és funkcionalis vizsgalati modszereinek kidolgozasan keresztul jarult
hozza ehhez a kisérletsorozathoz.

Fenti eredményeinket az Arthritis & Rheumatology (IF: 11.0; Scimago D1) folydiratban
publikaltuk. A kbzlemény mindegyik szerzéje a tamogatott kutatdbcsoport tagja, utolsé szerzdéje
a jelen NKFIH-OTKA projekt témavezetdje.

6) A PLCy2 szerepe autoimmun hélyagos bdérbetegség modelljében

A PLCy2 autoimmun arthritisben bet6ltott szerepe mellett a projekt soran folytattuk korabban,
mas forrasbdl finanszirozott tevékenységlinket a PLCy2-nek a hdélyagos bérbetegségek
allatmodelljében valo részvételével kapcsolatban. Ebben a tobbéves kisérletsorozatban
beallitottuk egy ritka autoimmun hélyagos bérbetegség, az epidermolysis bullosa acquisita
egérmodelljét és kimutattuk, hogy a PLCy2-hianyos egerek és a PLCy2-hianyos csontvel6i
sejtekkel transzplantalt csontvel6i kimérak teljes egészében védettek a betegség klinikai
megjelenésével és a szovetteni képen lathatd elvaltozasokkal szemben. Tovabbi
mechanisztikus vizsgalataink a PLCy2-nek a gyulladasos mikrokérnyezet kialakulasaban valé
elengedhetetlen szerepét azonositottak, mig a myeloid sejtek (neutrofilek, eozinofilek,
monocitak/makrofagok) migracios képessége nem karosodott. A jelen NKFIH-OTKA
tamogatas els6sorban a ko6zds egérvonalak hasznalatan, valamint a csontvel6-
transzplantacio, az intracellularis aramlasi citometria és a mieloid sejtek funkcionalis vizsgalata
modszereinek kidolgozasan keresztul jarult hozza ehhez a kisérletsorozathoz.

Fenti eredményeinket a Journal of Investigative Dermatology (IF: 8.6; Scimago D1)
folydiratban publikaltuk. A kbzlemény mindegyik szerz8je hazai kutatd, nagy résziik (kbztiik az
elsé szerz6) a tamogatott kutatdcsoport tagja, az utolsé szerzd a jelen NKFIH-OTKA projekt
témavezetdje.

7) Zebrahalak csontszerkezetének a vizsgalata

Véaradi Andras (ELKH TTK) és Varga Maté (ELTE TTK) munkacsoportjaival egyuttm{ikddve
részletesen vizsgaltuk vad tipusi és mutans zebrahalak csontszerkezetét és in vivo
mineralizaciés mintazatat. Az SE Elettani Intézet altal nemrég beszerzett mikro-CT késziilék
segitségével kimutattuk, hogy az Abcc6a gén torlése zebrahalakban a mineralizalodott szévet
mennyiségének dramai mértéki megemelkedését és a csontvaz jelentés deformitasat
eredményezi, mig az Abcc6b gén torlésének sem vad tipusu, sem Abccba'~ genetikai hattéren
nincs jelentds hatasa a mineralizalt/csontszoveti szerkezetre. A megndvekedett mineralizacio
feltételezhetben ektopias kalcifikacio eredménye. Ezen kisérletek a csontszerkezet in vivo
vizsgalatanak uj megkdzelitésli modszertanan keresztiil kapcsolédnak a jelen NKFIH-OTKA
projekthez.

A fenti Kisérleteinket leiré tarsszerz6s kdzleményt a Frontiers in Cell and Developmental
Biology (IF: 6.7; Scimago Q1) folydiratban publikaltuk. A kbzlemény két tarsszerzéje a
tamogatott kutatécsoport tagja (egyikiik a jelen NKFIH-OTKA projekt témavezetéje).

8) Osszefoglalé kézlemény az oszteoklasztok jelatvitelérdl



A beszamolasi id6szakban publikaltunk egy Osszefoglald kdzleményt az oszteoklasztok
jelatvitelével kapcsolatban, melyben elsésorban a kéros korulmények (oszteolitikus
csontattétek, rheumatoid arthritis, osteoporosis) soran létrejové csontlebontas jelatviteli
aspektusait targyaltuk.

Ezen kbézlemény a Frontiers in Cell and Developmental Biology folydiratban (IF: 6.7; Scimago
Q1) jelent meg. A kézlemény mindkét szerzdje a tamogatott kutatécsoport tagja, utolso
szerzdje a jelen NKFIH-OTKA projekt témavezetdje.



