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A palyazat célja mesenchimalis &ssejtek (MSC) diffrenciacios folyamatainak
tanulmanyozasa volt, kilonds tekintettel a poli(ADP-ribozilacid szerepére. Mivel az MSC
sejtek leginkabb porc-, csont-, és zsirsejt iranyu differenciaciora képesek, ezért a palyazati
munkaban is az chondrogén, osteogén és adipogén differenciacié tanulmanyozasa volt

fokuszban, és az elért eredményeket is ebben a bontasban mutatjuk be.

1. A poli-ADP-ribozilacié szerepének vizsgalata mesenchymalis dssejtek

......

A placentabdl izolalt mesenchymalis 6ssejtek porc differenciaciés modelljét beallitottuk. A
sejtfelszini markerek alapjan fenotipizalt sejteket TGFB indukalta differenciacié soran
vizsgaltuk kilénb6z6 molekularis biolégiai modszerekkel 21 napig. A chondrocytakat a 3., 7.,
14. és 21. napon gy(jtéttik be és a differencialatlan kultirahoz viszonyitottuk a porc
specifikus markerek kifejez6dését. Meta- és ortokromazias festéssel igazoltuk a

glikozaminoglikanok expressziojat a kulturakban.

1. abra DMMB és HSO festés fejlett porc kulturak metszetein

A TGFp indukalta porc differenciacio alatt porcspecifikus o 3 7 14 21
gének aktivalédnak. A porcdifferenciaciéo mester regulator
transzkripcios faktora a SOX5, SOX6, SOX9. Ezek a
gének felelések az extracellularis matrix fehérjék
expresszidjaért: ll-es tipusu kollagén (COL2A1),
aggrekan (ACAN), cartilage oligomeric matrix protein
(COMP). A porc-differenciacié soran igazoltuk a PARP1

szabalyozo6 szerepét. Western Blot mddszerrel kimutattuk

2. abra Poli(ADP-ribdz) polimer

a novekvd intenzitasu PAR polymert a differenciacio 3, 7.,  akkumulacidja a porcdiffe-rencicio

14. és 21. napjan (2. 4bra). A 0. napi differencialatian ™" (®2% ")
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kulturaban gyenge intenzitasu jelet kaptunk. Annak igazolasara, hogy a porc markerek
expresszidjat befolyasolja-e a PARP1, a Klinikai kiprobalasokban is hasznalt PARP
gatlészerekkel (olaparib és veliparib) kezeltik a kulturakat, és vizsgaltuk a markerek
kifejez6dését gén és fehérje szinten 3 kilénb6zé donorbdl szarmazoé porc kulturaban.
El6kisérletekben megallapitottuk az olaparib és veliparib MSC-ken kifejtett minimalis gatld
koncentraciojat. Eredményeink (3-5. abra) azt mutatjak, hogy az altalunk vizsgalt
extracellularis porc fehérjék expresszidja gén és fehérje szinten is szignifikansan csokken a
PARP gatolt kulturakban.
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3. abra: COL2A1 génexpresszio cMSC2, cMSC8 és cMSC9 sejtekben
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4. abra: ACAN génexpresszié cMSC2, cMSC8 és cMSC9 sejtekben
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5. é&bra: COMP génexpresszié cMSC2, cMSC8 és cMSC9 sejtekben
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6. abra: ll-es tipusu kollagén és aggrekan kimutatasa Western blottal

Vizsgaltuk a SOX9 transzkripcidés faktor expresszidjat is, de eddigi kisérleteinkben az
expresszid dinamikaja és a PARP gatlas hatasa MSC izolatumonkant eltéré volt (7. abra),

igy a SOX9 expresszio PARIlacios szabalyozasanak feltarasa tovabbbi kisérleteket igényel.
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7. abra: SOX9 génexpresszio cMSC2, cMSC8 és cMSC9 sejtekben

A kondrogenezis PARIlaciés szabalyozasaval kapcsolatos munka 6sszefoglalasa:

Sikertlt beallitanunk az MSC izolalas és fenotipizalas modszereit. Megallapitottuk, hogy a
PARP1 enzimnek esszencialis szerepe van a porc matrix komponenseinek kifejez6désében,
és ez a szabalyozas, valdszinlleg. a SOX9-tél figgetlenlil megy végbe. Tobb transzkripcids
faktor porcban vald kifejez6désének vizsgalata utan azt talaltuk, hogy az Nkx-3
transzkripcios faktor aktivacidja PARIlaciés szabalyozas alatt all, és irodalmi adatok alapjan
tudjuk, hogy kdzvetlen enhanszere a ll-es tipusu kollagén és aggrekan géneknek. A munka

befejezéséhez, erre az Utvonalra fékuszalva végziink tovabbi kisérleteket.



Il A poli-ADP-ribozilacié szerepének vizsgalata az osteogén differenciaciok
szabalyozasaban

A legsikeresebb, két kdzleményt is eredményez6 kutatasi iranyunk az osteogén
differenciacié tanulmanyozasahoz kétédik. Elészor igazoltuk a PARP-1 szerepét az osteogén
differenciacié folyamatdban (mineralizacid, alkalikus foszfataz aktivitdas, marker gének
expresszioja), és igazoltuk, hogy az osteogén differenciacié iranyaba indult sejtek H202-t
termelnek, ami a PARP-1 aktivatora ebben a modellben. Az osteogén differenciacié jelentés
sejtpusztulassal jar, és a PARP-1 szerepét igazoltuk ebben a differenciaciéval kapcsolt
sejthalaldtvonalban is. Az ebb8l a munkankbdl megjelent FRBM cikk grafikus absztraktja

(lent) foglalja 6ssze a munka l1ényegét.
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8. é&bra. A H.O,-PARP aktivacié-sejthalal utvonal osteogén differenciacioé soran

A tovabbiakban az FRBM cikkben leirt H,O,-PARP aktivacio-sejthalal atvonal tovabbi
eseményeit és szereplbit azonositottuk. Igazoltuk, hogy a H,O, DNS torést okoz, s ez lehet a
PARP-1 aktivacié kdzvetlen stimulatora. Megvizsgaltuk a MAP kinazok lehetséges szerepét
is az osteogén differenciaciéval kapcsolt sejthalalban, és azonositottuk a p38 MAP kinazt,
mint az utvonal ,downstream” mediatorat. A PARP-1 és a p38 fizikai kapcsolatat és
kolokalizaciojukat is sikerult igazolnunk. A munka e masodik szakaszardl készilt kbzlemény
(revidealt formaja benyujtva az FRBM-nek) grafikus absztraktja (lent) foglalja 6ssze a munka
Iényegét.
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9. 4é&bra. A H,O,-DNS t6rés-PARP aktivacio-p38 aktivacio-sejthaldl utvonal osteogén differenciécio soran

Az osteogén differenciacié PARIlacids szabalyozdsaval kapcsolatos munka ¢sszefoglalasa:

Az osteogén differenciacidban azonositottunk egy Uj szabalyozé utvonalat, melyet az alabbi

folyamatként képzelink el:
NOX expresszio-H,O, termel6dés-DNS térés-PARP aktivacio-p38 aktivacio-sejthalal

Sajat eredményeink, és irodalmi adatok is azt mutatjak, hogy az osteogén differenciacio
és a sejthaladl egymassal szorosan kapcsolva szabalyozédik, ami alatamasztja azt a

feltételezést, hogy az elhalt sejtekre szikség van a csontmatrix kialakulasahoz.

lil. A PARIilacié szerepe az adipogén differenciacioban

Az adipogén differenciaciéban meghataroztuk a PARilacios profilt és a PPARg
expresszios profilt, valamint a farmakolégiai PARP gatlas hatasanak vizsgalatat. Kezdeti
eredményeink azt mutattak, hogy a PARIlacié szerepet jatszik az adipogén differenciacidban
is, de ez a hatas nem volt jelentés. Mindezek alapjan az adipogén differenciacio vizsgalatat

nem talaltuk perspektivikusnak, és ezért inkabb az osteogén vonalra fokuszaltunk.



