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1. Roviditések jegyzéke

ABL

ACK

AcvR1/ ALK2

ACVRIB
ACVRIC
AGC

AI593442

ALK
ALP

APC
AQP9
ATF2
ATF4
ATP

AXL
BCR-ABL

BGLAP
BMP
BMP3b

BMPRI1A/ALK3

BMPR1B/ALK6

Abelson egér leukémia virus onkogén homolog (Abelson murine
leukemia viral oncogene homolog)

Aktivalt Cdc42-kapesolt tirozin-kindz (activated Cdc42-associated
tyrosine kinase)

I-es tipusu aktivin receptor (type I activin receptor)

1B tipusu aktivin receptor (activin receptor type-1B)

1C tipusu aktivin receptor (activin receptor type-1C)

A protein kinaz A, G és C csaladok csoportja. (Named after the
Protein Kinase A, G, and C families (PKA, PKC, PKG), this group
contains PKA, PKG, PKC families.)

Kromoszoma 11 nyitott leolvasasi keret 87 (C11orf87, chromosome
11 open reading frame 87)

Anaplasztikus limfoma kinaz (anaplastic lymphoma kinase)
Alkalikus foszfataz (alkaline phosphatase)

Vastagbél adenomatosus polyposis (adenomatous polyposis coli)
Aquaporin 9

Aktivald transzkripcids faktor 2 (activating transcription factor)
Aktivalo transzkripcios faktor 4 (activating transcription factor)
Adenozin-trifoszfat (adenosine triphosphate)

AXL receptor tirozin-kinaz (AXL receptor tyrosine kinase)

BCR- ABL fuzios onkofehérje (breakpoint cluster region protein -
Abelson murine leukemia viral onkogén homolog 1)

oszteokalcin (osteocalcin)

Csont morfogenikus fehérje (bone morphogenetic protein)

Csont morfogenikus fehérje 3B (bone morphogenetic protein 3B)

I A tipusu csont morfogenikus protein receptor (type IA BMP
receptor)

I B tipusu csont morfogenikus protein receptor (type IB BMP

receptor)



BMPR2

BNO

BSP
CAMK

CaMKII

CBP
Cdc42

CK1
CKI
c-kit
CLICI
CMGC

CML
coSMAD
CTX-1

CSF1
CSF-1R
(mas néven:
C-FMS)
CSK
CSMD1

DAAMI
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2-es tipust csont morfogenikus protein receptor (BMP receptor type-
2)

Betegségek nemzetk6zi osztalyozasa (international classification of
diseases)

csont szialoprotein (bone sialoprotein)

Kalcium / kalmodulin-fiiggd protein kindz (calcium/calmodulin-
dependent protein kinase)

Kalcium-kalmodulin-fiigg6  szerin /  treonin  kinaz I
(calcium/calmodulin-dependent serine / threonine kinase IT)
CREB-kot6 fehérje (CREB-binding protein)

Sejt osztddast szabalyozd fehérje 42-es homolog (cell division
control protein 42 homolog)

Kazein kinaz 1 (casein kinase 1)

Kazein kinaz 1 csalad (casein kinase 1 family)

Ossejt faktor receptor (stem cell factor receptor)

Klorid intracelluléris csatorna 1 (chloride intracellular channel 1)

A CDK, MAPK, GSK3 ¢és CLK protein-kindz csaladok csoportja.
(This group is named after the CDK, MAPK, GSK3 and CLK
families.)

Kronikus mieloid leukémia (chronic myeloid leukemia)

Ko6z06s kozvetité6 SMAD (common mediator SMAD)

C-termindlis keresztkotés tartalmt kollagén-1 (C-terminal collagen
crosslinks — 1)

Kolonia stimulaloé faktor 1 (colony stimulating factor 1)

Kolonia stimulalé faktor receptort (colony stimulating factor 1

receptor)

C-terminalis Src kinaz (C-terminal Src kinase)

CUB ¢és Sushi tobbszords domén 1 (CUB and Sushi multiple domains
1)

Dishevelled-kapcsolt  morfogenezis]  aktivator  (dishevelled-

associated activator of morphogenesis 1)



DAG

DDR

DDRI1 /DDR2
DKKI1

DKK4

DSH
ECM
Eda
EDNRB
EGF
EGFR

EIF2

EPHR

ePK

ER
Erk

FAAH

FAK

FC

FES

FGF
FGFR

FRATI
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Diacilglicerin (diacylglyceroll)

Diszkoidin domén receptor kindz (discoidin domain receptor kinase)
Diszkoidin domén receptor 1 /2 (discoidin domain receptor 1/ 2)
Dickkopf Wnt jelatviteli tvonal gatld 1 (dickkopt WNT signaling
pathway inhibitor 1)

Dickkopf Wnt jelatviteli utvonal gatlé 4 (dickkopf WNT signaling
pathway inhibitor 4)

Dishevelled fehérje (dishevelled)

Extracellularis matrix (extracellular matrix)

Ektodiszplazia-A (ectodysplasin-A)

B tipusu endotelin receptor (endothelin receptor type B)
Epidermalis novekedési faktor (epidermal growth factor)
Epidermalis novekedési faktor receptor (epidermal growth factor
receptor)

Eukariota iniciacios faktor 2 (eukaryotic initiation factor 2)

Efrin receptor (ephrin receptor)

Eukariota protein kinaz katalitikus domén (eukaryotic protein kinase
catalytic domain)

Endoplazmatikus retikulum (endoplasmic reticulum)

Extracellularis jelet szabalyozo kinaz (extracellular signal-regulated
kinase)

Zsirsavamid-hidroldz (fatty acid amide hydrolase)

Fokalis adhézids kinaz (focal adhesion kinase)

Génexpresszios valtozas mértéke a kezelt csoportban a kontroll
csoporthoz viszonyitva (fold change)

Feline szarkoma, nem receptor tirozin-kinadz (feline sarcoma, non
receptor tyrosine kinase)

Fibroblaszt novekedési faktor (fibroblast growth factor)

Fibroblaszt novekedési faktor receptor (fibroblast growth factor
receptor)

Gyakran atrendezdédott fejlett T-sejt limfoma (frequently rearranged

in advanced T-cell lymphoma)



FREM2

FRK

FZD
GABRBI

GDF

GDF10

GEF

GIST

GLDN

Gli

GliA
Gm11225

GNAQ

GPCR
GRIP1

Gsk3
Gsk3p
GWAS

HDAC
HIFIA
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FRASI fehérjéhez kapcsolt extracellularis matrix fehérje 2 (FRAS1
related extracellular matrix protein 2)

Fyn-kapcsolt Src nem receptor tirozin-kindz alcsalad (fyn related Src
family tyrosine kinase)

Frizzled 7 transzmembran receptor (Frizzled receptor)
Gamma-amino-vajsav (GABA) A receptor, béta 1 alegysége
(gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, subunit beta 1)
Novekedési és differencialédasi faktor (growth and differentiation
factor)

Novekedési ¢s differencialodasi faktor 10 (growth differentiation
factor 10)

Guanin-nukleotid kicseré¢ld faktor (guanine nucleotide exchange
factor)

Gasztrointesztinalis sztroma tumor (gastrointestinal stromal tumor)
Gliomedin

Glioma-kapcsolt onkogén csalddba tartozd fehérje (glioma-
associated oncogene family member)

Gli aktivatorok

3-hidroxi-izobutirat dehidrogendz pszeudogén (predicted gene
11225, 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase pseudogene)

Guanin nukleotid koté fehérje, alfa q polipeptid (guanine nucleotide
binding protein, alpha q polypeptide)

G-protein kapcsolt receptor (G protein—coupled receptor)

Glutamat receptorral kolcsonhatd fehérje 1 (glutamate receptor
interacting protein 1)

Glikogén szintaz kindz-3 (glycogen synthase kinase 3)

Glikogén szintaz kindz 3 béta (glycogen synthase kinase 3 beta)
Genomszintli asszociacios vizsgalatok (genome-wide association
studies)

Hiszton deacetildz (histone deacetylases)

Hipoxia indukdcids faktor 1, alfa alegység (hypoxia inducible factor

1, alpha subunit)



HYDIN

IFT
IGF
INSR
IP3
JAK
JNK
Kif7

KLHL41
KSH
Lmr

logkFC

LRP

LTK

MAML
MARCH?7

MC3T3-El

M-CSF

MET

MKKs

mRNS

MSCs
MUSK
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HYDIN, axonéma centralis par apparatus fehérje (HYDIN, axonemal
central pair apparatus protein)

Intraflagellaris transzport (intraflagellar transport)

Inzulinszerti névekedési faktor (insulin-like growth factor)

Inzulin receptor csalad (insulin receptor and associated kinases)
Inozitol-1,4,5-trifoszfat (inositol 1,4,5-trisphosphate)

Janus kinaz (Janus kinase)

c-Jun N-terminalis kindz (c-Jun amino-terminal kinase)

Kinezin csalad 7. tagjaként ismert szabalyoz6 fehérje (kinesin family
member 7)

Kelch-szerti fehérjecsalad 41. tagja (Kelch-like 41)

Ko6zponti Statisztikai Hivatal

Lemur, receptor tirozin kindz (Lemur, receptor tyrosine kinase)

A kezelt csoportban a kontroll csoporthoz viszonyitott expresszios
valtozas mértékének logaritmusa (log Fold Change)

Alacsony denzitast lipoprotein kapcsolt fehérje (low-density
lipoprotein related protein)

Leukocita tirozin kinaz (leukocyte tyrosine kinase)
Mastermind-szerl fehérje (Mastermind-like)

Membrankotott ring ujj (C3HC4) 7, E3 ubiquitin fehérje ligaz
(membrane-associated ring finger (C3HC4) 7, E3 ubiquitin protein
ligase)

Egér oszteoblaszt sejtvonal (mouse osteoblastic cell line)

Makrofag kolonia stimuléléd faktor (macrophage-colony stimulating
factor)

MET proto-onkogén, receptor tirozin-kindz (MET proto-oncogene,
receptor tyrosine kinase)

MAPK jelatviteli Gtvonalak (MAPK pathway member-encoding
genes kinases-p38 MAPK)

Hirvivo ribonukleinsav (messenger ribonucleic acid)
Mezenchimalis 6ssejtek (mesenchymal stem cells)

Izom specifikus kinaz (muscle-specific kinase)



MYO3B
NANOG
NECD
NFAT
NICD
NLK
NRCAM
NYAP2

OPG
0SX
p38-MAPK

PBS
PCP
PDE
PDGF

PDGF-R

PKA
PKC
PLC
Ptc
Ptch
PTH
PTHrP

RAD23B
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Miozin IIIB (Myosin I1IB)

Nanog homeobox

Notch receptor extracellularis doménje (Notch extracellular domain)
aktivalt T sejtek nuklearis faktora (Nuclear factor of activated T cells)
Notch intracellularis doménje (Notch intracellular domain)
Nemo-szerii kindz (Nemo-like kinase)

Neuronalis sejt adhézios molekula (Neuronal cell adhesion molecule)
Neuronalis  tirozin-foszforilalt foszfoinozitid-3-kindz adaptor2
(Neuronal  tyrosine-phosphorylated  phosphoinositide-3-kinase
adaptor2)

Oszteoprotegerin (osteoprotegerin)

Oszterix (osterix)

p38 mitogén aktivalt protein kinadz (p38 mitogen-activated protein
kinase)

Foszfattal pufferelt sboldat (phosphate buffered saline)

Polaris sejt polaritas (planer cell polarity)

Foszfodiészteraz (phosphodiesterase)

Vérlemezke / trombocita eredetli novekedési faktor (platelet-derived
growth factor)

Vérlemezke / trombocita eredetli ndvekedési faktor receptor
(platelet-derived growth factor receptor)

Protein kindz A (protein kinase A)

Protein kindz C (protein kinase C)

Foszfolipaz C (phospholipase C)

Patched

Patched receptor

Parathormon (parathyroid hormone)

Parathormon-szeri peptid / protein (parathyroid hormone-related
protein)

RAD23 homolog B (élesztd gomba) (RAD23 homolog B (S.

cerevisiae))

10



RANK

RANKL

RBPjk

RELN

RGC
RNA-Seq
ROCK
ROR

ROR2

ROS

RPL17
RPL39
RPS23
R-SMAD
RT-PCR

RUNX2

RYK

SCF

SEV
sFRPs 1-5
SLITRKS
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Receptoraktivator nuklearis faktor kB (receptor activator of nuclear
factor kB)

Receptoraktivator nuklearis faktor x ligand (receptor activator of
nuclear factor kB ligand)

Immunoglobulin kappa J régi6 rekombinacids jel kotd fehérjéje
(recombination signal binding protein for immunoglobulin kappa J
region)

Reelin

RET receptor tirozin-kinaz (RET receptor tyrosine kinase)

Receptor guanilat cikldzok csoportja (receptor guanylate cyclases)
RNS szekvenalas (RNA sequencing)

Rho-asszocialt protein kindz (Rho-associated protein kinase)

Arva receptor, receptor tirozin-kinaz (receptor orphan, receptor
tyrosine kinase)

Receptor tirozin-kinaz szerii arva receptor 2 (receptor tyrosine kinase
like orphan receptor 2)

ROS protoonkogén, receptor tirozin kindz (ROS proto-oncogene,
receptor tyrosine kinase)

riboszomalis protein L17 (ribosomal protein L.17)

Riboszémalis protein L39 (ribosomal protein L39)

Riboszémalis fehérje S23 (ribosomal protein S23)

receptor szabalyozott SMAD fehérjék (receptor regulated SMADs)
Reverz transzkripci6 medidlta PCR meghatarozas (reverse
transcription polymerase chain reaction)

Runt kotott transzkripcids faktor 2 (runt-related transcription factor-
2)

Receptor-szert tirozin kinaz (receptor-like tyrosine kinase)

Ossejt faktor (stem cell factor)

Sevenless receptor tirozin-kinaz (sevenless receptor tyrosine kinase)
Frizzled-kapcsolt fehérjék 1-5 (frizzled-related proteins 1-5)

SLIT és NTRK-szerti csalad, 5. tagja (SLIT and NTRK-like family,

member 5)

11



SMAD

Smo

SMURF1

SMURF?2

SRB
SRC

STE

STXBP5SL
Sufu
Syk

TABI
TAK1
Tec

TGF
TGFBR2
TGFp

TIE

TK
TKL
TNF
Trk
VEGF
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C. elegans protein (Sma) és Drosophila protein (MAD) homolog
(Sma and Mad related family)

Smoothed fehérje (smoothed)

SMAD specifikus E3 ubikvitin fehérje ligaz 1 (SMAD specific E3
ubiquitin protein ligase 1)

SMAD specifikus E3 ubikvitin fehérje ligdz 2 (SMAD specific E3
ubiquitin protein ligase 2)

Szulfrodamin-B (sulforhodamine-B)

Szarkdma nem receptor tirozin-kindz (Src non receptor tyrosine
kinase)

Sterile 7, Sterile 11, Sterile 20 ¢éleszté kindz homoldgok (homologs
of yeast Sterile 7, Sterile 11, Sterile 20 kinases)

Syntaxin k6to fehérje 5-szertli (syntaxin binding protein 5-like)
Fused homolég szupresszor (suppressor of fused homologue)
Spleen nem receptor tirozin kindz (spleen non receptor tyrosine
kinase)

TAKI1-kotd fehérje 1 (TAK1-binding protein 1)

TGF-B-aktivalt kinaz 1 (TGF-B-Activated Kinase 1)

Tec protein tirozin kinaz (tec protein tyrosine kinase)

Transzformald novekedési faktor (transforming growth factor)

2-es tipust TGF-béta receptor (TGF-beta receptor type-2)
Transzformald novekedési faktor béta (transforming growth factor
beta)

Tirozin-kinaz receptor az endothelidlis sejtekben (endothelial
receptor tyrosine kinase)

Tirozin-kinaz (tyrosine kinase)

Tirozin-kinaz szerii (tyrosine kinase-like)

Tumor nekrozis faktor

Tropomizin receptor tirozin-kindz (tropomyosin tyrosine kinase)
Vaszkularis endothelidlis novekedési faktor (vascular endothelial

growth factor)
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Vaszkularis endothelidlis ndvekedési faktor receptor (vascular
endothelial growth factor receptor)

Nagyon alacsony denzitast lipoprotein receptor (very low density
lipoprotein receptor)

Wnt gatlo faktor 1 (Wnt inhibitory factor 1)

Wingless, a Wnt rovidités a Wnt csalad elso két felfedezett tagjanak
(int-1, wingless) a név Osszetételébdl szarmazik

Teljes transzkriptoéma analizis (whole transcriptome analysis)

Cink ujj fehérje 184 (Zinc finger protein 184)

Béta-transzducin ismétlddéseket tartalmazo E3 ubiquitin protein
ligaz (beta-transducin repeat containing E3 ubiquitin protein ligase)

7 transzmembran receptor (7 transmembrane receptor)
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2. Bevezetés

Jelen tanulmany Iétrejottét a nemzetkdzi szakirodalomban ismertetett, tirozin-kindz
gatlokkal végzett tanulmanyok megfigyelései motivaltak. Szamos klinikai vizsgalat
igazolta, hogy egyes onkohematologiai betegségek kezelésében hasznalt Breakpoint
Cluster Region-Abelson fuzids onkofehérje (BCR-ABL) specifikus tirozin-kindz gatlok,
mint példaul az imatinib, hatdssal vannak a csontanyagcserére. A kezdeti kutatdsok soran,
tobb tudoményos munka szamolt be arrél, hogy hatasukra jelent0s csonttdmeg
novekedést figyeltek meg [1-11]. De a folyamatok pontos hatdsmechanizmusairdl €s a
jelatviteli utak mitkédésének valtozasairdl kevés ismeret allt rendelkezésre.

A jelatviteli utvonalaknak a feltardsara az utobbi évek moddszertani fejlodése révén
korszerii 1j modszerek valtak elérhetové. Jelen teriilet a tudomany egyik 1j, dinamikusan
fejlodd teriilete, amely megoldast kinalhat kiilonbozé betegségek hatékonyabb
gyogyitasara. Akar, egyénre szabott modon.

Jelen kutatas célja, az imatinib és a BCR-ABL gatlasra szelektivebb nilotinib egér
oszteoblaszt sejtek génkifejezddéseire gyakorolt hatasainak vizsgéalata in vitro
rendszerben transzkriptomikai szinten. A teljes transzkriptoma analizis sordn a sejtben
kifejez6dd O0sszes mRNS szintjét kvantitativ médon meghatarozva kialakithatdo az a
géncsoport, mely a hasznalt tirozin-kinaz gatlok hatasara a csontsejtekben eltéré médon
expresszalodik. Ezekbdl a génekbdl jelatviteli ttvonal analizis végezhetd. Az ttvonal-
analizissel azonositott jelatviteli utvonalak, top upstream regulatorok és top molekulak
hozzajarulnak a tirozin-kindz géatlok oszteoblaszt sejtek génkifejezddéseire gyakorolt

hat4sainak mélyebb megértéséhez.
2.1. A csontszovet felépitése és szerepe

A csont egy dinamikusan valtozoé €16 szovet, meghatarozza a test alakjat, és biztositja az
izmok eredési ¢és tapadasi helyeit. Szilardsaganak kdoszonhetéen, mint passziv
mozgasszerv, részt vesz a mozgas tdmogatasaban, ¢s a szervek védelmében. Ezen kiviil
részt vesz az asvanyi anyag homeosztazishoz kapcsoldodod metabolikus folyamatokban, az
ionok raktdrozasdban ¢és anyagcseréjében, valamint a vérképzésben ¢és az
immunvédelemben is [12, 13]. A csonthomeosztazist, mechanikai-, kémiai-, elektromos-

€s magneses hatasok révén kialakult, extracellularis jelek hatasara, a csontsejtekben
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(oszteoblaszt, oszteocita, oszteoklaszt) aktivalodott jelatviteli titvonalak &ltal indukalt
kémiai folyamatok sokasdga hatarozza meg [12]. A csontszovetet felépitd csontsejtek
harom tipusat kiilonbdztetjiik meg: oszteocita, oszteoblaszt és oszteoklaszt sejtek.

Mivel munkank sordn oszteoblaszt sejteket vizsgaltunk, ezért ennek a sejttipusnak a

bemutatdsara részletesebben kitérek.

2.1.1. Oszteocitak

Az érett csontszovetben az oszteocitdk fordulnak elé a legnagyobb mennyiségben. A
canaliculusokban elhelyezkedd nyulvanyaikon keresztiil halozatot alkotd lacunakban
talalhatd oszteocitdk, a csontépitd oszteoblaszt sejtekbdl keletkeznek. Az oszteocitdk
lapos, nyujtott sejtek, sejtmagjuk sotét €s sok kromatint tartalmaz. Ezek a sejtek, a csontra
hato mechanikai és kémiai hatasok receptorai. Hatassal vannak tobbek kozott a
remodelingre, a mineralizalddott csontszovet anyagcesere-szabalyozasara €s a csontszovet

tdpanyag-ellatasara is [13].

2.1.2. Oszteoklasztok

A csontsejtek masik nagy tipusa a csontbont6 oszteoklaszt sejtek. Az oszteoklaszt sejtek
pluripotens haemapoetikus dssejtekbdl tobb 1épcsds folyamatban alakulnak ki. Habar
léteznek egy magvu oszteoklaszt sejtek is, altalaban tobb mononuklearis oszteoklaszt
kozotti allomanyat bontja le. A szervetlen allomanyt savas kémhatés 1étrehozasaval, az
igy szabadda valt szerves allomanyt pedig enzimei segitségével bontja le [13]. Az
oszteoklasztok a csontbontds mellett, immunologiai és hematologiai folyamatok

szabalyozasaban is részt vesznek [13].

2.1.3. Oszteoblasztok

Az oszteoblasztok korlatlan osztodasra képes multipotens mezenchimalis &ssejtekbdl
(MSCs) szarmaznak. Az MSCs az embrionalis ¢élet soran alakulnak ki a mezodermabdl,
azonban a kifejlett egyedekben mar nem alkotnak kiilon szovetet, viszont megtalalhatok
tobb szovet tipusban is (példaul: csontveld, periférids vér, fogpulpa, Iép,
koldokzsinorvér). A csontveld Ossejteknek fontos szerepe van a csont anabolikus
folyamataiban [15]. A csontvel6i mezenchimalis dssejtek aszimmetrikus osztodas révén

onmegujulasra, valamint lednysejt és toObbféle progenitor sejten keresztiil kiilonb6zo sejt
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differencidlodésra (példaul: oszteoblaszt, oszteocita, adipocita €s kondrocita) is képesek.
Transzkripcios faktorok és egyéb befolyasold tényezok hatasatol fiiggden alakul ki beldle
az adott sejttipus. Az Ossejtekbdl leanysejteken keresztiil kialakulo, korlatozott
onmegujulasra képes oszteokondralis bipotens progenitor sejtekbdl oszterix (OSX) és
runt kotott transzkripeios faktorok (RUNX2) jelenlétében preoszteoblaszt sejtek, végiil
oszteoblaszt sejtek lesznek. Az érett oszteoblasztok tovabb mar nem osztédnak. Az
oszteoblasztogenezis, azaz az oszteoblasztok kialakuldsa és a csontképzés Osszetett,
bonyolult folyamatok eredménye, melyek soran szdmos szignalfehérje, ndvekedési faktor
¢s hormon vesz részt. A lejatszodo folyamatok részletei még teljesen nem ismertek.

Az oszteoblaszt sejtek 15-20 pm atmérdjli, mononuklearis, sejtszervecskékben gazdag,
kob alaku, aktiv anyagcserét folytatd sejtek. Egy csontképzd helyen, egy rétegben,
rendezetten, egymas mellett altalaban 100-400 sejtbdl allo csoportok helyezkednek el az
¢épiild csont felszinen. A kerek sejtmag a csontfelszinnel ellentétes oldalon talalhatd. A
sejtmagban taldlhaté nukledluszok szdma 1-3 lehet. A sejtmag és a sejt apikalis része
kozott szamos sacculussal rendelkezé fejlett Golgi-késziilék, €és tobb endoplazmatikus
retikulum is elhelyezkedik. Az oszteoblaszt sejtek kozott a jelatvitel nyulvanyaikon
keresztiil vagy gap junctionokon keresztiil valosul meg [13].

Az oszteoblaszt sejtek miikodését parakrin (példaul: TGFP csalad, FGF-ek, IGF-ek,
BMP-k, IL-6), autokrin (példaul: TGFp csalad, FGF-ek, IGF-ek, BMP-k, PDGF) ¢és
endokrin (példaul: parathormon, gliikokortikoid, kalcitonin, inzulin, D vitamin) faktorok
is befolyasoljak. Plazmamembranjdhoz nagy mennyiségben kotddnek altaluk termelt
csont specifikus enzimek (példaul: a csontmineralizaciés folyamatokban fontos alkalikus
foszfatdz (ALP), csontreszorpcidoban résztvevd kolonia stimuldld faktor 1 (CSF1),
receptoraktivator nukledris faktor k ligand (RANKL), citokinek). Az oszteoblasztok
foként I tipust kollagént, és nem kollagén tipusu fehérjéket (példaul: oszteokalcin (az
extracellularis matrixfehérjék 1%-a), oszteonektin, oszteopontin, csont szialoprotein)
termelnek. A preoszteoblaszt és az érett oszteoblaszt sejtek fejlédése soran az ALP, csont
szialoprotein, kollagén, oszteokalcin, oszteopontin fontos markerek. Az oszteoblasztok
csont-anyagcserét szabalyozo faktorokat is termelnek, mit példaul, csont morfogenetikus
proteinek (BMP), trombocita novekedési faktorok (PDGF), béta transzformald
novekedési faktorok (TGFP), fibroblaszt ndvekedési faktorok (BFGF), inzulinszerii
novekedési faktorok (IGF). A foként oszteoblasztok altal termelt [16-18], csontszdvetben
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talalhat6 novekedési faktorok, a nem kollagén fehérjék kevesebb, mint 1%-at alkotjak, de
az oszteoblaszt és oszteoklaszt sejtek miikddésének befolyasolasan keresztiil, a csontsejt
metabolizmus nagyon fontos szabalyozodi [16]. A csontépités folyaman beépiilnek az
extracellularis matrixba [19], és a matrixba épililve maradnak a remodeling vagy egy
trauma hatésara bekovetkezett kioldodasukig [16]. Habar egyelére nem ismerjiik még az
Osszes novekedési faktort, szamos csontanyagcser¢hez kothetd faktort sikeriilt mar
azonositani (példaul: BMP, EGF, FGF, IGF, PDGF, TGF, VEGF). A csontanyagcseréhez
kothetd, fobb novekedési faktorok 0sszefoglalasa a 1. tablazatban lathato.

Csontépitd sejtként az oszteoblasztok f6 feladata, egy mar 1étezd feliileten, az
extracellularis matrix kialakitadsa. Az extracellularis matrix, a sejtek altal termelt és ezt
kovetden a sejten kiviili térbe jutatott molekuldk 6sszessége, ami a koriilotte 1€vo sejtek,
szerkezeti tdAmogatasat ¢s biokémiai folyamatait segiti. Segiti példaul a sejt adhéziot és a
sejtek kozotti kommunikaciot (példaul a proteinglikanok negyedleges szerkezetiikkel és
toltéstikkel tamogatjdk a vizterek kialakuldsat az extracelluldris matrixban, ennek
koszonhetden pedig segitik a sejtek kozotti kommunikacidohoz €és az anyagcseréhez
(tapanyag bejutédsat a sejtbe €s az anyagcsere végtermékek kijutasat) sziikséges molekulak
anyagokbol ¢és rostokbol all. A csontsejtek altal szekretalt molekuldk, dinamikus
halézatabol 4llo extracelluldris matrixhoz a sejtek transzmembran fehérjéikkel
kapcsolddnak [19].

Az oszteoblasztok altal 1étrehozott nem kalcifikalt csontmatrix fehérjéket kot meg a
keringésbdl és 1étrejon a gélszerli oszteiod. A sejt szekrécids oldalan 1évé citoplazma
nyulvanyai, mélyen behatolnak az oszteoid matrixba, ahol kapcsolatot hoznak 1étre az
oszteocitdk nyulvanyaival. 10 nap mulva megkezdédnek a csont szilardsagat biztositd
mineralizacios folyamatok, azaz az asvanyi anyag lerakodas, kalciumbol és foszforbol
all6 hidroxiapatit kristalyok beépiilésével. Ennek hatdsara az Gjonnan képzddott csontnél
is kialakulnak a csontra jellemzdé mechanikai tulajdonsagok. Az oszteoblaszt sejtek egy
része (koriilbeliil 15%-a) beépiil az altaluk termelt csontmatrixba, ahol lacunat hoznak
létre magunknak, és oszteocitava alakulnak, mig masik résziik csontfelszini ellapult

szegélysejté alakul at.
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Az oszteoblasztok szerepe a csontreszorpcidban

Habar az oszteoblasztok f6 feladata a csontépités, fontos szerepet toltenek be a
csontreszorpcidohoz kapcsolodd folyamatokban is. Szamos reszorpciot stimulald anyag
(parathormon (PTH), prosztaglandin, szteroid, 0Osztrogén, Ds-vitamin, integrin
molekulak, citokinek) oszteoblaszt receptorokhoz kotddik. Ezen kiviil expresszalnak
citokineket, CSFIl-et, RANKL-t. A RANKL kozponti szerepet jatszik az
oszteoklasztogenezis parakrin aktivaciojaban a RANK-RANKL rendszeren keresztiil. Az
oszteoblasztok altal expresszalt RANKL, lehasad az oszteoblaszt felszinérdl és bekot az
oszteoklasztok felszinén 16vé RANK-hoz. igy a RANKL a RANK receptoron keresztiil
aktivalja az oszteoklasztogenezist. Ugyanakkor, a szintén oszteoblasztok altal termelt
szolubilis RANKL receptorként haté oszteoprotegerin (OPG) RANKL-hoz k&tédve,
megakadalyozza a RNAKL-RANK kapcsolodast igy gatolja az oszteoklasztok
keletkezését [13].

elokészitik a csontfelszint az oszteoklasztoknak [12].

A modeling soran az épitd és bontd folyamatok nem kapcsoldédnak szorosan egymashoz.
Ezzel szemben a remodelingben a reszorpci6 €s formacid szoros és rendkiviil Osszetett

kapcsolata figyelheté meg.
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1. tablazat A csontszovet novekedését stimulalo novekedési faktorok. A csont a

novekedési faktorok raktdra. A csontokban taldlhatdé novekedési faktorok tobbsége

tamogatja a csontépitési folyamatokat. Termelddésiiket a helyi mechanikus stressz és a

szisztémas hormonok egyarant befolydsoljak. A novekedési faktorok, specidlis

sejtfelszini receptoraikhoz kotddve, dsszetett sejten beliili jelatviteli folyamatok hatasara,

a sejtmagban létrejott génaktivacion illetve inaktivacion keresztiil, szdmos sejtszintli

folyamat szabalyozasdban vesznek részt [16, 19, 20] (példaul: sejtnovekedés [19],

sejtérés, proliferacio [16, 17, 20], differencialddas [16, 17, 19, 20], talélés [19], osztodas

[19], migracid [16, 20], sejt replikécio [16], génexpresszio [16, 20], szekrécios miitkodés

[16], metabolizmus [16], csontgyogyulés [16, 19, 21]).

Novekedési Receptor Rovid leiras
faktor csoport

BMP (csont | szerin / treonin | A BMP csalad a TGFp szupercsaladba tartozik. Erés csontszovet

morfogenikus kinaz novekedést indukal, de szamos mas szovet (példaul: porc)

fehérje) novekedésére is hat. Szabalyozza a ndvekedést, a differencialodast
és az apoptozist. Tamogatjak példaul a MSCs, sejtek
differenciadlodasat oszteoprogenitor sejtekké, ¢és serkenti azok
oszteoblaszt sejtvonalla differencialédasat [16]. Oszteoinduktiv
fehérjékként, fontos szerepilk van a csontndvekedés és a
csontgyodgyulas lokalis folyamataiban [17]. A torés gyogyulas korai
szakaszaban is megfigyelték az expresszalodasukat [16].

EGF Tirozin-kinaz Fontos szerepe van szamos  sejttipus  ndvekedésében,

(epidermalis (EGFR) proliferaciojaban  és  differencialodasaban. A gydgyulasi

novekedési folyamatokban vesz részt [20].

faktor)

FGF (fibroblaszt | Tirozin-kindz A csontmatrixban taldlhatd bazikus FGF (FGF2) mennyisége

novekedési (FGFR) nagyobb, mint a savas FGF (FGF1) mennyisége [16]. Erds

faktor) angiogén faktor és mitogén [16]. Az FGF2 tamogatja az
oszteoblaszt sejtek proliferacigjat. Aktivalja az oszteoblaszt
sejteket. Tamogatja a csontépitést és részt vesz a
csontregeneracioban. Mas ndvekedési faktorok szintézisét is
stimulaljak. Szamos sejt (epitélialis sejt, miocita, kondrocita,
oszteoblaszt) ndvekedését és differencialodasat tamogatjak.

IGF Tirozin-kinaz A csontmatrixban taladlhaté IGFII mennyisége nagyobb. mint az

(inzulinszerti (IGFR) IGFI mennyisége [16]. Angiogenikus novekedési faktorok.
Stimulaljak az oszteoprogenitor sejtek proliferacigjat és
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novekedési differencialodasat [16]. Részt vesznek a csontregeneracioban és

faktor) csontgyogyulast indukalnak. Tamogatjak a csontndvekedést [17].
Az IGFII serkenti az I-es tipust kollagén termel6dését.

PDGF Tirozin-kinaz Hatisa van a csontképzddéssel kapcsolatos biokémiai

(vérlemezke (PDGFR) folyamatokra. Angiogenikus ndvekedési faktor, és mitogén hatasa

eredetli van a csontsejtekre. A sejtek novekedését és osztodasat

novekedési szabalyozza. Szabalyozza a mezenchimalis sejtek ndvekedését is.

faktor) Stimulalja az oszteoblaszt proliferaciot. Részt vesz az oszteoblaszt
sejtek reszorpcids ,lyukba” torténd kemotaktikus migracidjanak
tamogatasaban [16]. Serkenti a matrix protein szintézist [16]. Részt
vesz a csont regeneracidban és csontgyogyulast indukal.

TGF Szerin / treonin | Multifunkciés nagy fehérje géncsalad. A TGFp angiogenikus

(transzformald kinéaz novekedési faktort a csont és a vérlemezkék nagy mennyiségben

novekedési tartalmazzak. Legnagyobb mennyiségben a csontokban talalhato.

faktor) Szabalyozza a MSCs, az oszteoprogenitor valamint az oszteoblaszt
sejtek proliferaciojat, differencidlodasat, novekedését ¢és a
metabolizmusat. Az oszteoblaszt és oszteoklaszt sejtek egyarant
szintetizaljak és érzékelik. Az oszteoblaszt sejteknek van a legtdbb
TGEFp receptora. Tamogatja az oszteoblaszt sejtek kemotaktikus
migracigjat a reszorpcids ,,lyukba” [16]. Noveli a csontslirtiséget
[20] és stimulalja a csontépitést [16]. Részt vesz a
csontndvekedésben, a csontregeneracioban, és csontgydgyuldst
indukal.

VEGF Tirozin-kinaz Angiogenikus ndvekedési faktor, részt vesz a csont

(vaszkularis (VEGFR) regeneracioban, és csontgyogyulast indukal.

endotelialis

ndvekedési

faktor)

2.2. Jelatviteli utvonalak

A jelatviteli utvonalak meghatarozo szerepet toltenek be az oszteoklaszt és oszteoblaszt

sejtek mikodésének szabalyozasaban, ezaltal a csontszévet valamennyi tulajdonsaganak

(példaul: csont dsvanyianyag-tartalom, csontsiirliség, csonttdmeg) kialakitasaban.

A csont-homesztazisanak fenntartasa szigora szabalyozast igényel, ezért az oszteoblaszt

¢s oszteoklaszt sejtek differencialodasat és miikddését, tobb jelatviteli rendszer is
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szabalyozza. Az oszteoblaszt csontépitést szabalyozo jelatviteli ttvonalak kdz¢ tartozik
tobbek kozott a Wnt, aktivin A, BMP, PTH, PTHrP, nitroglicerin, TGF-p, Hedgehog ¢és
az FGF is. A oszteoblaszt csontépitéshez kapcsolodd utvonalak koziil, csak a
legjelentésebb utvonalak (Hedgehog, Wnt, Notch, TGF-f, BMP) révid bemutatasara
térek ki.

2.2.1. Hedgehog jelatvitel

A Hedgehog jelatvitelnek fontos szerepe van a csontfejlédésben és a homeosztazisban.
Az emlésokben jelenlévé Hedgehog homoldg fehérjék (sonic hedgehog, indian
hedgehog, desert hedgehog [22]) altal kozvetitett jelatvitel hat a sejtproliferaciora és
differencialodasra [22]. A Hedgehog utvonal nem megfeleld0 miikddése sulyos
csontbetegségek kialakulasat eredményezheti (példaul: tumor képzddés) [22].

A jelatvitelben résztvevd komponensek mozgésanak, valds idejii és fiziologids szintli
kovetésére egyeldre nincsenek kidolgozott moédszerek, ezért a folyamat teljes részletében
még nem ismert [23]. A kiilon sejt organellumot (elsédleges csillot) igényld, emldsoknél
azonositott jelatvitel {6 komponensei, a Hedgehog fehérjék, a 12 transzmembran (TM)
régidt tartalmazo6 Patched (Ptch) receptor, a 7 TM régiobdl allé6 Smoothed (Smo) fehérje,
kindzok, Glioma-kapcsolt onkogén csaladba tartoz6 (Gli) transzkripcids faktorok, béta-
transzducin ismétlédéseket tartalmazo E3 ubikvitin protein ligaz (B-Trcp), valamint a
fused homolog szupresszor (Sufu) és kinezin csalad 7. tagjaként ismert szabalyozd
fehérjek (Kif7). A Sufu és Kif7 az emlds Hedgehog jelatvitel két kulcs szabalyozoja [23].
A Sufu negativan, mig a Kif7 pozitivan és negativan is képes szabalyozni a jelatvitelt
[23]. Az utvonal aktivacidja sejt-sejt kapcsolattal, valamint szolubilis liganddal is
1étrejohet [22].

Hedgehog fehérje hianyaban, a Ptch receptor gatolja a citoplazmaban elhelyezkedé Smo
fehérjét. Ebben az esetben a foszforilalt Gli fehérjék, a B-Trep, a Kif7, a kinazok (protein
kindz A (PKA), kazein kindz 1 (CK1), glikogén szintaz kinaz-3 béta (Gsk3p)) és a Sufu
az elsddleges csilld alapjanal helyezkednek el [22, 23]. A Sufu negativan szabalyozza a
jelatvitelt a citoplazmaban azaltal, hogy gatolja a Gli2 transzkripcios aktivator aktivitasat
[23], valamint azaltal, hogy a Gli3 fehérjék aktivator és represszor formdjanak
egyensulyat, a represszor forma iranyaba tolja el, és ezzel gatolja a Gli3 fehérjék

transzkripcids aktivatorra alakuldsat [23]. A PKA akadélyozza a teljes hosszusagu Gli2
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crer

PKA, GSK3p, CK1 foszforilaljak a teljes hosszsagu Gli3 fehérjét. A foszforilalt Gli3
fehérjét a B-Trep felismeri, hozzakstddik, €s az ubikvitinaciot kovetden a Gli3 fehérje
proteaszomaba keriil. A Kif7 ¢és a kindzok a jelatvitelt azaltal gatoljak [22], hogy
tdmogatjdk a Gli3 transzkripcids faktor proteaszéma altal kozvetitett proteolitikus
folyamatait, melynek kovetkeztében a létrejott represszor hatassal rendelkezd GliR
gatolja, a Hedgehog target gének expresszidjat a sejtmagban [23]. Ezen események
egyiittesen biztositjak a Hedgehog jelatvitel gatoltsagat a ligand hianya esetén.

Hedgehog ligand jelenlétében a ligand bekot a Ptch receptorhoz és az Smo gatlas
megszlinik. Ennek hatasara az Smo felhalmozodik a csill6 membranjaban és
foszforilalodik. Ez felfiiggeszti a PKA mikodését, €s ezaltal a Kif7-Gli-Sufu komplex a
csillo alapjatol a csilld tetejébe vandorol intraflagelldris transzporttal (IFT=kétirdnyu
mozgas a mikrotubulusokban) [22]. A Gli2/3 csilloba jutasat a Kif7 is tdmogatja [23].
Aktivalt Hedgehog jelatvitel esetén a Kif7 feldusul a csillo tetejénél [23]. A folyamatban
a Kif7 nemcsak a fehérje vandorlast segiti, hanem gatolja a Sufu mukodését is, és a
kotések felbomlasat is tAmogatja a Gli 2/3 €és Sufu kozott [22]. A Gli2/3 akkumulacidja a
csillo tetejénél Osszefiigg a Gli aktivatorok (GliA) termelddésével [23]. A Hedgehog
utvonal aktivaldédasakor a GliR gyartas gatolt, és a teljes hosszusagu Gli proteinekbdl
(féleg Gli2) GliA aktivatorok képzddnek. A GliA visszavandorol a sejtmagba, ahol
aktivalja a Hedgehog target gének expressziojat (példaul: Ptchl, Glil, Hhipl) [22, 23].
Ezért az Smo felhalmozddasa az elsddleges csillon, egyiitt jar a csillo tetejénél, valamint
a sejtmagban a Gli fehérjék mennyiségének megnovekedésével [23]. A Gli fehérjék
aktivalodasanak részletei még nem teljesen ismertek. A Hedgehog jelatvitel sematikus

Osszefoglalojat a 1. dbra mutatja be.
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2.2.2. Whnt jelatvitel

Az evolucidsan erdsen konzervalt wingless (Wnt) autokirn vagy parakrin jelatvitel
megannyi sejttipus, szdmos sejtszintii folyamataira van hatdssal, mint példaul a
proliferacid, differencialodas, polaritas, migracio, apoptozis. Szamos kiilonbozo
folyamatban azonositottdk mar a szerepiiket (példaul: embridgenezis, szervfejlodés,
tumorképzddés). A Wnt utvonalak fontos szerepet jatszanak tovabba a trabekularis és a
kortikalis csontképzddés stimuldlasaban, a csonttdmeg, valamint a csont asvanyianyag-
tartalom kialakuldsaban is. A Wnt utvonalak egyarant hatnak a modeling sordan az
intramembrandzus ¢és endokondralis csontépitésre, valamint a remodeling soran a
csontépités és reszorpciod egyensulyara, az oszteoblaszt és az oszteoklaszt képzodés és
miikodés befolyasolasan keresztiil.

A Wnt csalddhoz tartoz6 19 szekretalt glikoprotein receptorai a Frizzled (FZD) 7 TM G-
protein kapcsolt receptorok (GPCR), valamint az egyes utvonalak aktivalédasdhoz
sziikséges tarsreceptorok (példaul: alacsony denzitasu lipoprotein kapcsolt fehérje (LRP),
receptor-szerl tirozin-kindz (RYK) vagy a receptor tirozin-kindz szer(i arva receptor 2
(ROR2)). Mivel 19 kiilonb6z6 Wnt ligandot, 10 kiilonb6z6 7 TM FZD receptort és 3 LRP
(LRP4-6) tars receptort kiilonboztetiink meg, ezért az utvonal nagyon Gsszetett. Attol
fliggden, hogy melyik Wnt fehérje aktivalja az adott Gtvonalat, a csontsejtekre gyakorolt
hatas kiilonb6z6 lehet (példaul: a WNTS5a tdmogatja, mig a WNT4, WNT16 gétolja a
RANKL indukalta oszteoklaszt képzddést [24]). Az utvonal aktivalodasdnak mértékét

szamos gatldo molekula jelenléte moddosithatja. Az utvonal 0Osszetettségét tovabb
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bonyolitja, hogy a Wnt utvonalaknak tobb fajtaja van. Megkiilonbozetiink p-katenin
fiiggd kanonikus utvonalat, illetve B-katenintél és LRP-t6l fiiggetlen nem kanonikus
polaris sejt polaritds (PCP)-, valamint Wnt/kalcium utvonalakat. Ezek interakcioba
Iéphetnek egymassal is és mas utvonalakkal is [24].

A Wnt jelatvitel gatlasa tobbféleképpen is torténhet. Vagy a Wnt ligandhoz kétddnek
gatlo molekulak (mint példaul: Frizzled-kapcsolt fehérjék (sFRPs 1-5), WNT gatl6 faktor
1 (WIF1)) ami egyarant vezethet a kanonikus és nem kanonikus utvonalak gatlasdhoz is,
vagy a gatlé molekulak (példaul: szklerosztin vagy a Dickkopf 1 (DKKI1) fehérje) az
LRP-FZD receptor kapcsolat kialakuldsainak megakadalyozéasaval, a kanonikus Wnt
jelatvitelt gatoljak.

2.2.2.1. B-katenin fiigg6 kanonikus Wnt jelatvitel

Ez az Gtvonal a géntranszkripciot szabalyozza.

Amikor az FZD és az LRP nem kotédik a Wnt ligandhoz a B-katenin szintje a citoszolban
alacsonyan van, mert egy Axin- glikogén szintaz kinaz-3 (Gsk3) - CK1- vastagbél
adenomatous polyposis (APC) heterotetramer komplex Gsk3 tagja az tUjonnan
szintetizdlod6 PB-katenineket és az Axin molekuldkat foszforildlja. A foszforilalt (-
kateninek ubikvitinalédnak €s a proteaszoémaban degradalodnak.

Ha a Wnt ligand bekotddik az FZD ¢és az LRP receptorokhoz, a kanonikus utvonal
aktivalodik. Az FZD intracelluldris részével hozza kotddik a dishevelled (DSH)
fehérjéhez, ami doménjeinek foszforilaciojaval aktivalodik, és a Gsk3 foszforilalasaval,
gatolja annak mikddését [25]. Az Axin a komplexbdl kilépve, a gyakran atrendez6dott
fejlett T-sejt limfoma (FRAT1) proto-onkogénnel egylitt hozzakotddik az LRP-hez, és az
LRP foszforilaloédik. A Gsk3 gatlasaval, a nem foszforilalt B-kateninek felhalmozddnak
a citoplazmaban ¢és bekeriilnek a sejtmagba, ahol a TCF/LEF transzkripcios faktor
inhibitorat (Goucho) leszoritjak, és a B-kateninek kdtddnek a transzkripcios faktorhoz. A
TCF/LEF transzkripciés faktorokat kotd DNS szakaszokhoz (reszponziv elemekhez)
kotddéssel, az oszteoblaszt sejtekben, olyan gének transzkripcidja indukalodhat, amik az
oszteoblaszt differencialédasban és a csontépitésben vesznek részt [24]. Példaul a
kanonikus Wnt jelatvitel az OPG expressziot transzkripcios szinten tdmogathatja a -

katenin / TCF komplex OPG promoterhez kotddésével. A Wnt indukélta Runx2

crer
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2.2.2.2. Nem kanonikus PCP jelatvitel

A sejt alakjat meghatarozo citoszkeletont szabalyozza.

A PCP utvonal B-katenint6l és LRP-tdl fiiggetlen. Ebben az utvonalban a Wnt ligand
receptora a kanonikus Utvonalndl megismert FZD, transzmembran tars receptora viszont
vagy a RYK vagy a ROR2. A PCP utvonal aktivalodésa esetén a Wnt/FZD/(RYK vagy
ROR?2) receptor heterotrimer komplex aktivalja a DSH fehérjét a citoplazmaban, ami a
Dishevelled-kapcsolt morfogenezis 1 aktivator (DAAMI) fehérjével kapcsolodik, ami
guanin-nukleotid kicseréld faktor (GEF) segitségével aktivalja a Rho vagy Racl kis G
fehérjéket. Ettl a ponttdl ez az utvonal két {6 jelatvitelre oszlik. Az egyik jelatvitel,
amelynek soran az aktivalt Rho aktivalja a citoszkeletont szabalyoz6 Rho-asszocialt
protein-kinazt (ROCK), sejt mozgast vagy szOvet polaritast eredményez. A masik
jelatvitel soran a DSH/DAAMI altal aktivalt Racl kis G fehérje aktivélja a c-Jun N-
termindlis kindzt (JNK), ami a c-Jun és az aktivalo transzkripcids faktor 2 (ATF2)
transzkripcids faktorok aktivalodasan keresztiil aktin polimerizacidhoz vezet, amibdl a

citoszkeleton egyik alkotoja a mikrofilamentum-rendszer €piil fel [2. dbra].

2.2.2.3. Nem kanonikus Wnt/kalcium jelatvitel

Ez a jelatviteli itvonal a kalcium endoplazmatikus retikulumbol (ER) val6 kioldodasanak
szabalyozasan keresztiil, kontrollalja az intracellularis kalcium-szintet.

A Wnt/kalcium jelatvitel a PCP jelatvitelhez hasonloan fiiggetlen a B-katenintdl és az
LRP-t6l. A ligand kotddés itt is aktivalja az FZD receptort, ami kdzvetlen kdlcsonhatasba
1ép a DSH fehérjével, melynek hatasara ebben az esetben is specidlis DSH fehérje
domének (DEP, PDZ) aktivalodnak. Azonban a tobbi Wnt Gtvonaltol eltérden itt, az FZD
receptor kézvetleniil kapcsolddik egy trimer G fehérjéhez is. A DSH és a trimer G fehérje
egylittes aktivalasa vagy a membranhoz kapcsolt foszfolipideket hasité foszfolipaz C
(PLC) vagy a foszfodiészter kotéseket hasitd foszfodiészterdz (PDE) enzim
aktivalodashoz vezet.

Ha a PLC aktivalodik, a membrén kicsi foszfolipid komponense a foszfatidil-inozitol 4,5
biszfoszfat két méasodlagos hirvivé molekulara, diacilglicerinre (DAG) és inozitol-1,4,5-
trifoszfatra (IP3) bomlik. Amikor az IP3 az ER-on 1év6 receptorahoz koétédik, a kalcium
kiszabadul. A megnovekedett kalcium szint és a DAG, protein-kindz C (PKC)

segitségével, aktivalja a sejt osztddast szabalyozo fehérje 42-es homologot (Cdc42), ami
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a ventralis mintazatért felelds. A megnovekedett kalciumszint a kalcium-kalmodulin-
fliggd szerin / treonin foszfataz kalcineurint és a kalcium-kalmodulin-fliggd szerin /
treonin kindz II (CaMKII) fehétjét is aktivalja. A kalcineurin aktivalja a TGF-B-aktivalt
kinaz 1 fehérjét (TAK1) és Nemo-szerii kinazt (NLK), ami a kanonikus Gtvonalban a
TCF/ B-katenin jelatvitelt gatolja. A CaMKII indukalja az aktivalt T-sejtek nuklearis
faktor (NFAT) transzkripcios faktor aktivalodasat, ami sejt adhézidt, migraciodt és szovet
szeparaciot szabalyoz. Az NFAT ¢és az Oszterix kozosen részt vesznek az oszteoblaszt
differencialodas és a csontépités tamogatasaban [25]. A DAG a PKC aktivacion keresztiil
aktivalja a mitogén aktivalt fehérje kinazokat (MAPK) is, amik szdmos sejt aktivitasban

részt vesznek [24]. De ha a PDE aktivalodik, a kalcium kioldédas az ER-bol gatolt [2.

abra].
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2. abra Wnt utvonalak attekintése: Mindharom ttvonal a Wnt ligand GPCR csaladba
tartozd 7TM FZD receptor N-termindlis cisztein gazdag extracellularis doménjéhez
kotodésével aktivalodik. A folyamathoz a Wnt/kalcium jelatvitel kivételével tars

receptorok (LRP vagy RYK vagy ROR?2) sziikségesek. Ezt kdvetden az FZD receptor az

extracellularis biologiai jelet a sejt belsejében 1évé DSH fehérjéhez kozvetleniil
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tovabbitja. A DSH tobb doménnel rendelkezik, igy szamos fehérjéhez képes kotddni,

ezzel biztositva a Wnt utvonalak sokféleségét.

2.2.3. Notch jelatvitel

A Notch tutvonal szintén evoliicidsan erdsen konzervalt jelatviteli rendszer, ami jelen van
a legtobb tobbsejtii €161ény szamos sejttipusaban (tobbek kozott példaul csontsejtekben).
Az embriondlis fejlédésben, valamint a felndtt szovetek Onmeguajuldsban és
homeosztazisaban fontos juxtakrin (kdzvetlen sejt — sejt) interakciok kialakitasaban vesz
részt, valamint mas jelatviteli rendszerekkel (példaul: Wnt, BMP [26]) is kdlcsonhatasba
1ép. Jelentdés szerepet tolt be a Notch jelatvitel a csontok fejlédésében ¢és
homeosztazisdban is.

Az oszteoblaszt és oszteoklaszt sejtekben hatassal van a sejt proliferaciora, [27]
differencidlodésra [26, 27] és miikddésre [26]. Azonban az utvonal csontrendszerre
gyakorolt hatdsanak iranyat vizsgald tanulmanyok eredményei ellentmondéasosak [26,
27], és a fiiggenek a sejtek érettségi allapotatol [26] és a sejtek kontextusatol.

A Notch jelatvitel csontsejtekre gyakorolt jelentds hatdsanak kovetkeztében, a nem
megfeleléen miikodd Notch jelatvitel szamos csontvazrendszerrel kapcsolatos betegséget
(példaul: Hajdu-Cheney szindroma [26], Alagille szindroma [26, 28], Spondylocostal
dysostosis [28]) okozhat.

2.2.3.1. Kanonikus Notch jelatvitel

A Notch jelatvitel sejt- sejt kapcsolatot igényel, és akkor aktivalodik, ha az egyszeres
transzmembran ligand kapcsolodik a szomszédos sejtfelszinen 1évé 4 Notch egyszeres
transzmembran receptor (Notchl, Notch2, Notch3, Notch4) valamelyikéhez [26]. Ha
azonban a ligand és a receptor egy sejten van, akkor az aktivacio gatolt [29]. Az
emldsdkben azonositott 12 Notch ligand szerkezetiik alapjan 4 csoportra oszthato: 1) DSL
(Delta/Serrate/LAG-2)/ DOS (Delta and OSM-11-like proteins) ligandok: Delta-like 1
(DLL 1) Jagged 1 (JAG1), Jagged 2 (JAG2); 2) Csak DSL részt tartalmazé ligandok:
DLL3, DLLA4; 3) DOS tars ligandok: DLK 1, DLK2; 4) Nem kanonikus ligandok: DNER,
MAGP1, MAGP2, F3/contactinl, NB3/contactin6 [27, 30, 31].

A ligand bekotddése a receptor extracelluléris részéhez, a Notch receptor két egymas
utani proteolitikus hasitasdhoz vezet [26, 27]. A ligand receptorhoz vald kotodését

kovetéen, a Notch receptor extracellularis doménjét (NECD) mettaloprotedazok
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(ADAM17, ADAMI10) Ilehasitjak [27], és a ligand-NECD komplex, a ligand
intracelluldris részének ubikvitindcidjatol fliggd endocitdzissal a ligandot expresszalo,
jelkiildé sejt belsejébe jutnak [27, 31]. Az endocitézist kovetden, a jelkiildo sejt
belsejében zajlo jelatviteli folyamatok részletei, ezaltal az endocitdzis szerepe a jelatvitel
aktivacigjaban egyelére nem ismertek. A NECD lehasitasat kovetden a jelfogado sejtben
egy y-secretase komplex kihasitja a receptor transzmembran (TM) részét is [27]. Ezaltal
a Notch intracellularis doménje (NICD) levalik a plazma membranrol és a sejtmagba
vandorol [26, 27].

A sejtmagban a NICD, a represszor ¢és aktivaldo komplex kialakitasara egyarant képes
immunoglobulin kappa J régi6é rekombinacios jel kotd fehérje (RBPjk, méas néven CBF1
vagy CSL) DNS-kotd fehérjével kapcsolodik, leszoritja a ko-represszorat
(Mint/Sharp/SPEN, NCoR/SMRT, KyoT2 [30]), és kialakul a transzkripcids koaktivator
Mastermind-like 1-3 (MAMLI1-3) és egy¢b transzkripcids ko-aktivatorokat tartalmazo,
HES/ESR/HEY target gének expresszigjat szabalyozo, aktivaldé komplex [26, 29, 30]. A
transzkripcid aktivacios folyamata soran a NICD foszforilalédik és E3 ubikvitin ligazok
altal ubikvitinalodik végiil a proteaszomaban degradalodik [29, 30]. Fontos megjegyezni,
hogy a jelatvitel aktivalodasanak feltétele a ligand-receptor kdlcsonhatast kdvetd receptor
proteolizis és a ligand-NECD endocitozis, ezaltal a Notch sejtfelszini receptorok csak
egyszer képesek a jelet kdzvetiteni [3. dbra].

A Notch jelatvitel foként kanonikus ligandok altal aktivalodik, de szerkezetileg
kiilonb6zé nem kanonikus ligandok is aktivalhatjak a jelatvitelt és hozzéjarulhatnak a
jelatvitel pleiotrép hatasdhoz. Viszont a kanonikus Notch utvonallal ellentétben, a nem
kanonikus utvonal részleteirdl, és annak csontsejtekre gyakorolt hatasair6él kevés

informacio6 all rendelkezésre, €s a jelenlegi kutatasok targyat képezik.

2.2.3.2. Nem kanonikus Notch jelatvitel

A nem kanonikus Notch ttvonal fliggetlen a hasitastol, a sejtmagi lokalizaciotol [32], az
RBPj fehérjétdl és lehet ligand fliggd vagy ligand fliggetlen. A nem kanonikus ligandok
(DNER, MAGPI1, MAGP2, F3/Contactinl, NB-3/Contactin6 [27, 30, 31]) szerkezetileg
valtozatos transzmembran vagy szolubilis fehérjék, amik képesek a kanonikus és a nem
kanonikus utvonalak szabalyozdsara is [28]. A nem kanonikus utvonal mediatorainak

nagy része ismeretlen. Tovabba csak néhany génrdl ismert, hogy hat rd ez a jelatvitel.
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Jelenleg az emldsok esetében, nincsen megfeleld vizsgalati modszer a nem kanonikus
utvonal miikodésének tanulmanyozasara in vivo [32]. A nem kanonikus Notch jelatvitel

sematikus abraja a 3. 4bran lathato.
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3. abra Notch jelatvitel vazlatos osszefoglalasa (kép forrasa: [32]).
2.2.4. TGF-p és BMP jelatvitel

A TGF-B szupercsaladba tobb mint 40 szerkezetileg hasonld sejtszabalyozo fehérje
tartozik [33], kiilonboz6 alcsaladokba sorolva (példaul: TGF-B, BMP, novekedési €s
differencidlodési faktor (GDF), Nodal, aktivin és inhibin). A TGF-f szupercsaladba
tartozo fehérjék altal indukalt jelatvitelek tobb sejttipus miikddésére is hatnak, beleértve
a csontsejteket is. Az eddigi kutatdsok eredményei alapjan, az ide tartozo jelatviteli utak
koziil a TGF-B és a BMP jelatvitel rendelkezik a legjelentésebb csonthatassal.

A TGF-p és a BMP jelatvitel nem megfelelé mitkddése szdmos csontbetegséget okozhat
[33] (példaul: tumor metasztazis [34], A2-es tipusu brachydactylia [34], oszteoartritisz
[33, 34], oszteopordzis [35]). Mindkét jelatvitel szigorian szabalyozott (szabalyozza
példaul: ligand ¢és R-SMAD agonista, R-SMAD ¢és receptor ubikvitinacio).
Kolcsonhatasba 1épnek egymassal (TGF-B/BMP jelatvitel) is és mas citokin jelatviteli
utvonallal (példaul: Wnt, Hedgehog, Notch, FGF) is [33].

A TGF-B ¢és a BMP ligandok, specialis 2-es tipusi dimér sejtfelszini receptoraikhoz
(TGFBR2, / BMPR2, AMHR2, ActR2A, ActR2B) kotdédésével megindul a jelatvitel. A
2-es tipusu szerin /treonin-kindz receptorok, megkdtnek két 1-es tipusu receptort [33],és

az igy kialakult heterotetramer receptor komplexben [33], a kettes tipust receptor dimér
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katalizélja az 1-es tipusu receptor dimér szerin oldallancainak foszforilaciojat [33].
Ezéltal az 1-es és 2-es tipust receptorok a jelet a citoplazmaba kozvetitik, ahonnan
kanonikus SMAD fliggo jelatvitellel (TGF-B/BMP ligandok, receptorok, Smad fehérjék)
vagy nem kanonikus SMAD filiggetlen jelatvitellel (p38 mitogén-aktivalt protein kinaz
(p38 MAPK) kaszkadok) a sejtmagba jut az informéacio [33, 34, 36-38].

A kanonikus SMAD fiiggd jelatvitel esetén az 1-es tipust receptor altal foszforilalt
specialis receptor-szabalyozott SMAD fehérjék (R-SMAD: SMAD2, SMAD3 / SMADI,
SMADS, SMADS) komplexet alkotnak a Smad4 fehérjével (k6zos kozvetito6 SMAD,
coSMAD), ami ezt kdvetden a sejtmagba transzlokalodik, ahol ko-faktorokkal
kapcsolodnak [33] és transzkripcids faktorként hatva részt vesznek a mRNS transzkripcid
szabalyozasan keresztiil a target gének expressziojanak szabalyozéasaban [33]. A nem
SMAD fiiggd jelatvitelben, a foszforilalt TAKI1 hozzakotédik az 1-es TAKI1-kotd
fehérjéhez (TABI) és ezzel elinditja az MKK-p38 MAPK vagy az MKK-ERK1/2
jelatviteli kaszkadot [33].

A TGF-B és a BMP jelatvitelek végiil, az oszteoblaszt differencialédasban és a
csontépitésben fontos gének (mint példaul: RUNX2, CREB-kot6 fehérje (CBP), p300,
DIxS3, oszterix (Osx)) transzkripciojat befolyasoljak [33].

A két jelatviteli utvonal vazlatos illusztracidja a 4. dbran lathato.

B, BMP jelatvitel

4. abra TGF-p és BMP jelatvitel osszefoglalo abraja (képforrasa: [33]). A SMAD7,
gatolja a SMAD jelatvitelt azaltal, hogy gatolja az R-Smad foszforilaciét, valamint

azaltal, hogy gatolja az R-smad/co-Smad komplex kialakuldsat és a sejtmagba vald
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bejutasait. A SMADG6 az 1-es tipusut BMP receptorhoz kotédve gatolja a Smadl/5/8
aktivaciojat, valamint a SMAD4-hez kotodésével megakadalyozza, hogy az a tobbi
SMAD fehérjéhez kotédjon. A SMAD specifikus E3 ubikvitin fehérje ligaz (SMURF)1
(SMURF1) és SMURF?2 szabalyozza a SMAD fehérjék szintjét. A SMURF2 és a SMAD7
egyiitt az R-SMAD ubikvitinacidjan €s a proteaszomalis degradacion keresztiil gatolja a
jelatvitelt. Ezzel szemben az Arkadia tdmogatja a SMAD jelatvitelt azaltal, hogy
tamogatja az [-SMAD (SMADG6/7) ubikvitinacigjat és degradaciojat. Ubc9/SUMO

crer
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2.3. Tirozin-kinazok és tirozin-kinaz inhibitorok

A protein-kindzok, az eukariota sejtek jelatviteli itvonalainak tobbségében nagyon fontos
szabalyozd szerepet toltenek be. Olyan enzimként mikodnek, melyek mas fehérjék
miikddését foszfat csoport hozzékapcsolasaval modositjak. Normal koriilmények kozott
a mikodésiik szigortan kontrollalt és szabdlyozott. A kindz fehérjék megkotik a
szubsztrat fehérjét és az ATP-t, és az ATP-r6l a foszfat csoportot atteszik a szubsztrat
fehérjére. A folyamat eredménye ADP, és foszforilalt szubsztrat. A foszfatcsoport vagy
automatikusan levalik, vagy foszfatdzok valasztjék le. A tirozin oldallancokat foszforilalo

protein kindzok, a tirozin-kindzok [5. abra].
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5. abra A kinom és a tirozin-kinazok kapcsolata (a bal oldali kép forrasa: [39], a
jobb oldali kép forrasa: (http://www.cellsignal.com/). A kép bal oldaléan a kinom, jobb
oldalan pedig a tirozin-kindz fa lathat6. Kinom, azaz az emberi genomban megtalalhato
Osszes ismert protein kindz (a teljes humén kinom fa a fiiggelékben, a 14. dbran lathato).
A legtdbb protein kinaz tartalmazza az eukaridta protein kindz (ePK) katalitikus domént,
¢s ezért egy szupercsaladba sorolhatdak. A protein kinazok oriasi géncsaladjaba tartoznak
tobbek kozott (TKL, STE, CKI, AGC, CAMK, CMGC, RGC) a tirozin-kinazok is [39].
A tirozin-kinazok a sejtek kozotti kommunikacioban vesznek részt, ezért csak a tobbse;jtli
metazoan ¢lélényeknél (példaul: allat, ember) azonosithatdak. A tirozin-kinazok gyakran
kozvetitenek novekedést, differencialodast, adhéziot, motilitast €s sejtpusztulast kivalto
jeleket. Embereknél szamos betegség kialakulasa (példaul: cukorbetegség, rakos
megbetegedések), kothetd a tirozin-kinazokhoz. Az emberi tirozin-kinazokat 20 receptor

tirozin-kindzra és 9 nem receptor tirozin-kinazra lehet osztani [14].
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A tirozin-kindzok nem receptor tirozin-kindzokra és receptor tirozin-kindzokra
oszthatoak. A nem receptor tirozin-kindzok [6. dbra] a citoplazmaban a sejtfelszinhez
kozel vagy akar a plazmamembranhoz horgonyozva helyezkednek el, ¢és kapcsolatban

vannak a receptorokkal.
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6. abra Nem receptor tirozin-kinaz csalad (kép forrasa: [40]). Az emberi genomban
azonositott 90 tirozin-kinaz génbdl, 32 gén nem receptor tirozin-kindzt kodol. Ezt 32 nem
receptor tirozin-kindzt 9 csalddra lehet osztani. Az Src csaladot tovabbi 4 alcsaladra
(SrcA, SrcB, Frk és SRM) lehet osztani. Az abra bal oldalan a nem receptor tirozin-kindz
csaladok, a jobb oldalan az adott csaladhoz tartoz6 gének vannak jeldlve. A nem receptor
tirozin-kindzok a sejtmagban, citoplazmaban vagy a membran bels6 felszin¢hez

kapcsolddva talalhatoak.

A receptor tirozin-kindzok, tirozin-kinaz enzimaktivitassal bird receptorok [7. abra]. A
receptor tirozin-kindzok sejtfelszini transzmembran receptorok, melyek képesek sajat

maguk vagy szubsztratjuk tirozin oldallancainak foszforilaciojara [41].
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7. abra Receptor tirozin-kinaz csalad (kép forrasa: [40]). A 24 emberi kromoszoémabol
19 kromoszomanal (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 15, 17, 18, 19, 20, 22, X)
azonositottak tirozin-kinaz géneket [14]. Osszesen az emberi genomban 90 tirozin-kiniz
gént azonositottak, melybdl 58 receptor tirozin-kindz fehérjét kodol. Ezt az 58 receptor
tirozin-kindzt 20 csaladra lehet osztani. A csalddokat a kiilonbdzd intron / exon
mintdzatok alapjan lehet elkiiloniteni. Egy csaladba tartozo tirozin-kinazok, azonos intron
/ exon mintazattal rendelkeznek [14]. A csaladok nevei feliil, a csalddokhoz tartoz6 58
receptor tirozin-kindz gén az 4bra aljan van feltiintetve. A ,,?” egy 4l csaladot jelez,
amihez olyan géneket sorolnak, amik a TK csoporthoz tartoznak, de nem lehet elhelyezni
Oket az ismert TK csaladok egyikében sem. A receptorok sematikus abrazolasabol jol
latszik, hogy a receptor tirozin-kindzok extracellularis része rendkiviil véltozatos, ezzel
szemben a transzmembran és intracelluldris résziik hasonlosagot mutat. A receptor

tirozin-kindzok novekedési faktorok, citokinek és hormonok receptorai.

A receptor tirozin-kinazok extracellularis résziikkel érzékelik az extracellularis jeleket. A
ligand kotddése utan dimerizalddnak, és ezt kdveti az intracellularis tirozin oldallancok
transzfoszforilacidja. A tirozin-kindz receptor intracelluldlris része a foszforilaciot

kovetben szamos kiilonboz6 funkcioval rendelkezd foszforilalt tirozin oldallancot
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tartalmaz. A foszforilalt oldallancokat, az SH2 doménnel rendelkezd fehérjék felismerik
(az SH1 domén a tirozin-kindz domén). Végiil kialakul a jelatviteli komplex (a komplex
tagjai példaul: enzimek, transzkripcios faktorok, szabalyozok). Ez a valtozas a sejten
beliil kiilonb6z0 jelatviteli kaszkad folyamatokat aktival, melyek a sejtmagban génatirast
vagy génatiras nélkiili sejt anyagcsere valtozast okoznak.

A tirozin fehérjék foszforilacidja, a sejtkozotti kommunikaciot is nagyon erdsen
befolyasolja. A fehérje foszforilacionak fontos szerepe van a fejlddés soran, a fizioldgias
valaszokban, a homeosztazisban, valamint az idegrendszer- és az immunrendszer
miikodésében [39]. A protein kinazok tobbek kozott a szubsztrat aktivitast, a sejtciklus,
az extracellularis stimulusokra adott valaszt, a metabolizmust, a transzkripciot, a
sejtmozgast, az apoptozist és a differencialodast is befolydsoljak [39].

A kinaz enzimek rendellenes miikodése, szamos betegség kialakulasat eredményezheti.
Mivel a tirozin-kindz receptorok altalaban novekedési faktorok receptorai, és ezaltal a
sejtek differencialodési, novekedési illetve aktivacios folyamataiban vesznek részt [42],
ezért, a napjainkban korszeri célzott tumor terapiak soran, a talzottan ndvekedd és
korlatlanul osztodd tumoros sejtek jelatvitelében résztvevd tirozin-kindz enzimek
miikddését, kis molekuldju tirozin-kindz gatld hatéanyagokkal igyekeznek gatolni. Ezek
a hatéanyagok egyarant képesek a sejtfelszini receptorok €és az intracellularis jelatviteli
fehérjék gatlasara is, melynek eredményeként gatoljak a sejtnovekedést, proliferaciot,
invaziot [41]. A gyogyszerkutatasok sordn egyre tobb kismolekulaji gyodgyszert és
antitestet fejlesztenek a tirozin-kinaz enzimek gatlasara. Tobb ilyen célra kifejlesztett
hatéanyag is kaphatd mar kereskedelmi forgalomban.

Az altalunk vizsgalt onkohematologiai betegségek kezelésében haszndlt tirozin-kindz
gatlo imatinib €s nilotinib, a tumor sejtekben jelen 1évé BCR-ABL tirozin-kinaz enzim

miikodését specifikusan képes gatolni.
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2.4. Az onkohematologiai betegségek kezelésében hasznalt imatinib és

nilotinib csonthatasainak irodalmi attekintése

2.4.1. Az onkohematoldgiai betegségek kezelésében elterjedten hasznalt tirozin-
kinaz gatlok osszefoglalasa

A tirozin-kindz gatlok, bizonyos onkohematoldgiai betegségek kezelésében elterjedten
hasznalt gyogyszerek. Az elsé tirozin-kinaz gatlé gyogyszerhatdoanyag az imatinib volt,
melyet 2001-ben engedélyezett az Amerikai Gyogyszeriigyi Hatésag (U.S. Food and
Drug Administration, FDA) a krénikus mieloid leukémias (CML) betegek szamara [43].
Azoéta a vildg egyre tobb orszagaban egyre tobb beteg részesiil imatinib terdpidban. A
CML betegekben kimutathatd BCR-ABL flziés fehérje gatlasara hasznalt tirozin-kinaz
gatlok koziil, a hazai és nemzetkdzi szakmai irdnyelvek alapjan, a kezelések soran eldszor
imatinibet (Glivec, 2001) alkalmaznak. Ha az imatinib kezeléssel nem érik el a beteg
allapotanak javulasat (nincs remisszio, rezisztencia alakul ki vagy imatinib intolerancia
1ép fel), akkor a hatalyban 1év6 eljarasrend alapjan alkalmazhat6 a nilotinib (Tasigna,
2007) vagy a dazatinib (Sprycel, 2006). Azokndl a betegeknél, ahol sem az imatinib
kezelés nem javasolt, és nilotinibre, valamint dazatinibre sem reagilnak megfeleléen

alkalmazhat6 a ponatinib (Iclusig, 2013) és a bozutinib (Bosulif, 2013) is [44].

2.4.2. A CML betegséget okozo legjelentosebb sejtszintii valtozasok és a
terapiaban legelterjedtebben hasznalt két tirozin-kinaz gatlo hatéanyag
bemutatasa

A CML a fehérvérsejtek egy részét 1étrehozd csontveld mieloid Ossejtvonalat érinti. A
betegséget a BCR-ABL génfluzidét hordozé un. Philadelphia-kromoszoma jellemzi,
melynek kovetkeztében talzott mennyiségli koros fehérvérsejt termeldédik. A CML
betegségre jellemz6d Philadelphia-kromoszéma a 22-es €és a 9-es kromoszoma reciprok
a BCR-ABL onkogén, amirél egy hibds BCR-ABL fuzids fehérje irddik at. Ez a
konstitutivan aktiv tirozin-kindzként miikodd intracellularis fehérje folyamatosan
foszforiladlja szubsztratjait, amelyek sejtproliferacios, differencidlédasi kaszkadokat
inditanak el. Ez a kontrollalatlan sejtosztodds az, ami CML sejtek folyamatos

termelddését eredményezi [44].
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Az imatinib a leukémias sejtek intracellularis terébe specidlis transzporterek segitségével
jut, ezzel szemben a nilotinib esetén nem azonositottdk a pontos transzport
mechanizmust, feltételezik, hogy a sejtbejutas foként passziv folyamatok révén valdsul

meg. A tirozin-kinaz inhibitorok a CML sejtekben - ATP kompetitiv vegyiiletként - a

crer

crer

Szamos klinikai vizsgalat tanulmanyozta a BCR-ABL specifikus tirozin-kinaz gatlok
biologiai hatdsait, mint a farmakokinetikai és farmakodinamikai tulajdonsagok,
mellékhatas spektrum, kiillonb6zd receptorokhoz vald viszonyaik, illetve sejten beliili
viselkedésiik. A tanulményok koziil néhany igazolta, hogy ezek a hatdéanyagok komplex

modon befolyasoljak tobbek kdzott a csontanyagcesere folyamatokat is [2. tablazat] [44].

2.4.3. Az imatinib és nilotinib csontsejtekre gyakorolt hatasat vizsgalo in vitro
kisérleti eredmények irodalmi attekintése

Az imatinib ¢€s nilotinib csonthatdsa valdsziniileg a csontsejtek fizioldgias receptorain
keresztiil valosul meg. Mindkét hatéanyag esetén ismertek a farmakologiai célponttol
eltérd egyéb targetek, melyekhez kiillonboz6 affinitassal képesek kapcsolodni. Ezek a
PDGFRA, PDGFRB, c-KIT, c-fms, M-CSF, DDR1, DDR2, CSFIR ¢és SCF, melyek
kozvetitésével a direkt csonthatas érvényesiilhet. A tapasztalt hatas fiigg az alkalmazott
hatoanyag-koncentraciotol, a sejtek érettségi allapotatol, illetve az altala kotott receptor
tirozin-kindz ttvonalak megoszlasi aranyatol [3, 44-46].

Az imatinib és nilotinib csontképzd oszteoblaszt és csontbontd oszteoklaszt sejtekre
gyakorolt hatdsat immortalizalt sejtvonalakon és ragcsald modelleken tesztelték. Az in
vitro kisérletek megfigyelései alapjan, az imatinib tdmogatja az oszteoblaszt sejtek
differencidlodasat [3, 11, 47], azonban gatolja proliferaciojukat és taléléstiket [4, 10, 11,
47-49]. Emellett, csokkenti az oszteoklasztogenezis és a csontreszorpcid mértékét,
valamint az oszteoklaszt prekurzorok €s az érett oszteoklasztok tulélését 3, 4, 10, 47, 48].
Tovébbi tanulmanyokban az imatinib hatdsara megndvekedett oszteoblaszt specifikus
génexpressziot, sejtaktivitast és mineralizaciot tapasztaltak [3, 4, 10, 11, 44, 47-49].

Az imatinib dozisfiiggd moédon (0,05—1puM) indukélta a csontszovet képzddését patkany
¢és egér (MC3T3-E1) oszteoblaszt sejtvonalakon. Mindezeket, alkalikus foszfataz (4LP),
csont szialoprotein (BSP) €s oszteokalcin (BGLAP) specifikus kvantitativ génexpresszios

vizsgalatokkal is megerdsitették. Az imatinib oszteoblaszt proliferaciot gatlo hatasat tobb
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modellben, igy human oszteoszarkoma sejtvonalon (SaOS-2), valamint egér ST2
csontveldi sztroma sejt kultiran is leirtdk. Az imatinib kdzvetve, vagy a csontbont6 sejt
eldalakokra hatva kozvetlentil is képes gatolni az oszteoklasztogenezist [44].

Az imatinibhez hasonléan a nilotinib (0,01-1uM koncentracidoban) is gatolta az
oszteoblaszt proliferaciot. Azonban az oszteoblaszt differencialodast csokkentette vagy
nem volt rd hatdssal. Az oszteoblaszt sejtek nilotinib kezelése novelte az OPG

crer

[11]. Az oszteoklasztogenezist szintén hatékonyan gatolta [44].

2.4.4. A tirozin-kinaz gatlo imatinib és nilotinib csontanyagcserét érinté, human
klinikai megfigyeléseinek irodalmi 6sszefoglalasa

Kronikus fazisa CML betegek aspiracios csontveld mintdin végzett microarray
vizsgalatok alapjan, az imatinib (400mg/nap) a kezelés kezdeti idészakaban
nagymértékben befolyasolta a csontveldi hematopoietikus sejtek génexpresszios profiljat.
A bekovetkezd transzkripcios valtozasok szignifikdnsan modositottak a sejtciklust, a
sejtnovekedést, a proliferaciot, a DNS replikaciot €s rekombinéciot, valamint a DNS
javité mechanizmusokat [44, 45].

Magas dézisti imatinib terapia (600mg/nap) soran a betegek csontbiopszia mintainak
mikro-komputer tomografias feltarasanal igazoltak, hogy oszteopénias CML-es
betegeknél megnovekedett a csipdcsont szivacsos allomanya [1]. Szivacsos
csontallomany-ndvekedést 50 év feletti, oszteoporotikus kezeltek esetén is tapasztaltak
[4]. Ezzel szemben, tobb, terapia alatt 4ll6 betegnél mérték a csont d4svanyanyag-tartalom
csokkenését a combnyak teriiletén. A csontmarkerek szérumszintjének vizsgalatai alapjan
a csontbontd oszteoklaszt sejtek szamanak ¢€s aktivitdsanak csokkenését figyelték meg.
Jelentds csokkenést figyeltek meg példaul a szérum CTX-1 mennyiségében, ami csdkkent
oszteoklaszt aktivitasra utal [1, 11]. De ezt a csokkenést a csontépitd oszteoblaszt sejtek
aktivitisa nem kovette, és az erre vonatkoz6 klinikai megfigyelések egymasnak
ellentmondodak voltak [1, 2, 5, 50]. A tirozin-kinaz gatlokkal kezelt betegeknél
hipofoszfatémia [4, 5, 9, 11, 50, 51], hipokalcémia [5, 9, 50, 51], valamint
hiperparatire6zis [5, 9, 50, 51] 1épett fel [44].

Kezdetben szamos kutatocsoport jutott olyan eredményre, hogy az onkohematologiai
betegségek kezelésében elterjedten hasznalt tirozin-kindz gatlok, mint példaul az imatinib

¢s a nilotinib, pozitiv csontanyagcsere valtozasokat idézhetnek eld. A késObbi
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kiterjedtebb vizsgélatok azonban mar nem minden esetben erdsitették meg ezeket a
megfigyeléseket. SOt arrdl is beszdmoltak, hogy imatinib hatdsdra az oszteoblasztok
aktivitasat jelz6 szérum oszteokalcin szint [1, 5, 50, 52], valamint a csont dsvanyianyag-
tartalom egyarant csokken. Mivel a tirozin-kindz gatlokkal végzett kezelések egyre tobb
beteget érintenek, illetve hosszu évtizedekig, vagy akar élethosszig is tarthatnak, indokolt
ezen mechanizmusok molekularis hatterének jobb megismerése [44].

A vizsgalt két tirozin-kindz gatlo fobb tulajdonsagainak €s a csontanyagcserére valo

hatdsainak 0sszefoglalasa a 2. tdblazatban lathato.

2. tablazat A vizsgalt két tirozin-kinaz gatlo fobb tulajdonsagainak és a
csontanyagcserére vald hatasainak oOsszefoglalasa. A nyilak a valtozdsok iranyat
jelélik.T: az adott tulajdonsag vagy folyamat fokozddasa, aktivalodasa. V: az adott
tulajdonsag vagy folyamat csokkenése, gatlasa [44].

Hatéanyag neve

Imatinib

Nilotinib

Gyogyszer (gyartd)

Glivec / Gleevec (Novartis)

Tasigna (Novartis)

Terapias javallat

gyermek ¢és felndtt CML betegek,
valamint feln6tt GIST betegek és
PDGFR génatrendezdédéssel jard
betegségek kezelésére

felnott kronikus fazisa CML
betegek kezelésére

Alkalmazott dozis
feln6tteknél

400 mg/ nap, 600 mg / nap vagy
2x400 mg/nap

2x300 mg / nap vagy 1x400 mg /
nap

Hatoanyag célpont

BCR-ABL onkoprotein,

tirozin-kindz aktivitdsanak gatlasa

BCR-ABL onkoprotein,

tirozin-kinaz aktivitasanak
gatlasa

A célzott farmakoldgiai
célponttol eltérd, egyéb

KIT, SCF, DDR1, DDR2,
CSF1R, PDGFR, c-fms,

PDGFR, KIT, Efrin-receptor

szubsztratok karbonikus-anhidraz I1

Oszteoblaszt sejtekre proliferaciov, differencialodas?, proliferacio¥, differencialodas¥,

gyakorolt hatés sejtaktivitas 4, oszteoblaszt OPG expresszi6 és szekréciot,
specifikus génexpresszio ¢ RANKL expresszio ¥

Oszteoklaszt sejtekre csontreszorpcios sejtaktivitasy , képzOdés ¥, aktivitasy,

gyakorolt hatas oszteoklaszt prekurzorok és érett differencialodasy, apoptozis?t,

oszteoklasztok talélése ¥,
differencialodasy , aktivitasy
oszteoklasztogenezis ¥, sejtszam ¥

sejtszamy

Klinikai megfigyelések a
csontanyagcsere
vonatkozasaban

hipofoszfatémia, hipokalcémia, hiperparatireozis, csont specifikus
szérum markerek valtozasa, megndvekedett csontmineralizacio,
szivacsos csontallomany novekedése, a csont dsvanyianyag-

tartalmanak novekedése,
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3. Célkituzések

A tirozin-kindz gétlok szakirodalomban ismertetett, csont-anyagcserére gyakorolt
jelentds hatasai miatt, jelen dolgozatban, két tirozin-kinaz gatldé hatdanyag példajan
keresztiil vizsgaljuk meg az oszteoblaszt sejtek jelatviteli utvonalaiban valamint a
génexpresszidiban végbemend valtozasokat. Mivel a csontanyagcserében fontos
jelatviteli Gtvonalak miikodésének részleteit sikeriilt tisztazni Horvath Péterrel k6zos
munkank soran, feltételezziik, hogy az ott azonositott és a vizsgalat sordn a
csontanyagcserében legmeghatarozobb szerepet betoltd Wnt jelatvitel, a tirozin-kindz
gatlok csonthatédsaiban is érvényesiil.

Mivel az egér tirozin-kindz gének ortoldgjait, majdnem minden emberi tirozin-kinaz
génnél azonositani lehet [14], vagyis majdnem minden tirozin-kinaz gén a két faj k6zos
Osének Osgénjeibdl szarmaztathato, és mindkét fajban ugyan azt a szerepet tolti be, ezért
a vizsgalatokra valo felkésziilés soran, az imatinibbel és nilotinibbel tervezett in vitro
teljes transzkriptoma vizsgalatainkhoz, az MC3T3-E1 egér oszteoblaszt sejtkulturakat
alkalmasnak talaltuk. Igy, munkank soran az imatinibbel és nilotinibbel tervezett in vitro
vizsgalatokat oszteoblaszt MC3T3-E1 sejt kulturdkon végezziik.

A kutatds soran kiilonb6zd vegyiilet-koncentracio és expozicids idék tanulmanyozasa
utan egy optimalis kezelési bedllitast kdvetden, a feladat, a teljes RNS izolalasa kezelt és
kezeletlen sejtvonalakbol egyarant, majd cDNS atforditas utan Gjgeneracios szekvenator
rendszert felhasznalva teljes transzkiptoma analizis (WTA). Teljes transzkiptoma analizis
(WTA) segitségével meghatarozhatoak azok a géncsoportok, melyek a hasznalt tirozin-
kindz inhibitorok hatdsara a csontsejtekben eltérd modon expresszalodnak. Ezekbdl a
génekbdl statisztikai elemzéseket kovetden jelatviteli utvonal analizissel feltérképezziik,
a tirozin-kinaz gatlo kezelések hatasara legjelentdsebben valtozott jelatviteli itvonalakat.
A szakirodalomban megjelent korabbi vizsgalatoknal a csontokhoz szorosan kotédo
gének expresszidjat vizsgaltdk mar, de a tirozin-kindz gatlok csonthatdsaival
kapcsolatban, ilyen mélységli molekularis bioldgiai sejtszintii feltarast még nem végeztek
elottink. gy a tirozin-kindz gatlok oszteoblaszt sejtek génexpresszidjara gyakorolt
hatasat, a mintakban jelen 1év0 Osszes mRNS azonositasat kovetden -elsdként
tanulmanyozhatjuk. Kutatasunk célja, hogy megvizsgaljuk az imatinib és a BCR-ABL
gatlasra szelektivebb nilotinib egér oszteoblaszt sejtek génkifejezddéseire kifejtett

hatdsait a teljes transzkriptom szintjén in vitro rendszerben. Valamint, hogy
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feltérképezziik a kezelés hatasara a sejten beliil megvaltozott jelatviteli és szabalyozo

utvonalakat.

Kitizott feladatok:

e A csontbetegségekkel kapcsolatba hozhatdé ismert jelatviteli utvonalak
tanulmanyozasa, mélyebb  megismerése. Mivel a  Wnt  utvonal
csontanyagcserében betdltott fontos szerepét, Horvath Péterrel k6zos munkank
eredményeként mi is megerdsitettiik mar korabban, ezért ennek az utvonalnak a
tirozin-kindz gatlok csonthatdsaban betoltott szerepének vizsgalatara kiemelt
figyelmet forditunk.

o A megfeleld koncentracio és inkubalasi 1d6 megvalasztasat kovetden, az imatinib
¢s a nilotinib MC3T3-E1 egér oszteoblaszt sejtek génexpresszidjara gyakorolt
hatdsanak vizsgalata, 0 generacids szekvenaldson alapuld teljes transzkriptoma
analizis segitségével.

e Mindkét hatdoanyag esetében, a szekvenaldssal azonositott gének statisztikai
elemzését kovetden, a szignifikdns expresszid valtozast mutaté gének
meghatdrozasa.

e A szignifikdns génekbdl, Ingenuity Pathway Analysis 7.6 szoftver (QIAGEN)
segitségével a top utvonalak, a top upstream regulatorok és a top molekuldk
azonositasa.

e Megvizsgalni, hogy az azonositott valtozasok, miként tamaszthatjak ald a korabbi
klinikai megfigyeléseket.

e Az eredmények tiikrében megvizsgalni, hogy az imatinib és a nilotinib

oszteoblaszt génexpressziora gyakorolt hatdsa megegyezik-e?
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4. Modszerek

4.1. MC3T3-E1 oszteoblaszt sejtek in vitro tenyésztése

A vizsgéalt MC3T3-E1 egér preoszteoblaszt sejteket az ATCC-t61 (Rockville, MD,
Amerikai Egyesiilt Allamok) vasaroltuk, és felhasznalasukig folyékony nitrogénben
taroltuk. 2*1,5 ml sejtet 20 ml Minimum Essential Medium Eagle Alpha Modification
(0-MEME, Sigma, St. Louis, MO, Amerikai Egyesiilt Allamok) sejttenyészté médiumban
tartottuk, kiegészitve 0.292 g/L. L-glutaminnal (Sigma), és 5% magzati borju szérummal
(FCS, Sigma), valamint 1% (200 pl) antibiotikummal (penicillin-streptomicin szulfat-
amphotericin B (Sigma)), hogy biztositsuk a sejtek szamara megfeleld fizikai és kémiai
kornyezetet, sziikséges tapanyagokat és novekedési faktorokat. Inkubatorral (Nuaire US
autoflow CO, Water-jacketed Incubator, Nuaire, Plymouth, MN, Amerikai Egyesiilt
Allamok) 37°C-on, 5% CO» tartalom és 78% paratartalom mellett tartottuk a sejteket.

A sejttenyészté médiumot hetente kétszer cseréltiik. Az inkubatorbol kivett falskan
mikroszkdp alatt jol lathatd, hosszu, tiiskés kinézetii sejtek fejlodtek. Az MC3T3-E1 egér
preoszteoblaszt sejtek atoltasa 70%-os konfluencia esetén tortént. Az atoltadsok soran, a
tapoldatot ledntéttiik a sejtekrdl. Ezt kovetden a flaska falara letapadt sejtek felolddsara
0,25% (5 ml) Trypsin EDTA oldatot (Sigma) hasznaltunk. Az inkubatorbdl kivéve,
mikroszkop alatt ellendriztiik a sejtek leoldodasat a flaska falardl, miutan minden sejt Gijra
gdmboc alakot vett fel €s szabadon mozogtak a megmozditott flaska folyadékaban, akkor
hozzaadtunk 15ml médiumot. Az oldat homogenizalasat kdvetden egy centrifuga csdbe
atpipettazzuk a mar 20 ml oldatot. A centrifugalast (Beckman Coulter Allegra x-22R
centrifuge, Beckman Coulter, Brea, Ca, Amerikai Egyesiilt Allamok) 5 percig, 2000 rpm-
mel (revolution per minute= fordulat per perc), 22°C-on, 8 szoros gyorsitas és lassitas
mellett végeztiik el. A centrifugalas végén a feliiliszot Ovatosan eltavolitottuk. A
centrifugacsd aljan maradt sejteket 10 ml médiumban felszuszpendaltuk. Ebbdl a frissen
felkevert mintabol 1 ml-t mértiink 4t egy 0j inkubalt friss tdpoldatot tartalmazo flaskaba,
¢s ujra inkubdatorba tettiik a sejteket. A sejtkultirakkal végzett kisérleteket 8-15 atoltas
kozott végeztiik el.

Minden felhasznalt vegyszer analitikai mindségli volt, valamint a sejttenyésztés

preparativ munkafolyamatait 70%-os etanol oldattal fertStlenitett sterilizalo fiilkében
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(Nuaire Biological Safety Cabinets) végeztiik. A labor sterilitdsat, légterének

fertétlenitettségét UV-C sugarzast kibocsajto germicid lampa biztositotta.

4.2. In vitro vizsgalatok imatinibbel és nilotinibbel

4.2.1. Sejtéletképesség mérés

Az in vitro vizsgalatokhoz hdrom csoportot alakitottunk ki: imatinibbel kezelt csoportot,
nilotinibbel kezelt csoportot és egy kezeletlen kontroll csoportot. Minden esetben 3
parhuzamos mérést végeztiink. Eldszor kiilonbozd imatinib (Glivec®/ Gleevec®,
STI571, CGP 57148B ; Novartis, Basel, Svajc) és nilotinib (Tasigna, Novartis)
koncentracio (30nM-20uM) mellett, kiilonboz6 inkubacios idoket alkalmazva vizsgaltuk
a sejtek talélését 96 lyuku sejttenyésztd lemezeken. A kisérletek soran igyekeztiink az in
vitro kultardk esetén elérhetd leghosszabb kezelést alkalmazni. A tapoldat eltavolitasa
utan 100 pl/well triklor ecetsavval (Sigma) fixaltuk a sejteket a 30 perces inkubalasi
periodus alatt. Ezt kdvetden a sejttenyésztd lemezeket Otszor atoblitettiik desztillalt
vizzel. A sejteket 100ul 4%-os szulforodamin-B (SRB, Sigma) protein festék oldattal
festettilk meg 1%-o0s ecetsavas kdzegben. Az inkubalasi id6 30 perc volt. A felesleges
festék oldat eltavolitdsa utdn a sejttenyésztd lemezeket négyszer atoblitettiik 1%-os
ecetsav oldattal, ezt kovetden szobahdmérsékleten hagytuk megszaradni. A kotott SRB-t
100ul 10mM-os Trisma-Sol-ban (Sigma) feloldottuk és a sejttenyésztd lemezeket 5
percig razogattuk. A méréseket Multiskan Spectrum V1.2 1500-636 késziilékkel (Thermo
Fisher Scientific Inc, Waltham MA, Amerikai Egyesiilt Allamok), Skanlt Software 2.4.2
RE for Multiskan Spectrum szoftverrel, 520 nm-en, 96 lyuka Thermo Cliniplateken

(Thermo Fisher Scientific Inc) végeztiik.

4.2.2. PCR vizsgalatok

A sejtéletképesség mérésekkel parhuzamosan a kiilonb6z6 hatdanyag-koncentraciok €s
inkubalasi idOk oszteoblaszt sejtekre gyakorolt hatdsait relativ kvantifikacids valds ideju
polimeraz-lancreakcios (RT-PCR) moédszerrel is megvizsgaltuk. Az adott koncentraciod
¢s inkubacids 1d6 mellett, a sejtekbdl RNS-t izolaltunk, Roche RNS izolald protokoll
szerint (High Pure Total RNA Isolation kit, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN,
Amerikai Egyesiilt Allamok). Az izolalt RNS-ek, cDNS-re forditasat kovetden RT-PCR
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segitségével hataroztuk meg a kezelések hatdsdra megfigyelhetd, csont specifikus
génexpresszids valtozasok (példaul: ALP, RANK, RANKL, OPG, BMP4, BMP2,
BMPS8A, CollAl, MMP2). A relativ kvantifikacios RT-PCR adatok normaélasahoz
hasznalt endogen kontroll a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) volt.

4.2.3. A megfelel6o hatéanyag-koncentracio kivalasztasa

Az eredmények alapjan meghataroztuk a megfelel6 inkubalasi id6t és hatdanyag-
koncentraciot. A tovabbi in vitro vizsgalatoknal a sejteket 24 lyukt lemezen 1uM-os
hatéanyag koncentracio mellett 6 napig kezeltiik. A 6 napos inkubacios idével az imatinib

¢s nilotinib kezelések hosszabb tava hatasat tudtuk vizsgélni in vitro sejtes rendszerben.

4.2.4. Imatinibbel és nilotinibbel torténo kezelések

A bemutatott eredmények elsdsorban nem a gyors, hanem a lassabban kialakulo
masodlagos génaktivitdsokban bekdvetkezd valtozasokat tiikrozik. Ezt azért tartottuk
fontosnak, mert a vizsgalt két tirozin-kindz gatlo hatéanyag terapias alkalmazasa

évtizedekig vagy akar élethosszig is tarthat.
4.3. RNS izolalas

A teljes transzkriptoma analizishez a kezelt €és kezeletlen oszteoblaszt sejtekb6l RNS-t
izolaltunk. Az RNS izolalast High Pure Total RNA Isolation System (Roche,
Indianapolis, IN, Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével hajtottuk végre. A gyarto
utasitasai szerint a kovetkezo 1épéseket hajtottuk végre. A sejteket 200 pul PBS (phosphate
buffered saline) oldatban felszuszpendaltuk. Hozzaadtunk 400 pl lysis/- binding puffert
¢és 15 masodpercig vortexeltiik. Ezt kovetden a minta teljes mennyiségét atpipettaztuk €s
lecentrifugdztuk (15 masodperc, 8000xg). Minden mintahoz 100 pul DN4az oldatot (90 pl
DNaz inkubacidés puffert és 10 pl DNaz 1 oldatot) adtunk és 15 percig
szobahdmérsékleten (15-25°C) inkubaltuk. Inkubalas utan hozzaadtunk minden mintahoz
500 pl mos6 puffert, amit egy ujabb centrifugazasi 1épés (15 masodperc, 8000xg)
kovetett. Ezt kovetden még egyszer atmostuk a mintakat, 500 pul mosé pufferrel, de most
egy masik mos6 puffert haszndlva, és Gjra lecentrifugaztuk (15 masodperc, 8000xg) a

mintakat. Ezt kovetden 200 ul mosé pufferrel mostuk &t a mintékat, és ehhez a mosasi
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1épéshez tartozo centrifugalast 2 percig maximalis sebességen (15000xg) végeztiik. Az
RNS-ek eludlasdhoz 100 pl eluald pufferrel centrifugaltuk (1 perc, 8000xg) a mintakat.
Az izoladlt RNS mindségét Bioanalyzeren (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
Amerikai Egyesiilt Allamok), mennyisét Qubit fluorometer (Life Technologies, Carlsbad,
CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével mértiikk meg. Ezt kovetden a parhuzamos
biologiai mintak poolozasa utan a teljes transzkriptdma analizis kivitelezését a kezelt és
kezeletlen sejtvonalakbol Applied Biosystems SOLID™ V4 késziiléken (Life
Technologies) végeztiik el.

4.4. SOLiD ujgeneracios RNS szekvenalas (Teljes Transzkriptoma

Analizis)

Az RNS szekvenaldson alapuld teljes transzkriptoma analizissel (WTA) viszonylag
olcson és gyorsan meghatarozhatoak egy adott minta transzkriptomajaban 1€vé kodold és
nem kodoldo RNS-ek. Ezaltal a WTA alkalmas a genomszintli génexpresszios valtozasok
kvantitativ detektaladsara. Az igy kinyerhetd oridsi adathalmazok preciz kiértékelését
korszerii bioinformatikai szoftverek teszik lehetdvé.

Mivel az RNS szekvenalds (RNA sequencing (RNA-Seq)) sikerességét a kiindulo RNS
minta mindsége nagymértékben meghatarozza, ezért a Bioanalyser késziilékkel mért, a
totdl RNS molekuldk mindségére utalo, RNS integritds szam (RIN, RNA integrity
number) értékét 1-t61 10-es skalan, 8 felett tekintettilk megfelelének, ahol a 10 a magas
mindségli intakt RNS-t jeloli. A megfeleld mindségli totdl RNS mintakbol, a
konyvtarkészités elott, DNase kezeléssel biztositottuk a mintdk DNS mentességét,
valamint a riboszémalis RNS-ek (rRNS) is eltavolitasra keriiltek egy rRNS molekulara
szelektiv hibridizaciés modszerrel (RiboMinus™ Eukaryote Kit for RNA-seq, Thermo
Fisher Scientific Inc). Ennél a tisztitdsi 1épésnél felhasznalt vegyszereket és azok

mennyiségét a 3. és 4. tablazat tartalmazza.
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3. tablazat DNaz kezelésnél felhasznalt vegyszerek és azok mennyisége. Az elkésziilt
elegyeket 37°C-on 30 percig inkubaltuk.

Hozzaadott anyag Kontroll csoportnal Imatinibbel kezelt Nilotinibbel kezelt
megnevezése felhasznalt mennyiség | csoportnal felhasznalt | csoportnal felhasznalt
(nb) mennyiség (ul) mennyiség (ul)

Minta 62 54 58

10x DNaz puffer 10 10 10

DNaz (2U/ul) 1,5 1,5 1,5

RN4z out 1 1 1

Nukleaz-mentes viz 25,5 33,5 29,5

Teljes mennyiség 100 100 100

4. tablazat rRNS eltavolitasanal felhasznalt vegyszerek és azok mennyisége.

Hozzaadott anyag Kontroll csoportnal Imatinibbel kezelt Nilotinibbel kezelt
megnevezése felhasznalt mennyiség | csoportnal felhasznalt | csoportnal felhasznalt
(n) mennyiség (ul) mennyiség (ul)
Total RNS 20 20 20
RiboMinus Proba 10 10 10
Hibridiz4cios puffer 300 300 300
Teljes mennyiség 330 330 330

A tisztitott, DNS mentes totdl RNS molekulak (>5 pg/minta, RIN>8.0, cc>400ng/ul) 0j

generacios vizsgalatdn alapuld teljes transzkriptoma analizisét, SOLiD™ V4
(Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection, Life Technologies) j
generacios technologiaval, a fragmensek mindkét végét is leolvasd paired end konyvtar
tipussal, 50*25bp olvasasi hosszal a SeqOmics Biotechnologiai Kft. (SeqOmics

Biotechnolégiai Kft. Szeged, Magyarorszag, http://www.seqomics.hu/) végezte.

4.4.1. Teljes transzkriptoma analizis

A teljes transzkriptoma analizis kivitelezését a gyarto altal megadott teljes transzkriptoma
analizis kézikonyv (SOLiD™ Whole Transcriptome Analysis Kit, 4409491, Life
Technologies — Applied Biosystems) utasitasai szerint végeztiik [8. abral].

A szekvenalas elokészitésének elsd f6 1épése a tisztitott, IRNS és DNS mentes total RNS
molekuldk fragmentaldsa. Ezutan kovetkezetek a tisztitasi és mindség ellendrzési 1épések.
Ezt kdvetden a masodik f6 1épés az RNS fragmensekbdl amplifikalt konyvtar Iétrehozasa

volt. Ebben a 1épésben a fragmensek két végére kiilonbdzd adapter molekuldkat kotnek,
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kovalens kotés kialakuldsat katalizalo ligaz enzimek segitségével. Tovabba ez a 1€pés

tartalmazta a reverz transzkripcidt, a cDNS tisztitdsdt, mindségi ellenérzését,
amplifikalasat, valamint egy ujabb tisztitasi €s mindség ellendrzési [épést.

Teljes transzkriptéma RNS fragmentalasa

rRNS és DNS mentes total RNS molekulak
RNS molekuldk fragmentélasa
RNS tisztitas

A fragmentalt RNS-ek mindségének ellendrzése (méret, hozam)

~r - ~
Fragmetalt RNS
Amplifikalt konyvtar készitése
Az RNS hibridizalasa és ligalasa
- Adapter mix
':::::‘: + NN NN
Ligalas
————
NNNNN NNNNN
Reverz transzkripcio —_—
1 < NHNNNN
cDNS tisztitasa -
A cDNS-ek méret szerinti szétvalogatasa

l

.HH]W
cDNS amplifikalas

|

Amplifikalt DNS tisztitasa

5’ PCR primer (P1)

Barkod
3’ PCR primer
koztes

, , 2 - , , Pl szekvencia adapter P2 szekvencia
Az amplifikalt DNS min6ségellendrzése (méret, hozam) mmﬂmﬂﬂgmggﬂm
Mintagyongy készités €s szekvenalés

: Pl
IO 3y ey T,
8. abra WTA folyamatabra.

P2
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4.4.2. Mintagyongy készités

Az atforditas utan minta gyongyot készitettiink a gyartd utasitasai szerint (SOLiD™ 4
System Templated Bead Preparation Guide, 4448378, Life Technologies - Applied
Biosystems). A minta konyvtarakat SOLiD Pl DNA gyongyokén emulzios PCR
segitségével amplifikaltuk.

Minden PCR mikro reaktor vizcseppben idealis esetben van egy gyongy, templat, DNS-
polimeraz enzim ¢és primerek. Az adapter molekuldkat tartalmazdé DNS szélak, a
magneses gyongyokon 1évé komplementer primerekhez kapcsolédnak. Minden
gyongyhoz egyféle DNS darab kapcsolddik. A gydngy és a minta kapcsolodasa utén,
megszintetizalddik a masik szal is, ezt kovetden a templat denaturdlodik, a mintaszal
levalik és a gyongy felszinén az Gjonnan szintetizalédott egy szl marad. A reakcio
ismétlésével a gyongyon 1évé mintaszalak megsokszorozodnak. Az emulziés PCR
reakcio utdn az emulzioban 1évé mikro reaktorok 2-butanollal feltdrhetdek és a
mintagyongyok moséssal kinyerhetéek. Ezutan kdvetkezett a feldusitott mintagyongyok
mennyiségének ¢és mindségének meghatdrozasa. Végiill a 3’ vég moddositdsaval a
gyongyok szekvendld lemezhez rogzithetdek, és bekeriilnek a szekvenatorba. A
szekvencidk meghatarozasat SOLID™ 4 gjgeneraciés szekvenator rendszert

felhasznalva, négyféle flouroforral jelolt oktamer oligok ligalasaval végeztiik el.

4.4.3. SOLIiD ujgeneracios szekvenalas

Az Applied Biosystems SOLiD™ V4 Gijgeneracios szekvenator rendszer, oligonukleotid
ligdlason ¢és detektalason alapuld szekvendlast tesz lehetévé. Az alkalmazott 8
nukleotidbdl felépiild oligonukleotidok altalanos szerkezetére jellemzd, hogy a 3’ végtol
szamozva, az elsé két nukleotid (16 féle kombinacioval) a szekvenaland6 templat szal
specifikus komplementerei, a harmadik, negyedik és 6todik helyen degeneralt, azaz
barmilyen bazissal kotddni képes nukleotidok foglalnak helyet, mig a hatodik, hetedik és
nyolcadik helyen univerzalis nukleotidok talalhatoak. A probak 3° végén hidroxil csoport,
az otodik és hatodik nukleotid kozott hasitdé hely (beépiilést kdvetden itt hasad el),
valamint az 5° végen négy féle (piros, kék, sarga, zold) fluoreszcens festék jelolés
talalhato. A ligacios ciklusok utdn, amikor a templat szal teljes hosszdhoz specifikus
probak kapcsoldodnak, az tUjonnan szintetizalt szalat eltavolitjdk, és a mintaszal

visszaallitasa utan, 0j primerrel az adapteren egy pozicioval eltolva (n-1, n-2, n-3, n-4),
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teljesen eldlrél Gjra kezdddnek a ligacios ciklusok. Osszesen, 6t teljes ligacios ciklus
megismétlésével, a templat szal 0sszes bazisa megismerhetd, gy hogy minden bazist
kétszer olvasott le a rendszer.

Az Applied Biosystems™ Next-Generation Sequencing Data Analysis szoftver csomag
(késziilek kezelés, adatelemzés, vizualizacio) hasznélataval allitottuk be a szekvenalasi
beallitasokat, értékeltiik az adatokat. Az 1j generacids szekvenalasi folyamat
elOkészitését a gyartok utasitdsi szerint végeztik (SOLiID™ 4 System Instrument
Operation Guide, 4448379, Life Technologies - Applied Biosystems). A késziilek
elokészitése utan a szekvenalasi folyamat szoftveres bedllitdsaihoz, elinditdsdhoz, valos
idejli nyomon kovetéséhez, és az eredmények elemzéséhez a gyartok altal ajanlott
Instument Control Software (ICS), SOLiD Experimental Tracking System (SETS),
BioScope szoftvereket hasznaltuk. A folyamat sordan a megfeleld kézikonyv
hasznalataval végig betartottuk a szoftverek hasznalatara vonatkoz6 gyartoi utasitasokat.
A szekvenalast kovetden, az RNS szekvenalasi adatokbol az expresszio kiszamitasa CLC
Genomics Workbench 4.0.2 szoftverrel (QIAGEN, Redwood City, CA, Amerikai

Egyesiilt Allamok, www.qiagenbioinformatics.com) valésult meg.
4.5. Génexpresszios valtozasok statisztikai elemzése

A génexpresszios eredmények kiértékelése sordn alkalmazott statisztikai szdmitasokkal a
kovetkezO kérdésekre kerestiik a valaszt. Az elsd, hogy a kezelések hatasara tortént-e
szignifikans véltozds az oszteoblaszt sejtek génexpresszidjaban, és ha igen, vajon
megegyezik-e a vizsgalt két hatdéanyag génexpressziora gyakorolt hatdsa vagy nem?
Masodik {6 kérdés, az volt, hogy melyek azok a gének, amik a leginkabb valtoztak a

kezelés hatasara?

4.5.1. Egymintas t teszt

A paraméteres eljarasok csoportjaba tartoz6, egymintés t teszt modszerrel vizsgalhato,
hogy egy minta varhato értéke, eltér-e egy feltételezett varhatd értéktdl vagy megegyezik
azzal. Génexpresszios adattdblazataink alapjan, a kezelések hatdsdra bekdvetkezett
valtozasok azonositasahoz a logFC értékeket valasztottuk vizsgalandé valdszinliségi
valtozonak az egymintas t tesztek elvégzéséhez. A tesztek futtatasa eldtt ellendriztiik,

hogy a vélasztott valdszintiségi valtoz6 megfelel-e a kritériumoknak.
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A teszt alkalmazasanak feltétele, hogy a vizsgalt valosziniiségi valtozo eloszlasa normalis
eloszlasu legyen, és intervallum vagy aranyskalan értelmezhetd legyen.
Az egymintas t-teszt statisztikai szamitasainak elvégzéséhez az R Core Team (2015) (R
Foundation for Statistical Computing, Bécs, Ausztria, https://www.R-project.org/)
programnyelvet hasznaltuk.
A kezelések hatasara tapasztalt génexpresszios valtozasok igazolasara, a kovetkezd
hipotéziseket fogalmaztuk meg:

- Ho (null hipotézis) = atlag(logFC)=0 , nem tortént expresszids valtozas

- Hi (alternativ hipotézis) = atlag(logFC)#0 , expresszids valtozas tortént
Hipotézis vizsgalataink sordn, két oldali probat alkalmaztunk, tehat a feltételtdl valo
eltérést vizsgaltuk, de az iranyat nem, hogy a csokkenésrdl és a novekedésrol egyarant

kaphassunk informaciot. A hipotézisek elfogadasi dontéseit 9. abra szemlélteti.

0,95
elfogadasi tartomany

Kritikus tartoméany Kritikus tartomany

-1 0 1

H. elfogadasa | © Ho elfogadasa - H. elfogadasa

9. abra Kétoldalu hipotézis vizsgalat dontési abra

A p-értékre vonatkozdan a kovetkezd megfogalmazasokat tettiik:
- Haap<0,05, Ho-t elvetjiik, Hi-t elfogadjuk
- Haap=>0,05, Ho-t elfogadjuk.
A dontés meghozasa a szamitott t érték alapjan:
Ha a szamitott t érték abszolut értéke nagyobb a tablazatbol kiolvasott kritikus értéknél,

akkor az alternativ hipotézist fogadjuk el. Ellenkezd esetben a null hipotézist fogadjuk el.
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- Xatlag —m

 S(Xatlag)
1. egyenlet A t prébastatisztika értékének Kkiszamitiasa, ahol Xatlag a vizsgalt
valoszinliségi valtozo atlaga a mintadban, m egy elére meghatarozott érték, melyhez az

atlagot viszonyitjuk, S(Xatlag) a vizsgalt valoszintiségi valtozo atlaganak szorasa.

4.5.2. Szignifikans gének kivalasztasa

Mindkét hatdanyag esetében az expresszalodott gének p-értékei alapjan meghataroztuk a
szignifikans valtozast mutatd géneket Benjamini and Hochberg False Discovery Rate
szamitds segitségével. A statisztikailag szignifikdns valtozast P<0,05 érték esetén
fogadtuk el.

A géneket p-értékiik alapjan sorba rendezziik a legkisebbtdl a legnagyobbig. A
legnagyobb p értéket valtozatlanul hagytuk, a maésodik legnagyobb p értéket
megszoroztuk a génlista génjeinek szamdaval és elosztottuk a sorszadmaval. A
szignifikancia szint, 0,05 volt, tehat a P<0,05 teljesiilés esetén az adott gént
sziknifikansnak értékeltiik [2. és 3. egyenlet]. Ez a viszonylag gyenge modszer, tobb hibas
pozitiv mindsitést eredményez, és kevesebb hibas negativ mindsitést. Ez a korrekcio a p-

érték csokkenésével egyre szigorubba valik.

a listaban szerepld Gsszes gén szama

korrigalt (p — érték) = (p — érték) « ( ) = 0,05

az adott gén sorszama
2. egyenlet: Benjamini and Hochberg False Discovery Rate szamitasi modszere. Ha

ez a feltétel teljestil, a gén szignifikans.

korrigalt (p — érték) = (p — érrék) « (ni ) =005 ,a gén szignifikins

1

A masodik gén korrigalt p-értékének kiszamitdsa a fenti képlet alapjan.

korrigalt (p — érték) = (p — érrék) « (ni Z) =005 ,a gén szignifikins

A harmadik gén korrigalt p-értékének kiszamitasa a fenti képlet alapjan.

3. egyenlet: Példa a masodik és a harmadik gén korrigalt p-értékének kiszamitasara.
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4.5.3. Jelatviteli atvonal analizis

A kivalasztott szignifikans géneket Ingenuity Pathway Analysis (IPA) 7.6 szoftver
(QIAGEN, Redwood City, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok, www.ingenuity.com)
segitségével értékeltiik ki. A szoftveres kanonikus utvonal elemzés soran, az IPA
adatbazisa alapjan azonositasra keriiltek azok a jelatviteli titvonalak, amik tartalmaztdk
az altalunk bevitt szignifikans géneket. Az adataink €s a kanonikus utvonalak kozotti
kapcsolat meghatarozasahoz a program figyelembe vette a bevitt adataink alapjan
azoknak a géneknek a szamat, amiket az adott tvonalhoz tudott kapcsolni, és ezt
elosztotta az adott kanonikus Utvonalhoz tartozo dsszes génszamaval. Tovabba Fischer
exakt teszt alapjan meghatarozta az adott utvonal és a bevitt gének kapcsolatahoz
rendelhetd valdszintiségeket, ezzel lathatova téve a véletlen asszocidciokat.

Az upstream regulator elemzés meghatirozta az upstream transzkripcios regulator
kaszkadokat, a transzkripcios regulatorok és a target génjeik kozotti elvart hatasokra
vonatkoz6, az Ingenuity tuddsbazisban rendelkezésre all6 informacidk alapjan. Az
elemzés soran a program megvizsgalta, hogy a transzkripcios regulatorok ismert targetjei
koziil, hany van jelen a bevitt adatainkban, és 0sszehasonlitotta a valtozasaik irdnyat (a
kontroll mintdhoz képest, a kisérleti mintdkban detektalt expressziot vizsgalta), azért,
hogy a szakirodalom alapjan a valtozdsokbdl kovetkeztetni lehessen a relevans
transzkripcids regulatorokra. Az atfedo p-érték célja az, hogy meghatarozza, azokat a
transzkripcids regulatorokat, amikkel megmagyarazhatdéak a megfigyelt génexpresszios
valtozasok. Az atfedd p-érték alapjan meghatarozhatd, hogy az atfedés a bevitt gének és
a szakirodalom alapjan a transzkripcidés regulator altal szabalyozott gének kozott
statisztikailag szignifikdns-e. Ez a Fischer exakt teszt alapjan szadmolt érték
szignfikédnsnak tekinthetd a P<0,01 érté¢keknél.

Az Kkisérlet soran expresszalodott gének logFC (fold-change: az expresszids valtozas
mértéke a kezelt csoportban a kontroll csoporthoz viszonyitva) értékei alapjan
meghatarozhatdak a legupreguléaltabb molekulak.

Osszességében, az IPA szoftver segitségével feltérképezésre keriiltek az imatinib és
nilotinib immunszupressziv gyogyszerhatéanyagok hatdsdra modosult jelatviteli
utvonalak, top upstream regulatorok és top molekuldk. A kiértékelés soran, kiemelt
figyelmet forditottunk a hatdéanyagok feltételezett csontanyagcsere modifikalo hatdsainak

értelmezésére €s magyarazatara.
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5. Eredmények

5.1. Az imatinibbel és a nilotinibbel végzett in vitro hatéanyag-

koncentraciot és kezelési idot optimalizalo kisérletek eredményei

Harom péarhuzamos mérést végrehajtva, az imatinibbel és a nilotinibbel végzett in vitro
kisérletek eredményei alapjan meghataroztuk az in vitro kultirdk esetén elérhetd
leghosszabb kezelési id6t, valamint a megfeleld hatdoanyag koncentraciot.

A sejtéletképesség mérések eredményei alapjan, 1 uM hatéanyag-koncentraciot és 6
napos inkubalast alkalmazva is elegendd sejt (SRB% > 50) maradt a tovabbi
vizsgalatokhoz. Nagyobb koncentracional, illetve hosszabb inkubacios periddus utan a
sejtéletképesség meredeken csokkent a vizsgalt hatoanyagok esetén. Tovabba ezen
koriilmények voltak a legnagyobb hatassal az oszteoblaszt sejtek csont specifikus
génexpresszids profiljara is, amit a relativ kvantifikdcios RT-PCR vizsgalatok
segitségével detektalt, megnovekedett BMP8A, CollAl, MMP2 ¢és OPG expresszid is
megerosit.

A 6 napos inkubacids iddvel az imatinib és nilotinib kezelések hosszabb tavu hatasat
vizsgaltuk, in vitro sejtes rendszerben. Ezért a tovabbiakban bemutatott eredmények is
elsésorban a lassabban kialakul6 masodlagos génaktivitasokban bekovetkezd

valtozasokat tiikrozik.
5.2. Szekvenalasi eredmények

A teljes transzkriptoma analizishez, az azonos mintak poolozasa utdn RNS-t izolaltunk a
kezelt (imatinibbel kezelt csoport, nilotinibbel kezelt csoport) és a kezeletlen (kontroll
csoport) oszteoblaszt sejtekbdl.

A Bioanalyser késziilékkel meghatarozott kiinduld6 RNS mintdk mindségére utalé mérési

adatot az 5. tablazat tartalmazza.
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5. tablazat A kiindulé RNS molekulik mindségének meghatirozasa. A totdl RNS
molekulak mindségére utald, RNS integritas szdm (RIN, RNA integrity number) 1 és 10
kozotti értekeket vehet fel, ahol a 10 a magas mindségli intakt RNS-t jeloli. A tdblazat a
kerekitett értékeket tartalmazza. A mért RIN adatok alapjan, mindhdrom csoportban

megfeleld volt az RNS mindsége.

Minta RIN
Kontroll csoportbol izolalt RNS 10
Imatinibbel kezelt csoportbol izolalt RNS 8
Nilotinibbel kezelt csoportbol izolalt RNS 10

Az RNS szekvenalas (RNA sequencing (RNA-Seq)), megfelelé mindségi €s tisztasagh
total RNS molekulakkal lett elvégezve.

A, Kontroll csoportbol izolalt RNS molekulik elektroferogramja D, Gélkép
L K I N
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20 ‘ t R a 1
) | r N t o
a
10 | SRR
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T T T T 1T T [nt]
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B, Imatinibbel kezelt csoportbol izolialt RNS molekulik C, Nilotinibbel kezelt csoportbél izoldlt RNS molekulak 4000 — W —
elektroferogramja elektroferogramja
2000 — —_
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10. abra Az izolalt RNS molekulik elektroferogramja és gélképe: Mindharom
elektroferogrammon jol lathat6 a ~ 25 nukleotid hossznal jelentkezé markercsucs, illetve
az ~1800 és ~4000 nukleotid hossznal jelentkezd két masik nagy intenzitasu cstcs, ami
az RNS molekulak méretét jeloli. Ugyan ezt az eredményt szemlélteti a gélkép is. A képek
Bioanalyzer 2100 késziilékbe helyezett RNA 6000 Nano Chip és Bioanalyzer 2100

Expert szoftver hasznélataval késziiltek.

A megfeleld mindségli totall RNS mintdkbol, a konyvtarkészités eldtt a riboszomalis
RNS-ek (rRNS) is eltavolitasra keriiltek egy rRNS molekulara szelektiv hibridizacios
modszerrel, valamint DNase kezeléssel biztositottuk a mintdk DNS mentességét. A
tisztitott, DNS mentes totdl RNS molekulakat ezt kovetden fragmentaltuk, végiil reverz

transzkripciéval cDNS molekuldkka alakitottuk.
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A, cDNS molekulik méretének eloszlasa a kontroll csoportban D, Gélkép
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11. abra Az amplifikalt cDNS molekulik méretének eloszlasa: Mindharom
elektroferogrammon ¢és a gélképen is jol lathatd, hogy a mintadkban jelenlévé cDNS
molekula fragmensek tobbsége a ~160 - ~170 bazispart tartalmazé fragmens-tartomanyba
esik. A képek Bioanalyzer 2100 késziilékkel, Agilent High sensitivity DNA Kkittel és

Bioanalyzer 2100 Expert szoftver hasznalataval késziiltek.

A teljes transzkriptoma analizis, SOLiD™ V4 1j generacios szekvenator rendszerrel, a
fragmensek mindkét végét is leolvaso paired end konyvtar tipussal, 50*25bp olvasasi

hosszal tortént. A szekvenalas leolvasasi adatait a 6. 7. €s a 8. tablazatban foglaltuk 6ssze.

6. tablazat A kezeletlen kontroll csoport szekvenalasanak leolvasasi adatai

Egyedileg Frakcio Nem Frakcid Leképezett Teljes
leképezett egyedileg olvasasok leképezett
olvasasok leképezett olvasasok
olvasasok %-a
Exon-exon 2.536.343 0,91 246.495 0,09 2.782.838 4,95
olvasasok
Exon-intron | 345.800 0,95 18.703 0,05 364.503 0,65
olvasasok
Teljes exon | 16.260.651 0,90 1.792.277 0,10 18.052.928 32,14
olvasasok
Teljes intron | 33.737.870 0,88 4.385.352 0,12 38.123.222 67,86
olvasasok
Teljes gén 49.998.521 0,89 6.177.629 0,11 56.176.150 100,00
olvasasok

7. tablazat Az imatinibbel kezelt csoport szekvenalasanak leolvasasi adatai
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Egyedileg Frakcio Nem Frakcio Lekeépezett Teljes
leképezett egyedileg olvasasok leképezett
olvasasok leképezett olvasasok
olvasasok %-a
Exon-exon 1.701.971 0,92 155.732 0,08 1.857.703 3,88
olvasasok
Exon-intron | 276.153 0,94 16.194 0,06 292.347 0,61
olvasasok
Teljes exon | 11.590.783 0,90 1.219.913 0,10 12.810.696 26,78
olvasasok
Teljes intron | 30.631.705 0,87 4.385.491 0,13 35.017.196 73,22
olvasasok
Teljes gén 42.222.488 0,88 5.605.404 0,12 47.827.892 100,00
olvasasok

8. tablazat A nilotinibbel kezelt csoport szekvenalasanak leolvasasi adatai

Egyedileg Frakcio Nem Frakcid Leképezett Teljes
leképezett egyedileg olvasasok leképezett
olvasasok leképezett olvasasok
olvasasok %-a
Exon-exon 2.238.860 0,91 224.595 0,09 2.463.455 3,98
olvasasok
Exon-intron | 363.731 0,95 19.495 0,05 383.226 0,62
olvasasok
Teljes exon | 15.797.300 0,91 1.644.899 0,09 17.442.199 28,20
olvasasok
Teljes intron | 39.460.804 0,89 4.944.163 0,11 44.404.967 71,80
olvasasok
Teljes gén 55.258.104 0,89 6.589.062 0,11 61.847.166 100,00
olvasasok

5.3. A kezelések hatasara bekovetkezett génexpresszios valtozasok

vizsgalata

A génneveket, ensemble azonositokat és a génekhez rendelt statisztikai valtozokat
tartalmaz6 adattablazataink alapjan, megvizsgaltuk, az azonositott gének sokasagat leiro
adatokat.

A rendelkezésre allo adatokbol a paraméteres eljarasok csoportjaba tartoz6 egymintas t
teszt statisztikai vizsgdlatokhoz az imatinibbel és a nilotinibbel kezelt csoportokban a
kontroll csoporthoz viszonyitott génexpresszidés valtozas mértékét kifejezd FC
(génexpresszios valtozas mértéke) értékek logaritmusat (logFC) hasznaltuk.

LogFC értékiik alapjan, abrazoltuk az imatinib kontroll csoporthoz képest mutatott
expresszids valtozasait, valamint a nilotinib kontroll csoporthoz képest mutatott
expresszios valtozasait. Mindkét hatdanyag esetében az adatok normaleloszlast mutattak,
¢s a kritikus tartomanyt vizsgélva, lathatd, hogy az imatinib nagyobb mértékben

valtoztatja meg a génexpressziot, mint a nilotinib. Az imatinibbel szemben a nilotinibnél
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kevesebb génexpresszidja valtozott meg [12. dbra], valamint az atlagos logFC érték is

nagyobb az imatinib esetén.

Imatinib-kezelést kovetéen mért génexpresszios valtozasok a kontroll csopothoz viszonyitva

Frequency
500 1000 1500

[

logFC

Nilotinib-kezelést kovetéen mért génexpresszios valtozasok a kontroll csoporthoz viszonyitva

Frequency
500 1000 1500

[

logFC

12. abra Génexpresszios valtozasokat bemutato hisztogramok: A kritikus tartomanyt
vizsgalva jol lathatd, hogy a logFC értékek alapjan az imatinib kezelést kovetden tobb
gén expresszidja valtozott meg, mint a nilotinib kezelést kovetden. Az imatinib és a
nilotinib pozitiv iranyba valtoztatta meg a génexpressziokat, vagyis inkabb upregulalta a

géneket.

Ezt megfigyelést erdsitik meg, az egymintas t teszt eredményeit 6sszefoglald tablazatban
feltiintetett eredmények is [9. tablazat]. A tdblazatban feltiintetett t probastatisztika
értékeit figyelembe véve a két hatdanyagnal, elmondhatd, hogy imatinib esetében a
t=46,157 joval nagyobb, mint a kritikus érték, ezért elfogadjuk az alternativhipotézist,
azaz, hogy tortént expresszios valtozas. Nilotinib esetében viszont a t=1,835 érték nem
haladja meg szignifikansan a kritikus értéket, de mivel nagyobb a kritikus értéknél, ezért
elfogadjuk az alternativhipotézist, de figyelembe vessziik, hogy csak kisebb mértéki
expresszios valtozas tortént. A p-értéknél az alternativhipotézis elfogadasanak feltétele
(p<0,05) csak az imatinib esetében teljesiil (p<2.2e-16). A kontroll csoporthoz képest
mutatott, atlagos génexpresszios valtozasok értékét jelzé logFC atlag érték az imatinib
esetében 0,242, ami nagyobb, mint 0, tehat elfogadhatjuk az alternativ hipotézist, nilotinib
esetében ez az érték viszont csak 0,007, ami nagyon kozel van a 0-hoz, igy itt, habar
tortént génexpresszios valtozas, de az nem tekinthetd szignifikdnsnak. Az elvégzett t teszt

eredményeit Osszefoglalva az latszik, hogy az imatinib jelentésen megndveli a
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génexpressziot a vizsgalt sejtekben, ezzel szemben a nilotinib nem ndvelte meg

szignifikdnsan a génexpressziot a vizsgalt sejtekben.

9. tablazat Az egymintas t teszt eredményeinek oOsszefoglalasa: statisztikai
szamitasainkhoz, valdsziniiségi valtozoknak, az imatinibbel és a nilotinibbel kezelt
csoportokban a kontroll csoporthoz viszonyitott génexpresszios valtozas mértékét
kifejezd logFC értékeket valasztottuk. A logFC atlag jelzi, a kontroll csoporthoz képest
mutatott, atlagos génexpresszids valtozasok értékét. A t, a t probastatisztika értéke. A df
a szabadsagi fokot jeldli, amely az érvényes megfigyelések szama-1. A t és p értékek
alapjan az imatinib kezelés jelentésen megvaltoztatta a génexpressziot, a nilotinib kezelés

viszont nem valtoztatta meg jelentdsen a génexpressziokat.

logFC értékek alapjan elvégzett egymintas t-tesztek eredményei 95%-0s konfidencia
intervallum

Vizsgalt t df p-érték logFC atlag also felsé

valosziniiségi kiiszobértéke | kiiszobértéke

valtozo

logF Cimatinib 46,157 | 16.382 <2.2e-16 0,242 0,231 0,252

logF Chitotinib 1,835 | 16.950 0,06657 0,007 -0,001 0,015

5.4. Szignifikansan valtozott gének azonositasa

Az imatinibbel kezelt oszteoblaszt sejtekben 16.383, a nilotinibbel kezelt csoportban
16.951, a kezeletlen, kontroll sejtekben pedig 17.290 féle annotalt RNS-t azonositottunk.
Benjamini and Hochberg statisztikai teszttel imatinib kezelést kdvetden 358, nilotinib
kezelést kovetden 21 statisztikailag szignifikdns expresszids valtozast mutatd gént
azonositottunk a kontroll sejtekhez képest.

A statisztikailag szignifikdns gének kozott 3 kozos gén volt a két kezelt csoportban
(41593442, Gm11225, Zfp184), kozel azonos expresszids aktivitdssal. A gének logFC
értekei: logFC(AIS593442) = 2,95, logFC(Gm11225) = 2,09 and logFC(Zfp184) = 1,45
az imatinibbel kezelt sejteknél, logFC(AI1593442) = 2,82, logFC(Gm11225) = 2,79 ¢és
logFC(Zfp184) = 3,43 a nilotinib csoportnal. Az imatinibbel kezelt csoportban minden

azonositott szignifikdns gén upregulalt volt. A nilotinibbel kezelt csoportban egy
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kivételével (logFC(RP23-390C13.1)=-2,95) szintén mind upregulalt volt logFC értékiik

alapjan.

5.5. Kanonikus utvonal elemzés

Mindkét hatdoanyag estén a statisztikailag szignifikdns expresszids valtozast mutatd
géneket IPA kanonikus utvonal elemz6 szoftverrel értékeltiik ki. Az imatinibbel kezelt
oszteoblaszt sejteknél 6 top kanonikus tutvonalat [13. abra] mig a nilotinibbel kezelt
oszteoblaszt sejtek transzkriptomajaban o6t top kanonikus jelatviteli utvonalat
azonositottunk [13. &bra]. A két hatéanyagnal azonositott top jelatviteli Gitvonalak egy
utvonal kivételével (Gamma-amino-vajsav. (GABA) receptor jelatviteli utvonal)
kiilonboznek, és a vart Wnt jelatviteli utvonal szerepe egyik csoportban sem volt
igazolhatd. Annak ellenére, hogy az azonositott kanonikus utvonalakhoz tartozd p-
értékek jelentdsen meghaladjék a szignifikancia kiiszobértékét (p < 0,05), a szoftver nem

tudta megjosolni az Gitvonalak aktivitdsi mintazatat.

5.5.1. Az imatinibbel kezelt oszteoblaszt sejteknél azonositott top kanonikus
utvonalak

5.5.1.1. Reelin jelatviteli utvonal

A Reelin jelatviteli utvonal a legalacsonyabb p-értékkel képviseli az imatinibbel kezelt
csoport a legszignifikansabb ttvonalat. A Reelin egy nagy extracellularis glikoprotein,
amely tobbek kozott részt vesz neurondlis architektonikus mintdzatok kialakitasaban
valamint axonok ndvekedésének és disztribuciojanak szabalyozasdban. A Reelin a
VLDLR ¢és az ApoER2 receptorokhoz kdtddve aktivalja a Dabl tirozin oldallancanak
foszforilacigjat, amely szamos nem receptor tirozin kindzzal 1ép kapcsolatba (Src, Fyn,
Abl). Bar az idegrendszerrel all szoros kapcsolatba, genomszintli asszociacios vizsgalatok
(GWAS) igazoljak, hogy az abnormalis csont remodelinggel jardo otoszklerdzis
kialakulasdban a RELN fontos szerepet jatszik [53].

Ezt az Gtvonalat a kovetkez6 6 gén reprezentalja, MAP3K9, MAPKS8IP2, ITGA2, DABI,
RELN ¢és DCX. A gének logFC értékei a kovetkezOk: logFC(MAP3K9) = 3,41,
logFC(MAPKSIP2) = 2,10, logFC(ITGA2) = 2,35, logFC(DAB1) = 2,24, logFC(RELN)
= 3,71 és logFC(DCX) = 1,86.
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5.5.1.2. Zsirsav aktivacios jelatviteli atvonal

A zsirsav aktivacios jelatviteli itvonal f6 feladata a megfeleld zsirsav és lipid bioszintézis
biztositasa. Rendellenes miikdodésének kovetkezményei lipid metabolizmussal vagy
vitamin €s 4svanyi anyag metabolizmussal jaro betegségek lehetnek. Mivel a csonttomeg
nagy részét zsir teszi ki, ezért a csontveldsejt éréséhez és fejlddéséhez is nagyon fontosak
a zsirsav ¢s a lipid molekulak.

Ezt az Gtvonalat az ACSL6 ¢és ACSBG2 gének reprezentaljak. Ezeknek a géneknek a
logFC értékei 3,39 ¢és 2,42. Ezeket a géneket az IPA a y-linolénsav bioszintézis

utvonalhoz is hozza rendelte, ami szintén felelds a lipid metabolizmusért.

5.5.1.3. Gamma-amino-vajsav (GABA) receptor jelatviteli utvonal

A gamma-amino-vajsav (GABA) receptor jelatviteli Gtvonal elsésorban az idegrendszer
jelatviteleit szabalyozza. Rendellenes miikodése aminosav metabolizmussal, lipid
metabolizmussal, valamint molekularis transzporttal kapcsolatos betegségeket okozhat.
Hérom ismert receptor tipusa (GABA(A), GABA(B) és GABA(C)) koziil. A GABA(A)
¢s GABA(C) ioncsatornaként miikddik, a GABA(B) receptor pedig egy G protein
kapcsolt receptor.

Kisérleteink soran két ion-csatorna (GABRQ ¢és GABRG3), egy G protein kapcsolt
receptor B (GABBR?2) ¢és az 1 tipusu adenilat ciklaz gén (ADCY1) kapcsolddott ehhez az
utvonalhoz. A logFC értékek a kovetkezOk voltak: 2,69, 1,95, 2,74 és 3,16.

5.5.1.4. Szertoli-szertoli sejt interakcios jelatviteli utvonal

A szertoli-szertoli sejt interakcios jelatviteli utvonal szerepét elsGsorban a testis sejtjeinek
megfeleld alakjdhoz, szervezddéshez és mitkodéséhez is. Erre a jelatvitelre a TGFB3 a
p38 MAPK, JNK ¢s ERK jelatviteli itvonalakon keresztiil, a TNF pedig a JNK utvonalon
keresztiil fejti ki hatasat.

Kisérleteinkben ezt az Gitvonalat 7 gén prezentalta. A logFC értékek a kdvetkezok voltak:
logFC(CLDN10) = 1,94, logFC(MAP3K9) = 3,41, logFC(EPB4.1) = 2,51,
logFC(CTNNA2) = 2,76, logFC(CLDN4) = 221, logfFC(ITGA2) = 2,35,
logFC(Gucy1b2) = 2,86.
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5.5.1.5. y-linolénsav bioszintézis titvonal

A y-linolénsav (GLA) egy tobbszordsen telitetlen (18:3) omega-6 zsirsav. Ez az itvonal,
hasonléan a zsirsav aktivacios jelatviteli utvonalhoz, szintén felelés a lipid
metabolizmusért, valamint a vitamin és 4svanyi anyag metabolizmusért. A szoftveres
kiértékelés soran, a program ehhez az utvonalhoz is ugyanazokat a géneket rendelte

(ACSL6, ACSBG2), mint a zsirsav aktivacios jelatviteli utvonalhoz

5.5.1.6. Szerotonin receptor jelatviteli utvonal

Végiil a Szerotonin receptor jelatviteli tvonal, melyrdl igazoltdk, hogy erds pozitiv
hatdsa van a csonttomegre. A vizsgalatunkban ez az Gtvonal 3 génnel képviselteti magat.
A harom kapcsolodé gén logFC értékei: logFC(HTR5A) = 2,06, logFC(ADCY 1) = 1,45,
logFC(HTR1A) = 2,88.

5.5.2. Az nilotinibbel kezelt oszteoblaszt sejteknél azonositott top kanonikus
utvonalak

5.5.2.1. Eukariéta iniciacios faktor 2 (EIF2) jelatviteli atvonal

A nilotinibbel kezelt oszteoblaszt sejtek transzkriptomajaban azonositott 6t top kanonikus
jelatviteli utvonal [13. abra] koziil, a legkisebb p-értékkel, az eukariota inicidcios faktor
2 (EIF2) jelatviteli utvonal volt a legszignifikansabb, habar az aktivacios z-score értéke
majdnem nulla volt.

Az EIF2 jelatvitelnek fontos szerepe van a transzlacio kialakulasaban, mivel a tobbszoros
polipeptid alegységeket tartalmaz6 elF molekulak sziikségesek a fehérjeszintézis kezdo
1épéséhez. Az elF2 GTP-kotd fehérjeként szabdlyozza a mRNS transzlaciot és a
fehérjeszintézist. Ez az utvonal felelds a sejtnovekedésért, proliferacioért €s fejlodésért
is. Rendellenes miikodése megvaltoztathatja a fehérje szintézist, gén expresszidt és a
sejtek tulélését.

Az Utvonalat reprezentdldé hirom gén logFC értékei: logFC(RPL17) = 241,
logFC(RPL39) = 1,99, logFC(RPS23) = 3,45.

5.5.2.2. Embrionalis 0ssejt differencialodas sziv sejtvonal iranyba

Ez az utvonal fontos szerepet jatszik a sejtndvekedésben, sejtproliferacioban,
sejtfejlédésben, illetve a szervnovekedésben és szervfejlddésben. Rendellenes miikodése

esetén megvaltozhat a génexpresszio €s az embrionalis szervfejlodés.
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A korai embrionalis sejtek transzkripcigjat szabalyozo faktorok, mint példaul a NANOG,
OCT4 ¢és SOX2 fontos szerepet jatszanak a csont anyagcserében is. Ezek koziil sajat
kisérleteink eredményeként, a NANOG 2,06 logFC értékkel lett ehhez az utvonalhoz

rendelve.

5.5.2.3. Az embrionalis 6ssejtek transzkripciot szabalyozé halozata

Az OCT4, NANOG és SOX2 szintén részt vesznek ennek az utvonalnak a mikodésében
is. Ennél az utvonalnal a jelatvitel sordn az OCT4, NANOG ¢és SOX2 pluripotencia
aktivalasaban, dnmegujulé mechanizmusokban résztvevd, illetve, differencialodast gatld
géneket aktivalnak. Ez az itvonal is részt vesz a sejtndvekedésben, proliferacioban és
fejlédésben, szervnovekedésben ¢€s fejlodésben, transzkripcio-szabalyozéasban.

Kisérleteinkben ezt az utvonalat is a NANOG reprezentalta.

5.5.2.4. Oct4 szerepe az emlés embrionalis 6ssejt pluripotenciaban titvonal

Oct4 egy homeodomain transzkripcios faktor, a POU (Pit-Oct-Unc) csalad tagja.
Ko6zponti szerepe van példaul az onmegujuldsban €s a pluripotenciaban. Az Oct4. SOX2,
NANOG egyiitt fejtik ki hatasukat. Az Oct4 és a Sox2 kolcsondsen szabalyozzdk a
POUSF1-t, és pozitivan szabalyozzdk a NANOG-t. Ez az tutvonal részt vesz a
sejtnovekedésben, proliferacidban ¢és fejlodésben, szervnovekedésben és transzkripcid-
szabalyozasban.

Ezt az Gitvonalat is a NANOG reprezentalta a kisérletei eredményeinkben.
5.5.2.5. Gamma-amino-vajsav (GABA) receptor jelatviteli utvonal

GABA receptor jelatviteli utvonalat a GABRB1 (gamma-amino-vajsav (GABA) A
receptor, béta 1 alegysége) gén jellemzi, logFC = 2,83 értékkel. A GABA receptor
jelatviteli utvonal volt az egyediili, amely mindkét hatéanyag esetén a top kanonikus

utvonalak kozott szerepelt.
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Imatinib top kanonikus utvonalai Nilotinib top kanonikus ttvonalai
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13. abra Az IPA kanonikus utvonal analizis eredményének grafikus osszefoglalasa.

Az é4bra, az utvonalak right-tailed Fisher exakt teszt hasznalataval
meghatarozott -log(p-érték)-ei alapjan, a legszignifikansabb kanonikus utvonalakat
jeleniti meg . Az Utvonalakhoz tartoz6 —log(p-érték)-ek az abra mellett illetve a felsd
tengelyen olvashatoak le. Minél nagyobb az adott Gtvonalhoz tartoz6 -log(p-érték), azaz
minél kisebb az utvonalhoz tartozé p-érték, annal szignifikansabb az adott utvonal. A
P=0,05 értéknél 1évd narancssarga vonal jelzi a statisztikai kiiszobértéket. A sziirke és a
fehér oszlopok azt jelzik, hogy az adott utvonalak aktivaltsagat vagy gatoltsdgat a szoftver
a z-score értékek alapjan nem tudta megjosolni. Fehér szin esetén az utvonal aktivitasanak
meghatarozasat az gatolta, hogy a z-score érték nulla vagy nulldhoz nagyon kozeli. A
sziirke szin esetén pedig nincs elérhetd aktivitasi mintazat, ezért nem lehet megbecsiilni
jelenleg az adott utvonal aktivitasat. Az abran lathato sarga kockakkal jelzet arany
kiszamitasakor a sajat kisérleti eredményeink alapjan az adott utvonalhoz
hozzarendelheté gének szdmat elosztottuk az IPA adatbazisa alapjan az utvonalhoz
tartozd 0sszes génnel. Az dbra mellett az adott utvonalakhoz rendelt, a kezelés hatasara

szignifikans expresszios eltérést mutatd gének is ki vannak listazva.
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5.5.3. Azonositott top upstream regulatorok

A top upstream regulatorokat az IPA szoftver az expresszios valtozdsok mindsége alapjan
hatarozta meg. Olyan molekuldkat valasztott ki, amelyek hasonl6 valtozasokat idéznének
eld, vagyis olyan valtozasok torténtek a vizsgalataink soran, mintha ezek a molekuldk
szabalyoztak volna.

Ezek a felsObb szintli transzkripcios szabalyozd elemek magyardzatot adhatnak a
megfigyelt génexpresszids valtozasokra. A top upstream regulatorok elemzése soran,
statisztikailag szignifikdnsnak a P < 0,01 értéket tekintettiik, Fisher Exakt tesztet
alkalmazva.

Az imatinibbel kezelt oszteoblaszt sejtek csoportjdhoz a kovetkezd, Ot upstream
regulatort rendelte a szoftver: FREM2, GLDN, GRIP1, NRCAM ¢s VLDLR. Ezek koziil
a FREM2, GRIP1 és a VLDLR kozvetett modon részt vehet a csont ¢Elettani
folyamataiban.

A nilotinibbel kezelt oszteoblaszt sejtkulturakbol szarmazd mintak kiértékelése soran
szintén, Ot top upstream regulatort azonositott a szoftver: ACVR1B, ACVRI1C, FAAH,
MARCH7 ¢és RAD23B. A nilotinibnél azonositott 6t top upstream regulator
mindegyikérdl ismertek adatok a csontanyagcserével sszefliggésben.

Az imatinib illetve nilotinib kezelés hatasara azonositott upstream regulatorokat kédolo
gének Osszefoglaldsa, ¢és azok csontanyagcseréhez kothetd bioldgiai funkcidinak

attekintése a 10. és a 11. tablazatban lathatdak.
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10. tablazat Az imatinibbel kezelt sejtekben azonositott upstream regulatorok. A

gének neveit és altalanos biologiai szerepiiket a GeneCards (http://www.genecards.org),

NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) ¢és az IPA (https://reports.ingenuity.com)

adatbazisaibol gytijtottiik. Az upstream regulatorokat és azok interakcioit az IPA elemzés

eredményi adtdk. A csontanyagcseré¢hez kothetd biologiai szerepiiket a felsorolt

adatbazisokbol és a szakirodalombdl gytijtottiik.

Gén szimbolum és név

Altalanos biologiai funkcié és a csontanyagesere
szabalyozasaban betoltott szerep

Szabalyozasa
alatt all6 elemek

FREM?
FRASI fehérjéhez
kapcsolt extracellularis
matrix fehérje 2

Extracellularis matrix  protein, sziikkséges a ham
integritasanak fenntartasahoz és az epidermalis adhéziohoz.
Koézvetett modon részt vehet a csont élettani folyamatainak
regulalasaban, mivel kapcsolatban all olyan molekulakkal,
melyek pl: az oszteokalcin génexpresszio szabalyozasaban
vesznek részt (MDM?2) [54], a csonttdrés gyogyulasat
tamogatjak  (EGFL6) [55], ¢és az  oszteoblaszt
differencialodast serkentik (NPNT) [56].

FREMI, FRASI,
FREM2

GLDN
Gliomedin

Ranvier befluiz6dések kialakulasaban részt a

mielinhiivelyes axon mentén.

vesz

Fesziiltségfiiggd
natrium csatorna,
SPTBN4, ANK3,
NFASC

GRIPI
Glutamat receptorral
kdlcsonhato fehérje 1

Az 4ltala kédolt protein elsOsorban az
transzportfolyamataiban vesz részt. Jelet kozvetit a
citoszkeletalis és membran fehérjék kozott.
Interakcidba Iép szamos csonttdmeg novekedést befolyasold
molekulaval (NR113, MEF2C, ESRI) [57-59], valamint az
oszteoblasztok differencialodasat befolyasolo Osztrogén-
szerl receptor alfaval is (ESRRA). Tovabba kapcsolatban all,
olyan molekulakkal, melyek serkentik a névekedési faktorok
aktivitasat (TFF1), serkentik a zsirsav bioszintézist és a
gliikoneogenezist (HNF4A) [60], ¢és fontos szerepet
jatszanak a csont-homeosztazisban (CARM1 [61], Ephrin B
[62], THRA).

idegsejtek

FRASI, GRIA2,
NR1I3, GRIP1,
FREM2,
FREM1,
ESRRA, TFFI1,
HNF4A, ESR1,
MEF2C, kinezin,
ampa receptor

NRCAM
Neuronalis sejt
adhézios molekula

Az immunoglobulin szupercsalad tagja. A gén altal kodolt
Ankyrin-k6t6 fehérje részt vesz a neuron-neuron sejt
adhézidban, tovabba a Ranvier befliz6dések kialakuladsanak
molekularis folyamataiban.

Fesziiltségfiiggd
natrium csatorna,
NFASC,
SPTBN4, ANK3,
NRCAM,
GLDN,
neurotrofin

VLDLR
Nagyon alacsony
denzitasu lipoprotein
receptor

Lipoprotein receptor, amelynek szubsztratja a nagyon
alacsony denzitasu lipoprotein molekula.
Hozzékapcsolodva, endocitozissal a sejt belsejébe juttatja
azt. Szerepet jatszik a VLDL-triglicerid metabolizmusban és
a Reelin jelatviteli utvonalban is. Szabalyozza a zsirsavakat,
melyek fontos szerepet jatszanak a csontok ujjaépiilésében
és a csontok megfeleld6 mechanikai tulajdonsagainak
megtartasaban.

Koleszterin szint szabalyozasan keresztiil hathat a csont
asvanyianyag-tartalomra [63]. Az oszteoblaszt proliferaciot
serkenti.

Koleszterin,
triacilglicerin,
DABI, Ptk, DNS
endogén
promoter,
foszfolipid,
zsirsav, RACI,
LPL, SERPINEL,
glikoprotein,

RNS polimeraz
11, VLDL
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11. tablazat A nilotinibbel kezelt sejtekben azonositott upstream regulatorok. A
gének neveit és altalanos bioldgiai szerepiiket a GeneCards (http://www.genecards.org),
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) ¢€s az IPA (https://reports.ingenuity.com)
adatbazisaibol gyiijtottiik. Az upstream regulatorokat és azok interakcioit az IPA elemzés
eredményi adtdk. A csontanyagcseréhez kothetd biologiai szerepiiket a felsorolt
adatbazisokbol és a szakirodalombdl gytijtottiik.

Gén szimbolum és név

Altalanos biolégiai funkcié és a csontanyagesere
szabalyozasaban betoltott szerep

Szabalyozasa
alatt all6 elemek

ACVRIB
1B tipust aktivin receptor

Transzmembran receptor. Az l-es tipusu aktivin
receptor komplexet képez a 2-es tipussal, és az igy
kialakul6 komplex szabalyozza pl: az idegsejt
differencialodast és tulélést, szortiiszofejlodést, FSH
termelést, sériilésgyogyulast, extracellularis matrix
termelddést, immunszupressziot €s karcinogenezist.
Az ACVRIB az aktivin utvonal részeként szerepet
jatszik a csontvazrendszer fejlédésében. Aktivin
rendszer szabalyozza a csontsejt differencialodast és
proliferaciot [64]. Az ACVRIB, szamos csont
anyagcserére erdsen haté molekuldt szabalyoz (pl:
SMAD?3).

SMAD2,
SMAD3,
LEFTY1,
KEFTY2, FSHR,
CYPI9AL,
Aktivin, Xnrl,
NODAL, L-
treonin, DNS
endogén
promoter, HP,
MAPK, Akt

ACVRIC
1C tipust aktivin receptor

Az aktivin AB, aktivin B és a NODAL receptora.
Részt vesz a sejt differencialodasban,
ndovekedésgatlasban és az apoptozisban.

A csontfejlédésben és a remodeling soran fontos
molekulakat szabalyoz (pl: ephrinB2, CASP3,
SMAD3). Szerep van az inzulin és gliikdz valaszban,
valamint a TGFp és a Wnt/B-catenin jelatvitelben.

ephrinB2,
CASP3,
SMAD?2,
SMAD3,
LEFTY]1,
LEFTY2, FOS,
MAPKS,
NODAL, Erk,
SERPINEIL, Jnk,
CASP9,
JINK1/2, P38
MAPK

FAAH
Zsirsavamid-hidrolaz

Az altala kodolt integralis membran fehérje a
zsirsavamidok hidroliziséért felelds.

A FAAH fehérje szerepet jatszik a proliferacidoban,
sejt  életképességben. Részt vesz a zsirsav
bioszintézisben ¢és metabolizmusban, a lipid
metabolizmusban és modifikacioban. A miikddése
soran keletkez6 zsirsavamidok hatassal vannak az
oszteoblasztokra ¢és az oszteoklasztokra, stimulaljak a
csontépitést €s gatoljak a reszorpciot [65].

zsirsavak,
anandamid,
endokannabinoid
, MAEL,
FNDC3A,
SEPT4, Prl3d1,
MAP6DI,
RPL7L1, RPLS,
RPS18

MARCH?7
Membrankotott ring ujj
(C3HC4) 7, E3 ubiquitin
fehérje ligdz

E3 ubiquitin ligdzok ring ujj tipusa. Ideiglenesen
megkoti a célfehérjét és ubikvitint kapcsol hozza. Az
ubikvitinnel jelolt fehérje ezutan lebontasra keriil. Ez
a folyamat biztositia a fehérjék dinamikus
egyensulyat a sejten beliil.

A MARCH?7 fehérje részt vesz a proliferacio
szabalyozasaban, az RNF111-en keresztiil hathat a
TGFp és BMP jelatviteli utvonalakra.

NANOG
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PSMCI1, TDG,
Lys48-kapcsolt
poliubikvitin, 26s
proteaszoma,
TP53, NGLY1,
XPC, MPG,
DNS promoter

Az ubikvitin-fiiggd fehérje degradacié soran, az
poliubikvitinalt fehérjék proteaszomahoz torténd
szallitasaban vesznek részt.

A kiilonb6z6 proteoszomakon (PSMC2 és PSMCI)
keresztiil kozvetett hatdsa lehet az oszteoblaszt
differencialodésra és a kanonikus Wnt jelatvitelre.

RAD23B
RAD23 homolég B (¢élesztd
gomba)

5.5.4. Azonositott top molekulak

A szignifikdns valtozast mutaté gének koziil, az imatinib és a nilotinib kezelésre
legérzékenyebb gének, a kezelt csoport kontroll csoporthoz viszonyitott expresszios
valtozas mértékeét jelzo, logFC értékeik alapjan lettek meghatarozva IPA elemzéssel.

Az utvonalelemzések soran az expresszios valtozasok mértéke alapjan imatinib kezelés
hatasara, az STXBP5SL, GDF10, HYDIN, NYAP2, AQP9, CSMDI, MYO3B, RELN,
Eda, SLITRKS géneket értékelte a szoftver leginkabb érzékenynek a kezelés hatdsara,
vagyis ezek expresszios valtozasa volt a legnagyobb. Az expresszios valtozasok mértéke
alapjan a nilotinib kezelés hatdsara leginkabb érzékeny gének a kovetkezok: RPS23,
ZFP184, EDNRB, DKK4, GABRBI, RPL17, KLHL41, NANOG, RPL39. Az imatinib
kezelés utdan az STXBPSL gén mutatta a legerdsebb upregulaciot (21-fold), mig a
nilotinib kezelést kovetéen az RPS23 gén expresszioja novekedett meg (11-fold) a
legnagyobb mértékben a kontroll csoporthoz viszonyitva. Az imatinib €s a nilotinib
kezelés hatdsara azonositott top molekulak rendkiviil sokféle bioldgiai folyamatban
vesznek részt és nagyrésziik a csontanyagcserében is érintett.

Mindkét csoportban az expresszids valtozdsok mértéke alapjan az imatinib €s nilotinib
kezelésre legérzékenyebb, azaz a legnagyobb expresszids valtozast mutatd gének listdja
¢s azok altalanos bioldgiai, valamint a csontanyagcseréhez kothetd szerepe a 12. és a 13.

tablazatban lathatdak.
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12. tablazat Az imatinibbel kezelt sejtek IPA analizissel meghatarozott top
molekuldi. A top molekuldk a legupregulaltabb gének termékei. A gének neveit és

altalanos szerepiiket a GeneCards (http://www.genecards.org), NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) ¢és az IPA  (https://reports.ingenuity.com)
adatbazisaibol gytijtottiik. A logFC értékek a kutatd munkdnk eredményei. A top
molekuldk szabalyozdsa alatt all6 molekuldkat az IPA szoftver szolgéltatta. A
csontanyagcseréhez kothetd biologiai szerepiiket az emlitett adatbazisokbdl és a

szakirodalombdl gytijtottiilk. N/A: adat nem ismert.

Gén szim,bélum és LogFC érték | Szabslyozasa alatt All Altalanos bi?légia,i f’unkci() es a"csontanyagcsere
név szabalyozasaban betoltott szerep
Szerepe van a vezikula transzportban és az
STXBP5SL exocitozisban. Részt vesz a fehérje szekrécid
Syntaxin kot6 fehérje | 4,40 Inzulin, D-gliikéz szabalyozasaban és a fehérje transzportban.
S-szeri Részt vesz a gliikdz homeosztazisban és negativ
szabalyozoja az inzulin szekrécionak.
GDF10 (masik néven csont morfogenikus protein 3 B)
a transzformald novekedési faktor béta szupercsalad
GDF10 tagja. Részt vesz a csontvaz morfogenezisben,
Novekedési és apoptotikus folyamatokban, sejt fejlddésben, és a
differencidlodasi faktor | 33 SMAD2, SERPINEL | & ceit differencidlodasban.

10 A GDF10 (BMP3b) részt vesz a csontrendszer
fejlédésében és az oszteoblaszt differencialodas
folyamataban.

HYDIN
HYDIN, axonéma Részt vesz a csillos motilitasban, axonéma
e . 3,97 N/A R . \ g
centralis par apparatus Osszeszerelésben és az agy fejlddésében.
fehérje
Részt vesz a projekcids neuron morfogenezisben és a
fehérjék megkotésében. Aktivalja a PI3K-t és ezzel
NYAP2 egy idében koélcsonhatasba 1ép a WAVE]
Neuronalis tirozin- komplexszel, és szabalyozza az idegsejtek
foszforilalt 3,94 N/A morfogenezisét. PIK3R 1-en keresztiil kozvetve hat
foszfoinozitid-3-kinaz a csontreszorpcid szabalyozasara [66] és a
adaptor2 gliikkdz homeosztazisra [67, 68]. Erdsiti az IGF-1
jelatvitelt és megnoveli a sejtek életképességét
[69].
Az aquaporin membran csatornak kizarolag a vizet és
glicerin, viz, D-gliik6z, | a toltetlen molekulakat (pl: karbamid, purin, pirimidin,
AQPY karbamid, triglicerid, glicerin) engedik at. Az aminosavakat, Na*, K*, CI-
Aquaporin 9 3,93 Gyk, Insl, proinzulin, |ionokat és a deprotonalt monokarboxilatokat kizarjak.
quap arzenit, PRKCB, Szabalyozza a csontreszorpciot [70], az
MYC, BAX, CASP3 oszteoklasztogenezist [71] és a csont dsvanyianyag-
tartalmat [70]
Részt vesz a gliikdz homeosztazisban és a hirtelen
fellépé nem vart stimulusok valaszreakcioiban.
CSMD 1 . D-gliikoz, komplement | Részt vesz a csontépitésben [72] K6tédik a
CUB és Sushi 3,79 - - s
t5bbszoros domén 1 fehérje csonthomeosztazisban fontos szerepet jatszo
BCL6-hoz [73] és az oszteoblaszt
differencialodast szabalyozo SETDB1-hez [74].
A sejtben mikézben az aktin és miozin szalak
MYO3B 3.74 -treonin, peptid egymason elcsisznak, az aktinok aktivaljak a
Miozin I11B ’ ’ miozinokat. Az alternativ splicing eredményeként
kiilonboz6 izoformak lehetnek.
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DABI, RELN,

GSK3B, GRIN2B,

Szerepe van a sejt pozicionalasban és a neuronalis

csalad, 5. tagja

NTRK2, AKTI, migracidban az agy-fejlodés soran. Szabalyozza a
EE;E 3,71 VLDLR, APP, SRC, | mikrotubulusok miikodését a neuronokban. Szdmos
FN1, NOTCHI, olyan molekulaval van kapcsolatban, melyek
MAPT, L-tirozin, részt vesznek a csontnévekedés szabalyozasaban.
CRK, FABP7,
Az altala kodolt transzmembran fehérje, a tumor
nekrozis faktor (TNF) csaladba tartozik, és fontos
szerepe van az ektodermalis szovetek fejlédésében. Az
ektodermalis szervek morfogenezise soran részt vesz a
epitelidlis-mezenchima jelatvitelben. Részt vesz az
Eda NFkB, WNT10B, immun valaszban is.
Ektodiszplézia-A | >*%° WNTLOA, PTHLH, | T4mogatja a csont homeosztazis szabilyozésaban
AREG, EPGN, FGF20 | 14q7tvevs kanonikus Wnt jelatvitelt, és az NF-
kappaB kaszkadot, ami fontos szerepet jatszik az
oszteoblaszt és oszteoklaszt aktivitdsban. Részt
vesz a sejtdifferencialodasban. Csontvazrendszer
fejlodésének szabalyozasa.
A SLITRK csalad tagjait foként idegszovetek
SLITRKS expresszaljak. A SLITRKS gén részt vesz az
SLIT és NTRK-szerti | 3,69 N/A axongenezisben, dendrit morfogenezisben, bor

fejlddésben és a xenobiotikus stimulusokra adott
valaszban.

13. tablazat A nilotinibbel

kezelt sejtek IPA analizissel meghatarozott top

molekuldi. A top molekuldk a legupregulaltabb gének termékei. A gének neveit és

altalanos

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene)

szerepiiket

a GeneCards

és

az

(http://www.genecards.org), ~ NCBI

IPA  (https://reports.ingenuity.com)

adatbazisaibol gytjtottik. A logFC értékek a kutatdé munkank eredményei. A top

molekuldk szabalyozdsa alatt all6 molekuldkat az IPA szoftver szolgéltatta. A

csontanyagcseréhez kothetd biologiai szerepiiket az emlitett adatbazisokbol és a

szakirodalombdl gytijtottiilk. N/A: adat nem ismert.

Gén szimbélum és | logFC . . . Altaldnos biolégiai funkci6 és a csontanyagcsere
A Lo, Szabalyozasa alatt all . (o ol
név érték szabalyozasaban betoltott szerep
RPS23
Riboszomalis fehérje | 3,45 mr A riboszoéma 408 alegységének fehérjét kodolja.
S23
ZFP184 3.43 N/A Részt vesz a szekvencia specifikus DNS kotésben, és a
Cink ujj fehérje 184 ’ transzkripcid szabalyozasban.
Az altala kodolt fehérje az endotelin 1, 2, és 3 nem specifikus
G-fehérje kapcsolt receptora. Elsdsorban a vaszkularis
ciklooxigenaz, endotél sejtekben talalhato. Részt vesz a vazokonstrukcidban,
SLCYA3, nitrogén vazodilatacioban, és a sejt proliferacioban.
EDNRB monoxid, VEGFA, Szerepe van a proliferdcioban, differencialodasban,
B tipusti endotelin | 3,04 Egglbl;\]%s’ HIFIA, | apoptozisban, migracioban. Szamos olyan vegyiiletet
receptor ’ promoter, | ¢, abalyoz, melyeknek fontos szerepe van a csontok

Adcy, Ca*", GNAII,
GNAO1, RNS
polimeraz 11

¢lettani folyamataiban: példaul az endothelin-1
csontépitésre stimulalja az oszteoblaszt sejteket [75-79]
; a ciklooxigenaz enzimek tamogatjak a csont
gyogyulast [80] ; a nitrogén oxidok részt vehetnek a
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csont remodelingben ; a VEGFA jotékony hatassal van
a csontgyogyulasra és a csont asvanyianyag-tartalomra
[81]; a HIF1A (hipoxia indukacios faktor 1, alfa
alegység) fontos szerepe van a csontépitésben [82] ; a
GNAAQ (guanin nukleotid koté fehérje, alfa q
polipeptid) erdsiti a kanonikus Wnt jelatvitelt az FZD-n
keresztiil [83].

DKK4

A dickkopf csalad tagja. A szekretalt fehérje részt vesz az
embrionalis fejlédésben, a Wnt jelatviteli utvonallal valo
kapcsolatan keresztiil. DKK-k fontos szerepet jatszanak a
gerincesek fejlddésében, ahol lokalisan gatoljak a Wnt altal

. , 2,99 | N/A szabalyozott folyamatokat, mint példaul a végtag fejlddés.
Dickkopf homolog 4 DKK-k felndttekben részt vesznek a csontépitésben és a
csont betegségekben is.
Tamogatja az oszteoblaszt apoptozist, gatolja a proliferaciot,
differencialodast és a Wnt/B-katenin jelatviteli utat [84]
GABRBI . . . .
Gamma-amino-vajsav . ' A gamma-amino-vajsav A’ rec'eptor. egy .tobb '?leg’ysgges
(GABA) A receptor 2,83 ion, klorid klorid csatorna, ami a gatld szinaptikus ingeriiletatvitelt
béta 1 alegysége ’ kozvetiti a kozponti idegrendszerben.
RPL17 . , - A LA
Riboszomélis protein | 2,41 N/A A riboszéma 6OS al.egysegen,ek fe,herj ét kodolja A genomban
L17 ’ tobb pszeudogénje is megtalalhato.
A kelch-like csalad tagja. Feltételezések szerint a vazizom
KLHL41 fejlédésben és differencialodasban van szerepe. Szabalyozza
Kelch-szerti 2,37 N/A a mioblaszt proliferaciot és differencialodast, és szerepe van a
fehérjecsalad 41. tagja miofibrillum &sszeallitasban. Sziikséges a pszeudopod
elongécidhoz a transzformalt sejtekben.
g:;‘g% FI?OI;D3 Traqszkripcié szabalyozo. Ré§zt vesz az embrionalis dssejt
POUSF1 ’ PDCD 4’ prollf.erém'éban é.s az 6nmegujuld folyamatokbgn: Az
CDK6 A’HR G A’T A6 embrionalis 6ssejtek csont morfogenikus fehérje indukalta
NANOG 206 ZFP 42’ DNS’pI“OIHO ter’ mezoderm differencialodast blokkolja, a SMAD1
Nanog homeobox ’ DNS e;1 dogén ’ @nterakcic'?val. Transzkripcios aktivatorként és represszorként
promoter, RNS 1 m ul.(od1k. . . X g e
polimerdz 1T, SEC22B Gatolja' a csont morfogenﬂ’(us ke}szkadokat és a Wnt jelatviteli
PCDHA?, ’ > | utat. Részt vesz a csontgyogyulasban [85].
RPL39
Riboszomalis protein | 1,99 | N/A A riboszoma 60S alegységének fehérjét kodolja.
L39
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6. Megbeszélés

Az onkohematoldgiai betegségek kezelésében széles korben alkalmazott BCR-ABL
specifikus tirozin-kinadz gatlok (példaul: imatinib, nilotinib), a betegek hosszi tavu
tulélést biztositjak, azaltal, hogy kis molekuldji ATP kompetitiv vegyiiletként gatoljak a
BCR-ABL fuziés fehérje tirozin-kinaz aktivitasat, melynek eredményeként gatoljak a
Megjelenésiiket kovetden rovid idovel a szakirodalomban ismertetett vizsgalatok jelentds
része arrol szamolt be, hogy ezen elterjedten hasznalt tirozin-kindz gatld
gyogyszerhatdbanyagok (példdul: imatinib), hatassal vannak a csontanyagcserére is, és
komplex moddon valtoztatjdk meg a csontszovet ¢élettanat. Kezdetben szamos
kutatocsoport jutott arra az eredményre, hogy az emlitett tirozin-kinadz gatlok pozitiv
hatdssal vannak a csontanyagcserére, példaul megvaltoztatjdk a csontatépiilést,
befolyasoljak a kalcium és foszfat anyagcserét, hatdsukra nd a csont asvanyianyag-
tartalma és mennyisége, no a szivacsos csontdllomany. Oszteopénids €s 0szteopordzisos
CML-es betegeknél is megfigyelték a szivacsos csontallomany mennyiségi novekedését
imatinib terapia hatdsara. De a folyamatok pontos hatdsmechanizmusairol és a jelatviteli
utak miitkodésének valtozasair6l kevés ismeret allt rendelkezésre.

Hazankban a csontanyagcsere betegségei (példaul: oszteoporozis) rendkiviil gyakoriak a
népesség korében és jelentds népegészségligyi problémat jelentenek. Ezért, miutédn,
kezdetben, a szakirodalomban szdmos tanulmany szamolt be arr6l, hogy a hematoldgiai
betegségek kezelésénél hasznalt tirozin-kindz gatlok hatasara valtozasokat tapasztaltak a
csontanyagcserében, és valamennyi kisérlet eredménye, az volt, hogy a tirozin-kinaz
gatlok hatasara a csontanyagcsere egyensuly a csontépités irdnyaba tolodott el, fontos
feladatnak éreztiik, az ismeretlen hatdismechanizmusok molekularis hatterének mélyebb
megértését, valamint a jelatviteli utvonalak azonositasat.

Ezen mechanizmusok molekularis hatterének jobb megismerését indokoltnak tartottuk,
egyrészt azért, mert a kezelések hosszu évtizedekig, vagy akar €lethosszig is tarthatnak,
ezért a terapia hosszu tava hatasainak megismerése is fontossa valt, mas részt azért, mert
a tirozin-kinaz gatlok (példaul: imatinib és a nilotinib) hatdsdra oszteoblasztokban
aktivalodott tutvonalak megismerése terdpids lehetOséget jelenthet a jovOben a

csontbetegségek célzott kezelésében.
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A tirozin-kindz gatlok szakirodalomban ismertetett csontsejtekre gyakorolt jelentds
hatasaik miatt, az onkohematologiai betegségek kezelésében elterjedten hasznalt két
BCR-ABL specifikus tirozin-kinaz gatlé hatéoanyagnak, az imatinibnek €s nilotinibnek
vizsgaltuk meg az egér oszteoblaszt sejtek génkifejezédéseire gyakorolt hatasat a teljes
transzkriptom szintjén in vitro rendszerben. A nilotinib hatdsa megegyezik az
imatinibéval, ezért azt feltételeztiik, hogy, habar joval szelektivebb tirozin-kindz gatlo,
hasonl6 csontanyagcserét érintd valtozasokat fog eldidézni.

A tirozin-kinaz gatlék csonthatdsait vizsgald kordbbi sokszor egymasnak ellentmondo
tanulmanyokban (a vizsgalt sejtek eltérd érettségi allapota [3], valamint az alkalmazott
eltéré hatdanyag-koncentracié miatt [3, 11]), csak a csontszdvetre legjellemzobb gének
(példaul: RANKL, OPG, csont szialoprotein, oszteokalcin, oszterix, BMP2 ¢s RUNX2)
expresszios adatairdl szamoltak be [2-4, 11]. Azonban komplex, sejtszintii transzkripcios
mintazatbeli elemzés a csontanyagcsere vonatkozasaban ez iddig nem tortént. fgy az
altalunk végzett vizsgalat volt az elsd olyan vizsgalat, ahol a csontképzésben szerepet
jatszo oszteoblaszt sejtek teljes mRNS készletét és annak a kezelés hatasara bekdvetkezett
expresszios valtozasat, teljes transzkriptoma analizissel elemeztiik. Ezéltal lehetdségiink
nyilt els0ként bemutatni azokat a top jelatviteli rendszereket, upstream regulator géneket
¢és top molekuldkat, melyek a két vizsgalt hatdéanyag alkalmazasat kovetden
azonosithatdéak voltak az oszteoblaszt sejtekben tapasztalt szignifikdns génexpresszios
valtozasok alapjan. Kiemelt figyelmet forditottunk a hatéanyagok feltételezett
csontanyagcsere modositd hatasainak értelmezésére és magyarazatara.

Mivel a kezelések évtizedekig vagy akar élethosszig is tarthatnak, ezért a kisérletek soran
igyekeztiink az in vitro kultirdk esetén hasznalhato lehetd leghosszabb kezelést
alkalmazni. In vitro vizsgalataink sordn az imatinib és nilotinib kezelések (6 napos
inkubécios 1d6) hosszabb tavl hatasat vizsgéalva, a bemutatott eredmények elsdsorban
nem a gyors, hanem a lassabban kialakuld6 masodlagos génaktivitdsokban bekdvetkezd
valtozasokat tiikrozik.

A vizsgéalatokhoz harom csoportot alakitottunk ki: imatinibbel kezelt csoportot,
nilotinibbel kezelt csoportot és egy kezeletlen kontroll csoportot. Minden esetben 3
parhuzamos mérést végeztiink. A kezelt és kezeletlen oszteoblaszt sejtekb6l RNS-t
izolaltunk. Ezt kdvetden a teljes transzkriptoma analizis kivitelezését SOLID™ 1y

generacios szekvenator késziiléken végeztiik el. Az altalunk vizsgalt két hatdanyagnal
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kiilon-kiilon kozel 17.000 féle annotalt RNS-t azonositottunk a kezelt sejtekben.
Vizsgéalataink sordn mindkét hatdanyag esetében meghataroztuk a szignifikans
expresszios kiilonbségeket mutatd géneket, azonositottuk a top jelatviteli rendszereket,
az upstream regulator géneket €s a top molekulékat.

Sajat kisérleteink alapjan azt tapasztaltuk, hogy a két vizsgalt tirozin-kindz gatld
hatéanyag eltéré modon hat az oszteoblaszt sejtek génkifejezddési mintdzatara, ezaltal az
oszteoblaszt funkcidkra. A statisztikailag szignifikans kiilonbséget mutatd gének kozott
csak 3 kozos volt (ZFP184, Gmli1225, AI593442) és tobbnyire mas jelatviteli
utvonalakat, mas upstream regulatorokat és mas top molekuldkat azonositottunk a két
kezelt csoportban. A tapasztalt eltérd hatds magyardzata valdszintileg az lehet, hogy a
vizsgalt két hatdoanyag eltérd kémiai szerkezettel €s eltérd kinazprofillal rendelkezik [86].
Az imatinib a BCR-ABL célmolekulaja mellett tobb sejtfelszini tirozin-kinaz receptorhoz
is képes kapcsolodni, mig a nilotinib joval specifikusabb, ezért a tirozin-kinaz receptorok
tobbségével nem kotodik.

Az imatinibbel és a nilotinibbel kapcsolatban, a szakirodalomban megjelent
csontanyagcseréhez kapcsolodo alapkutatasi eredmények, human klinikai megfigyelések
¢s a sajat in vitro oszteoblaszt sejtkulturdkon végzett kisérleteink eredményei alapjan, az
imatinib és a nilotinib csontsejtekre gyakorolt hatasa fligg az alkalmazott hatéanyag-
koncentraciotdl, a sejtek érettségi allapotatdl, illetve az altaluk kotdtt receptor tirozin-
kinaz Utvonalak megoszlasi ardnyatdl. Az imatinib €s nilotinib csonthatasa valoszintileg
a csontsejtek fizioldgids receptorain keresztiil valosul meg. Mindkét hatdbanyag esetén
ismertek a farmakologiai célponttol eltérd egyéb targetek, melyekhez kiilonbozo
affinitassal képesek kapcsolodni. Ezek a PDGFRA, PDGFRB, c-KIT, c-fms, M-CSF,
DDRI1, DDR2, CSFI1R ¢és SCF, melyek kozvetitésével a direkt csonthatds érvényesiilhet.
Habar kezdetben szamos kutatocsoport jutott olyan eredményre, hogy az
onkohematologiai betegségek kezelésében hasznalt tirozin-kindz gatlok, mint példaul az
imatinib és a nilotinib, pozitiv csontanyagcsere valtozasokat idézhetnek eld, a kés6bbi
kiterjedtebb vizsgalatok azonban mar nem minden esetben erdsitett¢k meg ezeket a
megfigyeléseket.

Eredményeink alapjdn, a két vizsgalt tirozin-kindz gatldé hatdsdra bekovetkezd
csontanyagcserét érintd valtozasokban, nem a korabban altalunk is azonositott [87], és a

csontanyagcseréhez szorosan kothetd ismert jelatviteli ttvonalak (mint példdul a Wnt

73



DOI:10.14753/SE.2018.2072

jelatviteli utvonal) jatszanak szerepet. Ezért a jelen tanulmanyban azonositott jelatviteli
utvonalak, top molekuldk, valamint top upstream regulatorok 01j diagnosztikus és terapias

targeteket jelenthetnek a jovoben.

6.1. Az imatinib és a nilotinib Kkezelés hatasara mért expresszios

valtozasok osszegzése

A kezelések hatasara tapasztalt expresszios valtozasokat vizsgalva elmondhato, hogy az
imatinib és a nilotinib pozitiv irdnyba valtoztatta meg a génexpressziokat, vagyis inkabb
upregulalta a géneket, és az imatinib sokkal nagyobb mértékben hatott az expresszids
valtozasokra.

Statisztikai szamitdsok alapjan, imatinib kezelést kdvetden 358, nilotinib kezelést
kovetden 21 statisztikailag szignifikans expresszids valtozast mutatd gént azonositottunk
a kontroll sejtekhez képest. Az imatinib és a nilotinib kezelés hatdsara azonositott,
statisztikailag szignifikans kiilonbséget mutaté 3 k6zos gén: a ZFP184, a Gm11225, és az
Al593442.

A ZFP184 transzkripcidt szabalyozé folyamatokban vesz részt, és CLIC1 (klorid
intracellularis csatorna 1) kapcsolatan keresztiil szerepe lehet az oszteoblaszt
differencialodasban (https://reports.ingenuity.com , http://innatedb.com) [88]. A
Gm11225 (3-hidroxi-izobutirat dehidrogendz pszeudogén) ¢és AI593442 (Cllorf87,
kromoszéma 11 nyitott leolvasasi keret 87) bioldgiai szerepét a csontanyagcserében még

nem erdsitették meg.

6.2. Az imatinibbel és a nilotinibbel kezelt sejtekben azonositott

jelatviteli atvonalak

6.2.1. Az imatinibbel és a nilotinibbel kezelt sejtekben azonositott GABA jelatvitel

Mindkét hatéanyag esetén a top kanonikus utvonalak kozott szerepel a GABA receptor
jelatviteli utvonal, melynek er6sddése tdmogathatja a csonttoémeg novekedést okozd
biologiai folyamatokat. Kisérletek bizonyitjak, hogy a csontban eré6s GABA rendszer
talalhato és a GABA neurotranszmitter jelet tovabbito GABA receptorok jelen vannak az
oszteoblasztokon és a mezenchimalis sejteken, melyeknek szerepiik lehet a remodeling

soran a sejtproliferacioban és differencialédasban [89-91]. A vizsgélatok sorén a receptor
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csaldd 4 tagjanak (GABRQ, GABRBI, GABRG3 ¢és GABBR2) megnovekedett
génexpresszidjat detektaltuk. A GABA receptorok kozvetitésével az oszteoblasztok
kulcsfontossagu differencialédasi markerei, mint a csont morfogenetikus protein 2
(BMP2) ¢és az oszteokalcin egyarant fokozott aktivaciot mutat. Azonban az azonositott
GABBR2 gatolja az alkalikus foszfatdz aktivitdst és a kalcium akkumulaciot
mezenchimalis sztroma sejtekben [92], és csokkenti a BMP2, az oszteokalcin és az
oszterix expressziot [92]. A kalcium akkumuléciora €s az ALP bioszintézisre kifejtett
hatasuk miatt, a GABABR antagonistak hasznalatat egyes kutatok elonyodsnek tartanak a
csont atépiiléssel jaro betegségek kezelésében [90]. A GABAR jelatvitelt bizonyos
csontbetegségek kezelésének lehetséges targetjének tekintik [89, 91]. A GABA receptor
jelatviteli utvonal oszteoblasztogenezist stimuldld hatasa [89] miatt, novelheti a
csonttomeg stirliségét [89]. A remodeling soran ez a jelatviteli folyamat részt vehet a
csontsejt proliferacidoban, és differencidlodasban. A funkcionalis GABA B receptorok
ugy tlinik, hogy tulnyomo részt az oszteoblasztok altal fejezOdnek ki inkabb és nem az
oszteoklasztok altal a remodeling és a szkeletogenezis soran [90, 91]. A bemutatott
eredmények alapjan is latszik, hogy a GABA jelatvitel milyen sok kapcsolddasi ponton
érinti a csontsejtek milkodését, amely utvonalat mindkét hatéanyag szignifikansan

befolyasolta.

6.2.2. Az imatinibbel kezelt sejtekben azonositott jelatviteli rendszerek
6.2.2.1. Reelin jelatviteli utvonal

Az imatinibbel kezelt sejtekben a legjelentdsebben (-log(p-érték)= 2,61E00) valtozott
utvonal a Reelin jelatviteli utvonal. Ez elsésorban a szinapszisok képzddésében és a
neurodegeneracioban vesz részt. GWAS vizsgalatok soran igazoltak, hogy a reelint
kédold6  RELN gén varidnsa Osszefligg az abnormalis csont remodelinggel jaro
otoszklerozis kialakuldsaval [53]. A Reelin képes a nagyon kis denzitast lipoprotein
receptorahoz kapcsolédni (VLDLR), mely kisérletiinkben a top upstream regulatorok
kozott szerepel. fgy 1étrehoz egy szignalizacids komplexet
(Reelin/VLDLR/ApoER2/Dabl), amelynek Ilehetséges szerepe az oszteoblasztok
miikddésében még nem tisztazott. Azonban az egyes molekulakomponenseit kodold
gének szignifikdnsan megnovekedett kifejezodését tapasztaltuk imatinib kezelést

kovetden.
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6.2.2.2. Zsirsav aktivacios jelatviteli atvonal

A zsirsav aktivacios jelatviteli utvonal a megfeleld zsirsav és lipid bioszintézis
biztositasadval hozzajarulhat a csontveldsejt éréséhez és fejlodéséhez, mivel a csonttomeg
nagy részét zsir teszi ki. A zsirok fontos szerepet jatszanak a csontok ujjaépiilésében és a

csontok megfelel6 mechanikai tulajdonsagainak megtartasaban.

6.2.2.3. Szerotonin receptor jelatviteli utvonal

A tanulmanyunk bemutatta, azt is, hogy az imatinib kezelés szignifikans véaltozast okozott
a szerotonin receptor jelatviteli Gtvonalhoz tartozd gének mRNS expresszidjaban. A
szerotonin (5-hidroxitriptamin, 5-HT) receptorok szamos tipusa megtaldlhato a
csontsejteken (oszteoblaszt, oszteocita, oszteoklaszt), beleértve a vizsgalataink soran is
azonositott az 5-HT1 és 5-HT2 receptorokat [93-96]. Ezeken kiviil a szerotonin
receptorok mas osztalyaiban tartoz6 S5-HTS5A receptort kdodolo HTRSA gén
upregulalodasat is mértiik. Irodalmi adatok alapjan a szerotonin szabalyozo6 szerepet tolt
be a csontrendszerben.

A szerotonin molekula szintézise két kiillonboz6 génhez is kotddhet. Ha a szintézis nem a
kozponti idegrendszerben torténik, akkor hormonként viselkedik és gatolja a csontépitést.
Ezzel szemben, ha a kozponti idegrendszerben szintetizalédik, akkor
neurotranszmitterként viselkedve erés pozitiv hatéast fejt ki a csonttomegre, eldsegiti a
csontépitést és visszaszoritja a reszorpciot [97]. Tobb tanulméany is megerdsiti a
szerotonin altal kozvetitet csonthatdsokat [98], és a szerototnin jelatvitel Osszetett
szerepét a csontsejtekben [98]. Néhany tanulmany a szerotonin kozvetlen stimulald
hatasarol szamol be a csontépitésért felelds jelatviteli itvonalak vonatkozasdban, mig
masok a szerotonin gatld hatasat irtak le. A szerotonin jelatvitel hatsa a csont reszorpcios
utvonalakra szintén Osszetett, és fligg a jelen 1évo szerotonin koncentraciotol [99]. Habar,
napjainkban a szerotonerg Utvonal kapcsolata a csont metabolikus folyamataival még
részleteiben nem ismert, egyes kutatisok szerint a szerotonin hatasat bizonyos
csontbetegségek kezelésében, mint példaul az oszteopordzis, a jovoben hasznositani

lehetne [97].
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6.2.3. A nilotinibbel kezelt sejtekben azonositott jelatviteli rendszerek
6.2.3.1. EIF2 jelatviteli utvonal

Nilotinib hatasara a legerdteljesebb valtozast (-log(p-érték)=5,27E00) az EIF2 jelatviteli
utvonal mutatta. A tobbszords polipeptid alegységeket tartalmazo elF molekuldk, a
fehérjeszintézis kezdd Iépéséhez sziikségesek. Az EIF2 GTP-kotd fehérjeként
szabalyozza, illetve elinditja a mRNS transzlaciot. A csontépitéshez hozzajarulhat azaltal,
hogy a foszforilalt elF2a eldsegiti az oszteoblaszt sejtek differencidlédasaban és a
csontépitésben fontos szerepet jatszo aktivald transzkripcidés faktor 4 (ATF4)
szoros kapcsolatban. Tovabba a foszforilalt elF2a és downstream regulatorai részt
vesznek az oszteoblaszt sejtek virusfertdzés vagy tapanyag-hidny miatt kialakulo
endoplazmatikus retikulum stressz valaszdban, melyek modositjadk a remodeling és a
csontképzddés markereinek transzkripcids aktivitasat [100-102]. Nem megfelelo
mikodése megvaltoztathatja a sejt fehérjekészletének szintézisét és a sejtek tulélését

(https://reports.ingenuity.com.).

6.2.3.2. NANOG génhez rendelt Gitvonalak

A nilotinib hatasdra megvaltoz6 NANOG homeobox gén az IPA szoftveres analizis
alapjan tobb szabalyozési utvonal kulcseleme (embriondlis Ossejt differencidlodas sziv
sejtvonal irdnyba, az embriondlis Ossejtek transzkripcidt szabalyoz6 halézata, Oct4
szerepe az emlds embrionalis dssejt pluripotenciaban). Ebben a harom jelatvitelben részt
vevd Oct4, SOX2, NANOG 4altaldban egyiitt fejtik ki hatdsukat, és olyan géneket
aktivalnak, melyek részt vesznek pluripotencia aktivalasdban, Onmegujulod
mechanizmusokban. Kisérleteinkben ezt a harom titvonalat a NANOG gén reprezentalja,
amely a primer csontvel6i mezenchimalis dssejtek csontsejt irdnyu elkdtelezodését €s a
csontszdveti regeneraciot vezérli. Tovabba, 6sszekottetést biztosit a BMP kaszkaddal a

SMADI1 fehérjéhez vald kozvetlen kotdédésével [103].
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6.3. Az imatinib és nilotinib kezelés hatasara azonositott top upstream

regulatorok és top molekulak

Az utvonalelemzések soran az imatinibnél és a nilotinibnél azonositott top upstream
regulatortorokat (FREM2, GLDN, GRIP1, NRCAM, VLDLR ; ACVRIB, ACVRIC,
FAAH, MARCH7, RAD23B) az IPA szoftver a valtozasok mindsége alapjan hatarozta
meg. Az azonositott top upstream regulatorok koziil tobb estében is ismertek adatok a
csontanyagcserével 0sszefliggésben.

A kezelések hatasara legérzékenyebb molekuldkat (imatinibbel kezelt csoportnal
azonositott top molekuldk: STXBP5L, GDF10, HYDIN, NYAP2, AQP9, CSMDI,
MYO3B, RELN, Eda, SLITRKS ; nilotinibbel kezelt csoportndl azonositott top
molekulak: RPS23, ZFP184, EDNRB, DKK4, GABRBI, RPL17, KLHL41, NANOG,
RPL39) viszont az expresszios valtozasok mértéke alapjan valasztotta ki a szoftver.

Az IPA szoftver haszndlataval, az imatinibbel és a nilotinibbel kezelt sejtekben
azonositott top upstream regulatorok és top molekuldk rendkiviil sokféle bioldgiai

folyamatban vesznek részt, és tobb a csontanyagcserében is érintett.

6.3.1. Top upstream regulatorok

Az imatinib kezelés hatisara azonositott top upstream regulatorok koziil a VLDLR a
koleszterin szint szabalyozasan keresztiil hatdssal lehet a csont dsvanyianyag-tartalomra
[63], szabalyozza a zsirsavakat, melyek fontos szerepet jatszanak a csontok
ujjaéptilésében ¢€s a csontok megfelelé mechanikai tulajdonsagainak megtartasaban. A
VLDLR glikoproteinekhez is kotodik, melyek szamos tagja szabalyozza a
csontanyagcserét.

A nilotinib jelentdsen novelte az aktivin A receptorok expresszidjat. Az azonositott
ACVRIB ¢és ACVRIC aktivin A receptorok transzmembran szerin/treonin-kinazok, amik
a TGF-p utvonal elemei. Az 1-es és 2-es tipusu receptorok heterotrimerikus komplexet
alkotnak. A komplexben az 1-es tipusi receptor az aktivin jel downstream
tovabbitojaként hat és foszforilalja a SMAD fehérjéket. Az aktivin jelatvitelnek jol ismert
szerepe van a csont homeosztazisban [64]. Aktivin hat a proliferaciora, differencidlodasra
¢s a csontsejtek aktivitdsara. Tovabba képesek befolyasolni a csont turnovert,

csonttdmeget €s a torési kockazatot [64].
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Tovabba a nilotinib kezelést kovetden azonositott FAAH upstream regulator szerepet
jatszik a proliferacidban, sejt ¢életképességben. Részt vesz a zsirsav bioszintézisben és
metabolizmusban, a lipid metabolizmusban ¢és modifikaciéban. A zsirsavamidok hatassal
vannak az oszteoblasztokra és az oszteoklasztokra, stimulaljak a csontépitést és gatoljak
a reszorpciot [65]. Ezen kiviil szdmos csontanyagcserére gyakorolt kozvetett hatdsa is

ismert.

6.3.2. Top molekulak

Az imatinib és nilotinib kezelést kovetéen az STXBP5SL (logFC=4,40) és az RPS23
(logFC=3,45) gének voltak a legérzékenyebbek, a logFC értékiik alapjan.

Az  STXBPSL  vezikula  transzportban ¢és  exocitozisban  vesz  részt
(http://www.genecards.org). Tovabba részt vesz a fehérje szekrécid szabalyozasaban, a
fehérje transzportban, gliikoz homesztazisban és inzulin szekrécié szabdlyozéasaban
(https://reports.ingenuity.com, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene).

Az imatinibbel kezelt sejtekben a madasodik legupregulaltabb molekula a GDF10
(logfC=4,33) volt. A GDF10, mas néven csont morfogenikus fehérje 3B (BMP3b), a
TGFp szupercsalad tagja. A GDF10 részt vesz szkeletdlis morfogenezisben, az
oszteoblaszt differencialodas szabalyozasaban, valamint a csontvazrendszer fejlodésében
(https://reports.ingenuity.com, http://www.genecards.org). Az ismert csont morfogenikus
fehérjektol eltéréen a GDF10 negativ szabalyozdja a csont asvanyianyag-tartalomnak
[104].

A nilotinib kezelést kovetden azonositott RPS23 gén egy citoplazméaban taldlhatod
riboszomalis  fehérjét kodol, ami a 40S alegység egyik komponense
(https://reports.ingenuity.com, http://www.genecards.org). Szerepe a
csontanyagcserében jelenleg nem ismert.

A szintén nilotinib kezelést kovetden azonositott NANOG fontos szerepet jatszik a

csontépitésben torés vagy akar csontmiitét utan is [85].

Osszességében, az altalunk vizsgalt két tirozin-kindz gatlo az oszteoblaszt sejtekre
gyakorolt hatasaik eredményeként, modosithatjdk azok miikodését. Habar a vizsgalataink
soran azonositott jelatviteli Utvonalak (pl: Reelin jelatviteli utvonal, GABA receptor

jelatvitel, Szerotonin receptor jelatvitel, EIF2 jelatvitel) és gének (pl: RELN, ACVRIC,
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GRIP1, VLDLR, FAAH, GABRBI, RPL17) jelentds része az idegrendszerrel &ll
szorosabb kapcsolatban, szamos vizsgalat bizonyitja a csontanyagcsere szabalyozasaban
betoltott szerepiliket is. A kezdeti kutatdsi eredményektdl eltéréen, az Gjabb kutatasi
eredményeket, valamint a sajat kutatasi eredményeinket figyelembe véve elmondhato,
hogy a tirozin-kinaz gatléknak nincs egyértelmli pozitiv hatasa a csontanyagcserére.
Inkdbb csak modositjdk azt, és ezaltal alkalmazasuk sordn komplex modon
valtoztathatjak meg a csontszdvet ¢élettani folyamatait. Az oszteoblaszt sejtkultirakon
végzett vizsgalataink eredményei azt mutatjak, hogy a vizsgalt két tirozin-kinaz gatld
valdban hat az oszteoblaszt sejtmiikodésre. Mindkét altalunk vizsgalt hatdanyag valtozast
idézett eld a csontanyagcserében, de a hattérben lejatszodod folyamatok kiilonbozdek.
Vizsgalataink soran, imatinibbel €és a nilotinibbel kezelt oszteoblaszt sejtkultirakban
megfigyelt génexpresszios valtozasok, alatamasztjak a korabbi in vivo csontanyagcserét
érintd klinikai megfigyeléseket, ravilagitva tobb kandidans gén és a csontsejtek
miikddését szabalyozd jelatviteli kaszkad lehetséges szerepére, azonban jelenleg a

megfigyeléseink klinikai jelentdségének meghatarozasa tovabbi kutatasokat igényel.
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7. Kovetkeztetések

Tobb klinikai tanulméany igazolta, hogy a tirozin-kindz gatlok alkalmazasa soran,
komplex modon valtozik a csontszdvet élettana. Az oszteoblaszt sejtekre gyakorolt
hatasukat sajat kisérleti eredményeink is bizonyitjak.

Munkénk soran, a SOLiD 1 generaciés RNS szekvenadlasi technikan alapuld teljes
transzkriptdma analizis segitségével, elsoként vizsgaltuk, a két széles korben alkalmazott
tirozin-kindz gatl6 hatéanyag, az imatinib ¢és a nilotinib oszteoblaszt sejtek
génexpresszidjara gyakorolt hatasat a mintakban jelen 1évo 6sszes mRNS azonositasaval.
Mindkét hatéanyag esetében meghataroztuk a legjelentdsebb utvonalakat, upstream
regulatorokat és top molekuldkat. Adataink szamos gén ¢€s jelatviteli kaszkad potencialis
szerepét jelezték, melyek talan szabdlyozzak az oszteoblaszt sejtek miikddését. A
munkank altal megszerzett tudds a két hatdanyag hatdsmechanizmusanak mélyebb
megértését segiti, amely a jovOben esetleg 0j terapias targeteket is kijelolhet. Az ujabb
kutatasi eredményeket (beleértve a sajat eredményeinket is) figyelembe véve elmondhato,
hogy az onkohematoldgiai betegségek kezelése soran alkalmazott tirozin-kinaz gatloknak
nincs egyértelmli pozitiv hatdsa a csontanyagcserére, ¢s csonthatisaikban a
csontanyagcseréhez szorosan kothetd ismert jeldtviteli utvonalak, mint példaul az
altalunk is feltételezett Wnt jelatviteli utvonal, nem jatszanak szerepet.

Eredményeink alapjan a két hatéanyag eltérOen hat az oszteoblaszt sejtek miikddésére és
az imatinib hatdsa hangsulyosabb. Kisérleteink alapjan tapasztalt imatinib és nilotinib
eltérd hatdsdnak magyarazata valdszintileg az lehet, hogy az imatinib tobb tirozin-kindz
receptort képes gatolni, mig az imatinibnél joval szelektivebb nilotinib a tirozin-kindz
receptorok tobbségére nem vagy csak alig hat.

Vizsgalataink soran a tirozin-kindz gatlo kezeléseket egy sejtkultiran (MC3T3-El
oszteoblaszt sejtkultira) végeztik el. A bemutatott génexpresszids eredmények
megerdsitéséhez tovabbi RT-PCR vizsgalatok, valamint funkciondlis tesztek
sziikkségesek. A biolodgiailag szignifikdns cél molekuldk sejtszinti szabalyozo
mechanizmusainak mélyebb feltérképezéséhez pedig tovabbi sejtvonalakon végzett
vizsgélatokra lenne sziikség. Mivel a tirozin-kindz gatlo kezelések egyre tobb beteget
érintenek, illetve hossz évtizedekig, vagy akar élethosszig is tarthatnak, indokolt a

hatdsuk molekularis hatterének még részletesebb megismerése.
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8. Osszefoglalas

Az onkohematoldgiai betegségek kezelésében elterjedten hasznalt BCR-ABL specifikus
tirozin-kindz gatlokrol (mint példaul az imatinib €s a nilotinib), megjelenésiiket kvetden
rovid iddvel a szakirodalomban ismertetett vizsgalatok jelentds része arrdl szamolt be,
hogy pozitiv hatdssal vannak a csontanyagcserére. De a folyamatok pontos
hatdsmechanizmusairdl és a jelatviteli utak mitkodésének valtozasairdl kevés ismeret allt
rendelkezésre.

Mivel a kezelések egyre tobb beteget érintenek, illetve hosszll évtizedekig, vagy akar
¢lethosszig is tarthatnak, indokoltnak tartottuk ezen mechanizmusok molekularis
hatterének mélyebb megismerését. Ezért, két széles korben alkalmazott BCR-ABL
specifikus tirozin-kinaz gatlé hatéanyagnak, az imatinibnek ¢&s nilotinibnek,
megvizsgaltuk az egér oszteoblaszt sejtek génkifejezddéseire gyakorolt hatasat a teljes
transzkriptom szintjén in vitro rendszerben. Ez volt az elsé olyan vizsgalat, ahol a
csontképzésben szerepet jatszo oszteoblasztok teljes mRNS készletét €s annak a kezelés
hatdsara bekovetkezett expresszios valtozasat analizaltdk. A korabbi tanulmanyokban
megjelent adatok, a tirozin-kindz gatlok alkalmazasat kdvetden, csak a csontszovet
legjellemzdbb markereinek génkifejezddésére fokuszaltak. Azonban komplex, sejtszintli
transzkripcidés mintazatbeli elemzés a csontanyagcsere vonatkozasaban ez idaig nem
tortént.

Tanulményunkban 6sszefoglalasra keriiltek a tirozin-kinaz gatlok csontanyagcserét érintd
kutatasainak eddigi eredményei, beleértve a nemzetkodzi eredményeket és a sajat kutatasi
eredményeinket is. A tirozin-kindz géatlok csontanyagcserét befolydsold hatasair6l
elsoként készitettiink a hazai szakirodalomban hidnypotlo, atfogéd irodalmi attekintést. A
jelenlegi kutatasi eredményeket 6sszegezve elmondhatd, hogy a tirozin-kinaz géatloknak
nincs egyértelmii pozitiv hatdsa a csontanyagcserére. Inkabb csak moédositjak azt, és
ezaltal alkalmazasuk soran komplex modon véltoztathatjdk meg a csontszdvet élettani
folyamatait. Az imatinibbel €s a nilotinibbel kapcsolatban, a szakirodalomban megjelent
csontanyagcseréhez kapcsolodo alapkutatasi eredmények, human klinikai megfigyelések
¢s a sajat in vitro oszteoblaszt sejtkulturdkon végzett kisérleteink eredményei alapjan, az
imatinib és a nilotinib csontsejtekre gyakorolt hatdsa kiilonb6zd, valamint fligg az
alkalmazott hatoanyag-koncentraciotol, a sejtek érettségi allapotatol, illetve az altaluk

kotott receptor tirozin-kindz utvonalak megoszlasi aranyatol. Sajat kutatasi eredményeink

82



DOI:10.14753/SE.2018.2072

els6sorban, a lassabban kialakuld6 masodlagos génaktivitdsokban bekovetkezd
valtozasokat tiikkrozik. Vizsgalataink soran mindkét hatdanyag esetében meghataroztuk a
szignifikans expresszios kiilonbségeket mutatd géneket, azonositottuk a top jelatviteli
rendszereket, az upstream regulator géneket és a top molekulakat. Kiemelt figyelmet
forditottunk a hatéanyagok feltételezett csontanyagcsere modifikdld hatdsainak
értelmezésére és magyarazatara.

Kutatdsunk az onkohematoldgiai betegségek kezelésében széles korben alkalmazott
imatinib és nilotinib hatdsmechanizmusainak mélyebb megértését szolgalta, mely tudas

esetleg a jovOben Uj terapias targeteket is kijeldlhet.
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9. Summary

BCR-ABL specific tyrosine kinase inhibitors (for example imatinib and nilotinib) are
widely used drugs for the treatment of certain oncohematological diseases. Shortly after
their appearance a lot of literature described studies show that tyrosine kinase inhibitors
have positive effects on bone metabolism. But the exactly mechanism of action of these
process and changes in the function of signaling pathways are poorly understood.

Since these treatments are being given to more and more patients, and the therapy takes
decades or lasts even lifelong, it is justifiable to obtain more detailed knowledge of the
molecular background of these mechanisms. Therefore, we investigated the effects of two
widely used BCR-ABL specific tyrosine kinase inhibitors (imatinib and nilotinib) on gene
expression of murine osteoblasts in in vitro system by whole transcriptome analysis. This
was the first study to observe the complete mRNA pattern of osteoblasts by whole
transcriptome analysis and analyse the expression changes. Thus, it was possible to
demonstrate the top canonical pathways and upstream regulators that were affected in
osteoblast cells by these compounds. Previous studies have reported expression data in
response to tyrosine kinase inhibitors only of strictly bone-related genes.

In our study we summarized the tyrosine kinase inhibitors effects on bone metabolism,
based on international results and our own results. We firstly prepared national
comprehensive literature review in connection with effects of the tyrosine kinase
inhibitors on bone metabolism. Summarizing the research results we can state that
tyrosine kinase inhibitors have no unequivocal positive effects on bone metabolism.
Nevertheless tyrosine kinase inhibitors can alter bone physiology in a complex manner
by influence in osteoblast and osteoclast function. Based on the result of preliminarily
studies, human clinical observation and in our in vitro experiments, the effects of imatinib
and nilotinib on osteoblast function depend on the concentration of the utilized tyrosine
kinase inhibitors, the maturation stage of the osteoblasts and the distribution of various
tyrosine kinase inhibitor-targeted receptors on cells. Our results reflect the extended
secondary expression changes. During our experiments, in case of both drugs, genes
showing significantly changed mRNA expression levels, top signaling pathways,
upstream regulators and top molecules were defined. We paid particular attention to

interpretation of hypothesized bone metabolism modification effects of these drugs.
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Our study supports the understanding of mechanism of action of BCR-ABL specific
tyrosine kinase inhibitor imatinib and nilotinib. In the future this outcome of this research

may contribute to identifying novel targets for the treatment of metabolic bone diseases.
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