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1. Bevezetés

Jelen tanulmany 1étrejottét, a nemzetkdzi
szakirodalomban ismertetett, tirozin-kindz gatlokkal
végzett tanulmanyok megfigyelései motivaltak. Szamos
klinikai vizsgalat igazolta, hogy egyes onkohematoldgiai
betegségek kezelésében elterjedten hasznalt Breakpoint
Cluster Region-Abelson fuzios onkofehérje (BCR-ABL)
specifikus tirozin-kinaz gatlok, mint példaul az imatinib,
alkalmazdsa komplex és még nem egyértelmiien
azonositott modon véltoztatja meg a csontszovet élettani
folyamatait (példaul a csontsejtek mikodését, a
csontatépiilés egyensulyat, a csont dsvanyanyag tartalmat
¢s denzitasat). A kezdeti kutatdsok sordn, tobb
tudomanyos munka szdmolt be arr6l, hogy hatasukra
jelentds csonttomeg ndvekedést figyeltek meg. De a
folyamatok pontos hatdsmechanizmusair6l és a jelatviteli
utak mikddésének valtozasairél kevés ismeret allt
rendelkezésre.

Mivel a tirozin-kindz gatlo kezelések egyre tobb beteget
érintenek, illetve hosszu évtizedekig, vagy akér
¢lethosszig is tarthatnak, indokolt ezen mechanizmusok

molekularis hatterének részletesebb megismerése.
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2. Célkituzeés

A tirozin-kindz gatlok szakirodalomban ismertetett,
csont-anyagcserére gyakorolt jelentds hatdsai miatt, jelen
dolgozatban, két ismert, az onkohematoldgiai betegségek
kezelésében széles korben alkalmazott, tirozin-kinaz
gatlo hatdanyag példajan keresztiil vizsgaljuk meg az
oszteoblaszt sejtek jelatviteli Utvonalaiban valamint a
génexpresszidiban végbemend valtozasokat.

Kutatasunk célja, hogy megvizsgaljuk az imatinib ¢és a
BCR-ABL  géatlasra  szelektivebb  nilotinib  egér
oszteoblaszt sejtek génkifejezOdéseire kifejtett hatasait a

teljes transzkriptom szintjén in vitro rendszerben.

Kitiizott feladatok:

e A csontbetegségekkel kapcsolatba hozhat6 ismert
jelatviteli utvonalak tanulményozésa, mélyebb
megismerése. Mivel a  Wnt  utvonal
csontanyagcserében betoltdtt fontos szerepét,
Horvath Péterrel k6zos munkank eredményeként
mi is megerdsitettiik mar korabban, ezért ennek
az  utvonalnak a  tirozin-kindz = gatlok
csonthatasdban betoltott szerepének vizsgalatara
kiemelt figyelmet forditunk.
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e A megfeleld koncentracié ¢és inkubalasi 1d6
megvalasztdsat kovetdéen, az imatinib és a
nilotinib MC3T3-E1 egér oszteoblaszt sejtek
génexpresszidjara gyakorolt hatdsanak vizsgélata,
Uuj generacios szekvendlason alapuld teljes
transzkriptdma analizis segitségével.

e Mindkét hatdéanyag esetében, a szekvenalassal
azonositott gének statisztikai elemzését kdvetden,
jelatviteli utvonal analizissel feltérképezziik, a
tirozin-kindz gatlo kezelések hatasara
legjelentdsebben valtozott jelatviteli Gtvonalakat,
top upstream regulatorokat és top molekulakat.

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

e Az eredmények tiikkrében megvizsgalni, hogy az
imatinib és a nilotinib oszteoblaszt

génexpresszidra gyakorolt hatdsa megegyezik-e?

3. Modszerek

A vizsgalatokat MC3T3-E1  egér oszteoblaszt

sejtkulturakon végeztiik el. Az in vitro vizsgalatokhoz
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harom csoportot alakitottunk ki: imatinibbel kezelt
csoportot, nilotinibbel kezelt csoportot és egy kezeletlen
kontroll csoportot. Minden esetben 3 parhuzamos mérést
végeztiink, és a végén az azonos mintakat pooloztuk.

A sejttenyésztést kovetden, eldszor kiilonbozd imatinib
(Glivec®/ Gleevec®, STI571, CGP 57148B ; Novartis,
Basel, Svajc) ¢és nilotinib (Tasigna, Novartis)
koncentracio6  (30nM-20uM)  mellett,  kiilonb6z6
inkubacios 1doket alkalmazva vizsgaltuk a sejtek talélését
96 lyuku sejttenyésztd lemezeken. Mivel a tirozin-kindz
gatlokkal végzett terapia altalaban évtizedekig vagy akar
¢lethosszig is tarthat, ezért a kisérletek soran igyekeztiink
az in vitro kultirék esetén elérhetd leghosszabb kezelést
alkalmazni. fgy a bemutatott eredmények elsdsorban nem
a gyors, hanem a lassabban kialakulé masodlagos
génaktivitasokban bekdvetkezd valtozasokat tiikrozik.

A sejtéletképesség mérésekkel parhuzamosan a
kiilonboz6 hatéanyag-koncentraciok ¢€s inkubalasi idék
oszteoblaszt  sejtekre  gyakorolt csont  specifikus
génexpresszids hatdsait relativ kvantifikacids valds ideji
polimeraz-lancreakciéos  (RT-PCR)  modszerrel s

megvizsgaltuk.



Az eredmények alapjan meghataroztuk a megfeleld
soran igyekeztiink az in vitro kultirdk esetén elérhetd
leghosszabb kezelést alkalmazni, hogy az imatinib és
nilotinib kezelések hosszabb tavi hatdsat tudjuk
vizsgalni. A bemutatott eredmények igy elsdsorban nem
a gyors, hanem a lassabban kialakulé masodlagos
génaktivitasokban bekovetkezd valtozasokat tlikrozik.
Ezt azért tartottuk fontosnak, mert a vizsgalt két tirozin-
kindz gatlo hatdanyag terapids alkalmazéasa évtizedekig
vagy akar ¢élethosszig is tarthat.

Az optimalis hatéanyag-koncentracié €s expozicids id6
meghatarozasat kovetéen, a kezelt ¢és kezeletlen
oszteoblaszt sejtekb6l RNS-t izoldltunk, az RNS
szekvenalason alapulo, teljes transzkriptoma analizishez.
Teljes transzkriptoma analizissel viszonylag olcson és
gyorsan  meghatarozhatoak  egy  adott  minta
transzkriptoémajaban 1évé kodolo és nem kodoldo RNS-ek.
Ezaltal a WTA alkalmas a genomszintli génexpresszios
valtozasok  kvantitativ  detektalasara. A teljes
transzkriptdéma analizis, SOLiID™ V4 1 generacios
szekvenator rendszerrel, a fragmensek mindkét végét is

leolvas6 paired end konyvtar tipussal, 50*25bp olvasasi
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hosszal tortént. Az igy kinyerhetd oriasi adathalmazok
preciz kiértékelését korszeri bioinformatikai szoftverek
teszik lehetdve.

A teljes transzkriptdma analizis soran a sejtben
kifejez0d6 0Osszes mRNS szintjét kvantitativ. modon
meghatdrozva kialakithatdé az a géncsoport, mely a
hasznalt tirozin-kindz gatlok hatasara a csontsejtekben
eltétr6 moddon  expresszalodik. A statisztikailag
szignifikans valtozast mutatdé gének meghatarozasat
kdvetden jelatviteli Gtvonal analizis végezheto.

Az ttvonal-analizissel azonositott jelatviteli Utvonalak,
top upstream regulatorok €s top molekulak hozzéjarulnak
az altalunk vizsgalt két tirozin-kinaz gatlo hatéanyag
oszteoblaszt  sejtek  génkifejezddéseire  gyakorolt
hatdsainak mélyebb megértéséhez. A kiértékelés soran,
kiemelt figyelmet forditottunk a hatéanyagok feltételezett
csontanyagcsere modifikalé hatasainak értelmezésére és

magyarazatara.



4. Eredmények

Az imatinibbel és a nilotinibbel végzett in vitro
hatoanyag-koncentraciot és kezelési idot optimalizalo
kisérletek eredményei

A sejtéletképesség mérések, valamint a relativ
kvantifikacios RT-PCR vizsgalatok eredményei alapjan,
optimalis beallitasként 1 pM hatéanyag-koncentraciot és
6 napos inkubaldsi id6t hatdroztunk meg a tovabbi in
vitro vizsgalatokhoz. A teljes transzkriptoma analizishez,
az azonos mintdk poolozasa utdn RNS-t izoldltunk a
kezelt (imatinibbel kezelt csoport, nilotinibbel kezelt
csoport) és a kezeletlen (kontroll csoport) oszteoblaszt

sejtekbol.

Az oszteoblaszt sejtekben teljes transzkriptoma
analizissel azonositott RNS-ek:

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. Ezt kovetéen mindkét hatdanyag
esetében meghataroztuk a statisztikailag szignifikdns

expresszios valtozast mutatod géneket.



Azonositott top kanonikus ttvonalak:

Mindkét hatdéanyag estén a statisztikailag szignifikans
expresszios valtozast mutatd géneket egy ttvonal elemzd
szoftverrel értekeltiik ki. Az imatinibbel kezelt
oszteoblaszt sejteknél 6 top kanonikus utvonalat (Reelin
jelatviteli utvonal, zsirsav aktivacios jelatviteli itvonal,
gamma-amino-vajsav = (GABA) receptor jelatviteli
utvonal, szertoli-szertoli sejt interakcids jelatviteli
utvonal, vy-linolénsav bioszintézis uUtvonal, Szerotonin
receptor jelatviteli utvonal) mig a nilotinibbel kezelt
oszteoblaszt sejtek transzkriptoméjaban 6t top kanonikus
jelatviteli utvonalat (eukaridta iniciacids faktor 2 (EIF2)
jelatviteli utvonal, embriondlis dssejt differenciacid sziv
sejtvonal irdnyba, az embrionalis dssejtek transzkripciot
szabalyoz6 haldzata, Oct4 szerepe az emlds embrionalis
Ossejt  pluripotencidban  utvonal, GABA receptor
jelatviteli utvonal) azonositottunk.

A két hatdéanyagnal azonositott top jelatviteli utvonalak
egy utvonal kivételével (Gamma-amino-vajsav (GABA)
receptor jelatviteli utvonal) kiilonboznek, és a vart Wnt
jelatviteli utvonal szerepe egyik csoportban sem volt

igazolhato.



Azonositott top upstream regulatorok:

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

A nilotinibbel kezelt oszteoblaszt sejtkulturakbol
szarmazo mintak kiértékelése soran szintén, Ot top
upstream regulatort azonositott a szoftver: ACVRIB,
ACVRIC, FAAH, MARCH7 és RAD23B. A nilotinibnél
azonositott 6t top upstream regulator mindegyikérdl

ismertek adatok a csontanyagcserével 0sszefiiggésben.

Azonositott top molekulak:

Az utvonalelemzések sordn az expresszids valtozasok
mértéke alapjan imatinib kezelés hatasara, az STXBPSL,
GDF10, HYDIN, NYAP2, AQP9, CSMDI1, MYO3B,
RELN, Eda, SLITRKS5 géneket értékelte a szoftver
leginkabb érzékenynek a kezelés hatasara, vagyis ezek
expresszios valtozasa volt a legnagyobb. Az expresszios
valtozasok mértéke alapjan a nilotinib kezelés hatdsara

leginkdbb érzékeny gének a kovetkezOk: RPS23,
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ZFP184, EDNRB, DKK4, GABRBI, RPL17, KLHLA41,
NANOG, RPL39.

5. Kovetkeztetések

Tobb klinikai tanulmany igazolta, hogy a tirozin-kindz
gatlok alkalmazasa soran, komplex modon valtozik a
csontszovet ¢élettana. Az oszteoblaszt sejtekre gyakorolt
hatasukat sajat kisérleti eredményeink is bizonyitjak.
Munkank soran, a SOLiD 1j generaciés RNS
szekvenalasi technikédn alapuld teljes transzkriptoma
analizis segitségével, els6ként vizsgaltuk, a két széles
korben alkalmazott tirozin-kindz gatld hatéanyag, az
imatinib és a  nilotinib  oszteoblaszt  sejtek
génexpresszidjara gyakorolt hatasdt a mintakban jelen
1évé  Osszes  mRNS  azonositdsaval.  Korabbi
tanulmanyokban mar megjelentek adatok tirozin-kindz
inhibitorok alkalmazasat kovetOen, a csontszovet
legjellemzdbb markereinek génkifejezédésére
fokuszalva. Azonban komplex, sejtszintli transzkripcios
mintazatbeli elemzés a csontanyagcsere vonatkozasaban
ez iddig nem tortént.

Mindkét  hatébanyag  esetében  meghataroztuk a

szignifikans expresszios kiilonbségeket mutatd géneket, a
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legjelentdsebb utvonalakat, upstream regulatorokat és top
molekuldkat. Eredményeink alapjan, a két vizsgalt
tirozin-kindz gatlo hatéséra bekovetkezd
csontanyagcserét érintd valtozdsokban, nem a korabban
altalunk is azonositott, ¢s a csontanyagcseréhez szorosan
kothetd ismert jelatviteli utvonalak (mint példaul a Wnt
jelatviteli Utvonal) jatszanak szerepet. Adataink szdmos
gén ¢s jelatviteli kaszkad potencidlis szerepét jelezték,
melyek talan szabalyozzdk az oszteoblaszt sejtek
miikddését. A munkank altal megszerzett tudas a két
hatéanyag hatdasmechanizmusdnak mélyebb megértését
segiti, amely a jOvOben esetleg Uj terapias targeteket is
kijelolhet. Az ijabb kutatasi eredményeket (beleértve a
sajat eredményeinket is) figyelembe véve elmondhato,
hogy az onkohematoldgiai betegségek kezelése soran
alkalmazott tirozin-kinaz gatléknak nincs egyértelmii
pozitiv hatdsa a csontanyagcserére, €s csonthatasaikban a
csontanyagcseréhez szorosan kothetd ismert jelatviteli
utvonalak, mint példaul az altalunk is feltételezett Wnt
jelatviteli utvonal, nem jatszanak szerepet. Tovabba az
imatinib ¢€s a nilotinib csontsejtekre gyakorolt hatdsa fligg

az alkalmazott hatéanyag-koncentraciotol, a sejtek
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érettségi allapotatol, illetve az altaluk kotdtt receptor
tirozin-kindz Gtvonalak megoszlasi aranyatol.
Eredményeink alapjan a két hatéanyag eltéréen hat az
oszteoblaszt sejtek miikodésére és az imatinib hatasa
hangsulyosabb. A statisztikailag szignifikans kiilonbséget
mutatd gének kozott csak 3 koézds volt (ZFP184,
Gml1225, AI593442) ¢és tobbnyire mas jelatviteli
utvonalakat, mas upstream regulatorokat és mas top
molekuldkat azonositottunk a két kezelt csoportban.
Kisérleteink alapjan tapasztalt imatinib és nilotinib eltérd
hatdsanak magyarazata valdszinlileg az lehet, hogy a
vizsgalt két hatoanyag eltérd kémiai szerkezettel és eltérd
kinazprofillal rendelkezik, és 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 az oszteoblaszt sejtkultirdkon
elvégzett tirozin-kinéz gatlo kezelések, az
onkohematolodgiai betegségek kezelésében széles kdrben
alkalmazott imatinib €s nilotinib hatdsmechanizmusainak
mélyebb megértését szolgalta, mely tudas esetleg a
jovében Uj terdpids targeteket is kijelolhet a
csontbetegségek célzott kezelésében. Ebben a témaban
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elséként végeztiink teljes transzkriptom analizist
oszteoblasztokon a sejtszintli hatdsmechanizmus jobb
megértését szolgdlva. Tovabba a tirozin-kindz gatlok
csontanyagcserét  befolydsold  hatdsair6l  elsoként
készitettiink a hazai szakirodalomban hianypo6tlo, atfogd

irodalmi attekintést.
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