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A tirozinkindz-gitlok bizonyos onkohematolégiai betegségek kezelésében elterjedten haszndlt gy6gyszerek. Tobb
klinikai tanulmany igazolta, hogy a BCR-ABL specifikus tirozinkindz-gatlok alkalmazasa komplex és még nem egy-
értelmien azonositott médon véltoztatja meg a csontszovet élettani folyamatait. Mivel a kezelések egyre tobb bete-
get érintenek, illetve hosszt évtizedekig vagy akdr élethosszig is tarthatnak, indokolt ezen mechanizmusok moleku-
laris hatterének részletesebb megismerése. A szerz8k osszefoglaljdk az imatinibbel és a nilotinibbel végzett,
csontanyagcseréhez kapcesol6dé alapkutatdsi eredményeket, humén klinikai megfigyeléseket, kiegészitve in vitro
osteoblast-sejtkultirakon végzett sajt kisérleteik eredményeivel. Az 6sszefoglalt kutatdsi eredmények alapjan az ima-
tinib és a nilotinib csontsejtekre gyakorolt hatasa fiigg az alkalmazott hatéanyag-koncentriciotdl, a sejtek érettségi
allapotatdl, illetve az altaluk kotott receptor-tirozinkindz Gtvonalak megoszlasi aranyatdl. Jelen kozleményben elsé-
ként készitettek a hazai szakirodalomban hidnyp6tld, dtfogd irodalmi attekintést a tirozinkindz-gatlok csontanyag-
cserét befolydsold hatdsaival kapcsolatban és végeztek teljes transzkriptom-analizist osteoblastokon a sejtszintd hatds-
mechanizmus jobb megértését szolgilva. Orv. Hetil., 2016, 157(36), 1429-1437.
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Literature review and presentation of our own research results regarding
the effects on bone of tyrosine kinase inhibitors imatinib and nilotinib used
in the treatment of oncohematological diseases

Tyrosine kinase inhibitors are widely used for treatment of certain oncohematological diseases. Several clinical studies
have confirmed that specific BCR-ABL tyrosine kinase inhibitors alter the physiological process of bone tissue in a
complex and unclearly identified manner. 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 back-
ground of these mechanisms. In this article the authors summarize preliminary research results and human clinical
observations on imatinib and nilotinib which are related to bone metabolism, and present the results of their own
experiments in 7 vitro osteoblast cultures. Based on the presented results, the effects of imatinib and nilotinib on
bone cells depend on the concentration of imatinib and nilotinib, the maturation stage of the cells and the distribu-
tion ratio of receptor tyrosine kinase signaling pathways. In this study the authors firstly prepared a stop-gap, com-

*A szerz8k egyenld ardnyban vettek részt a kézirat megirasaban.
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prehensive review in the Hungarian literature, regarding the effects of tyrosine kinase inhibitors on bone metabolism.
In addition they firstly performed whole transcriptome analysis on osteoblasts in order to obtain a better understand-

ing of the cellular molecular mechanisms.
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Roviditések

BCR-ABL = breakpoint cluster region protein-Abelson murine
leukemia viral onkogene homolog 1; BMD = csontasvanyi-
anyag-tartalom; c-fms = koléniastimulalé faktor-1 receptor;
c-kit = &ssejtfaktor-receptor; CML = krénikus myeloid leukae-
mia; CSF1R = koléniastimulaléfaktor-receptor; CTX-1 =
C-termindlis kollagén keresztkots 1; DDR1/DDR2 = diszko-
idin domén receptor 1,/2; GABA = gamma-aminovajsav; GIST
= gastrointestinalis stromatumor; M-CSF = makrofigkoldnias-
timulal6-faktor; OPG = oszteoprotegerin; PDGFR = throm-
bocytaeredetli novekedési faktor receptor; PDGFRA = throm-
bocytaeredetli novekedési faktor receptor alfa; PDGFRB =
thrombocytaeredetti névekedési faktor receptor béta; RANKL
= receptoraktivator nukledris faktor « ligand; RT-PCR = reverz
transzkripcié medidlta PCR-meghatirozas; SCF = Gssejtfaktor

A tirozinkiniz-gatlék bizonyos onkohematoldgiai be-
tegségek kezelésében elterjedten hasznalt gyégyszerek.
Az els6 tirozinkinaz-gatlé gydgyszerhatbanyag az imati-
nib volt, amelyet 2001-ben engedélyezett az Amerikai
Gyégyszertigyi Hatésag (U.S. Food and Drug Admi-
nistration — FDA) a krénikus myeloid leukaemids (CML)
betegek szdmara [1]. Azéta a vildg egyre tObb orszi-
giban egyre tobb beteg részesiil imatinibterapiaban.
A CML-betegekben kimutathaté BCR-ABL faziés fe-
hérje gitlasira hasznalt tirozinkindz-gatlok koziil, a ha-
zai és nemzetkozi szakmai iranyelvek alapjan, a kezelések
soran el8szor imatinibet (Glivec, 2001) alkalmaznak. Ha
az imatinibkezeléssel nem érik el a beteg allapotanak ja-
vuldsit (nincs remisszio, rezisztencia alakul ki vagy ima-
tinibintolerancia 1ép fel), akkor a hatilyban 1év6 eljaras-
rend alapjin alkalmazhaté a nilotinib (Tasigna, 2007)
vagy a dazatinib (Sprycel, 2006). Azoknil a betegeknél,
akiknél sem az imatinibkezelés nem javasolt, és nilotinib-
re, valamint dazatinibre sem reagilnak megfelelGen, al-
kalmazhat6 a ponatinib (Iclusig, 2013) és a bozutinib
(Bosulif, 2013) is.

A CML a fehérvérsejtek egy részét 1étrehozé csontve-
16 myeloid Gssejtvonaldt érinti. A betegséget a BCR-ABL
géntziot hordozo agynevezett Philadelphia kromoszé-
ma jellemzi, amelynek kovetkeztében talzott mennyisé-
gli kéros fehérvérsejt termel8dik. A CML-betegségre

jellemz8 Philadelphin kromoszéma a 22-es és a 9-es kro-
moszéma reciprok transzlokacidjaval jon létre t(9;22)
(q34;q11). A 22-es kromoszéma hosszt karjan kialakul
a BCR-ABL onkogén, amirdl egy hibas BCR-ABL fazids
fehérje ir6édik at. Ez a konstitutivan aktiv tirozinkiniz-
ként mikodd fehérje folyamatosan foszforillja szubszt-
ratjait, amelyek sejtproliferacios, differencidcios kaszka-
dokat inditanak el. Ez a kontrolldlatlan sejtosztédds az,
ami a CML-sejtek folyamatos termel&dését eredményezi.

Az imatinib a leukaemias sejtek intracellularis terébe
specidlis transzporterek segitségével jut, ezzel szemben a
nilotinib esetén nem azonositottik a pontos transzport-
mechanizmust, feltételezik, hogy a sejtbe jutas féként
passziv folyamatok révén valésul meg. A tirozinkindz-in-
hibitorok a CML-sejtekben — ATP kompetitiv vegyiilet-
ként — a BCR-ABL fehérje inaktiv konformaciéjihoz
kotédnek és gatoljak annak aktivitasat. Ezzel megakada-
lyozzak a tumorsejtek proliferacidjit és azokban apopto-
zist indukalnak. Szdmos klinikai vizsgalat tanulmanyozta
a BCR-ABL specifikus tirozinkiniz-gitlék bioldgiai ha-
tdsait, mint a farmakokinetikai és farmakodinamikai tu-
lajdonsagok, mellékhatdsspektrum, kiillonb6z6 recepto-
rokhoz valé viszonyaik, illetve sejten beliili viselkedésiik.
A tanulményok koziil néhany igazolta, hogy ezek a ha-
téanyagok komplex moédon befolyasoljak tobbek kozott
a csontanyagcsere-folyamatokat is (1. tablizat).

Az imatinib és nilotinib csontsejtekre
gyakorolt hatasat vizsgalé in vitro kisérleti
eredmények irodalmi attekintése

Az imatinib és nilotinib csonthatdsa valdszintleg a csont-
sejtek fiziol6gids receptorain keresztiil valdésul meg.
Mindkét hatéanyag esetén ismertek a farmakolégiai cél-
ponttdl eltérs egyéb targetek, amelyekhez kiilonb6z6
affinitdssal képesek kapcsolédni. Ezek a PDGFRA,
PDGERB, c-kit, c-fins, M-CSF, DDR1, DDR2, CSFI1R
és SCF, amelyek kozvetitésével a direkt csonthatas érvé-
nyesiilhet. A tapasztalt hatds fiigg az alkalmazott hat6-
anyag-koncentraciotdl, a sejtek érettségi dllapotitdl, il-
letve az Aaltala kotott receptor-tirozinkindz dtvonalak
megoszlasi ardnyatél [2—4].
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1. tiblazat
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A vizsgilt két tirozinkindz-gitlé f6bb tulajdonsigainak és a

csontanyagceserére vald hatdsainak osszefoglaldsa

A nyilak a véltozdsok iranyit jelolik. T: Az adott tulajdonsig
vagy folyamat fokozodsa, aktivilodasa. ¥: Az adott tulajdonsig
vagy folyamat csokkenése, gitldsa.

Hatéanyag neve

Imatinib

Nilotinib

Gyodgyszer (gyarto)

Glivec/Gleevec
(Novartis)

Tasigna (Novartis)

Terapias javallat

Gyermek ¢és felnétt
CML-betegek,
valamint felngtt
GIST-betegek ¢és
PDGFR
géndtrendezbdéssel
jaré betegségek
kezelésére

Felndtt, kronikus
fazisi CML-betegek
kezelésére

Alkalmazott dézis
felnGtreknél

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

2 x 300 mg/nap
vagy 1 x 400 mg/
nap

Hato6anyag, célpont  BCR-ABL BCR-ABL
onkoprotein, onkoprotein,
tirozinkindz tirozinkindz
aktivitdsinak gitlasa  aktivitasinak gitlasa

A célzott KIT, SCF, DDR1, PDGER, KIT,

farmakologiai
célponttdl eltérd,
egyéb szubsztritok

DDR2, CSF1R,
PDGFR, c-fms,
karbonikus anhidraz
11

Efrin-receptor

Osteoblastsejtekre
gyakorolt hatds

Proliferci6 v,
differencidcio T,
sejtaktivitis T,
osteoblast-specifikus
génexpresszié T

Proliferécié6 4,
differencidcié v,
OPG-expresszio ¢és
-szekrécio T,
RANKL-expresszi6 ¢

Osteoclastsejtekre
gyakorolt hatds

Csontreszorpcios
sejtaktivitds ¥,
osteoclast-
prekurzorok

és érett osteoclastok
talélése ¥,
differencidcié ¥,
aktivitds ¥,
osteoclastogenesis ¥,
sejtszam 4

Képz8dés |,
aktivitds ¥,
differencidcio 4,
apoptézis T,
sejtszam ¥

Klinikai

megfigyelések a
csontanyagcsere
vonatkozasiban

Hypophosphataemia, hypokalcaemia,
hyperparathyreosis, csontspecifikus
szérummarkerek véltozdsa, megnoévekedett
csontmineralizacio, szivacsos csontallomany
novekedése, a csont dsvanyianyag-
tartalmdnak novekedése

Az imatinib és nilotinib csontképz8 osteoblast- és

csontbontd osteoclastsejtekre gyakorolt hatisit immor-
talizalt sejtvonalakon és rigcsalomodelleken tesztelték.
Az in vitro kisérletek megfigyelései alapjan az imatinib
tamogatja az osteoblastsejtek differenciacidjat [2, 5, 6],
azonban gitolja prolifericidjukat és talélésiiket [5-10].
Emellett csokkenti az osteoclastogenesis és a csontre-
szorpcidé mértékét, valamint az osteoclast-prekurzorok
és az érett osteoclastok talélését [2, 6-9]. Tovabbi tanul-
manyokban az imatinib hatisira megnovekedett osteo-

blast-specifikus génexpressziot, sejtaktivitast és minerali-
z4ciot tapasztaltak [2, 5-10].

Az imatinib dézisfiiggé mdédon (0,05-1 pM) indukal-
ta a csontszovet képzédését patkiny-egér (MC3T3-E1)
osteoblast-sejtvonalakon. Mindezeket alkalikusfoszfa-
taz- (ALPL-), csontszialoprotein- (BSP-) és osteocalcin-
(BGLAP-) specifikus kvantitativ génexpresszios vizsgala-
tokkal is megerGsitették. Az imatinib osteoblast-
proliferaciot gatlé hatasat tobb modellben, igy humén
osteosarcoma-sejtvonalon (Sa0S-2), valamint egér ST2
csontveldi stromasejt-kultardjan is leirtdk. Az imatinib
kozvetve vagy a csontbontosejt-elGalakokra hatva koz-
vetleniil is képes gatolni az osteoclastogenesist.

Az imatinibhez hasonléan a nilotinib (0,01-1 pM
koncentraciéban) is gatolta az osteoblast-prolifericiot.
Azonban az osteoblast-differenciiciot csokkentette vagy
nem volt rd hatdssal. Az osteoblastsejtek nilotinibkezelé-
se novelte az oszteoprotegerin (OPG) expresszidjat és
szekréciojat, valamint csokkentette a RANKL mRNS-
ének 4tir6édasat [5]. Az osteoclastogenesist szintén haté-
konyan gitolta.

A két tirozinkinaz-gatlé csontanyagcserét
érint6, human klinikai megfigyeléseinek
irodalmi Gsszegzése

Kroénikus fazisa CML-betegek aspiricios csontvelmin-
tiin végzett microarray-vizsgalatok alapjan az imatinib
(400 mg/nap) a kezelés kezdeti id8szakiban nagymér-
tékben befolydsolta a csontvelSi haematopoeticus sejtek
génexpresszids profiljit. A bekovetkezd transzkripcids
valtozasok szignifikinsan moédositottik a sejtciklust, a
sejtnovekedést, a proliferdciét, a DNS-replikaciét és -re-
kombindciét, valamint a DNS-javité mechanizmusokat
[3].

Magas doézisti imatinibterapia (600 mg/nap) soran a
betegek csontbiopszia-mintdinak mikrokomputer-to-
mografids feltarasandl igazoltik, hogy osteopenids CML-
betegeknél megnovekedett a csipGesont szivacsos allo-
ménya [11]. Szivacsos csontillomany-novekedést 50 év
feletti, osteoporoticus kezeltek esetén is tapasztaltak [9].
Ezzel szemben tobb, terdpia alatt 4ll6 betegnél mérték a
csontdsvanyianyag-tartalom csokkenését a combnyak te-
riletén. A csontmarkerek szérumszintjének vizsgalatai
alapjan a csontbonté osteoclastsejtek szamanak és aktivi-
tasdnak csokkenését figyelték meg. JelentSs csokkenést
figyeltek meg példaul a szérum-CTX-1 mennyiségében,
ami csokkent osteoclast-aktivitasra utal [5, 11]. De ezt a
csokkenést a csontépitS osteoblastsejtek aktivitisa nem
kovette és az erre vonatkozé klinikai megfigyelések egy-
madsnak ellentmondoéak voltak [11-14]. A tirozinkiniz-
gatlokkal kezelt betegeknél hypophosphataemia [5, 9,
12, 13, 15, 16], hypocalcaemia [12, 13, 15, 16], vala-
mint hyperparathyreosis [12, 13, 15, 16] Iépett fel.

Kezdetben szamos kutatécsoport jutott olyan ered-
ményre, hogy az onkohematolégiai betegségek kezelé-
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sében hasznilt tirozinkindz-gatlok, mint példaul az ima-
tinib és a nilotinib, pozitiv csontanyagcsere-valtozasokat
idézhetnek el6. A késébbi kiterjedtebb vizsgalatok azon-
ban méir nem minden esetben erésitették meg ezeket a
megfigyeléseket. SOt arrdl is beszamoltak, hogy imatinib
hatdsara az osteoblastok aktivitisit jelz szérumoszteo-
kalcin-szint [11-13, 17], valamint a BMD egyarant
csokken.

Napjainkban mar elmondhaté, hogy a tirozinkiniz-
giatléknak nincs egyértelmd pozitiv hatdsa a csontanyag-
cserére. Azonban az osteoblast- és osteoclastsejtek ma-
kodésének befolydsoldsin keresztiil komplex moddon
valtoztatjak meg a csontszovet élettani folyamatait. Mi-
vel a kezelések egyre tobb beteget érintenek, illetve hosz-
sz évtizedekig vagy akdr élethosszig is tarthatnak, indo-
kolt ezen mechanizmusok molekularis hatterének jobb
megismerése. Ezért a sajat kutatasunk célja az volt, hogy
megvizsgaljuk az imatinib és nilotinib osteoblastsejtekre
kifejtett hatdsait a teljes transzkriptom szintjén, valamint,
hogy feltérképezziik a kezelés hatisira a sejten Dbeliil
megvaltozott szaimos jelatviteli és szabalyozé ttvonalat.

Sajat kutatasi eredmények bemutatasa

Anyagok és modszerek

In vitro sejtkultara

Tanulmdnyunk sordn én vitro vizsgilatokat végeztiink
imatinibbel ¢és nilotinibbel kezelt egérpracosteoblast-
sejtkultirdn. Az MC3T3-El sejteket az ATCC-tdl
(American Type Culture Collection) (Rockville, MD,
Amerikai Egyesiilt Allamok) visdroltuk. A sejteket Mini-
mum Essential Medium Eagle Alpha Modification
(a-MEM; Sigma, St. Louis, MO, Amerikai Egyesiilt Al-
lamok) sejttenyészté médiumban tartottuk, kiegészitve
0,292 g/L L-glutaminnal (Sigma), 5% magzatiborja-
szérummal (FCS; Sigma), valamint 1% antibiotikummal
(penicillin, streptomicin-szulfit és amphotericin B;
Sigma). A sejteket 37 °C-on, 5% CO, és 78% pdratarta-
lom mellett tenyésztettiik. A sejtek atoltasa 70%-os kon-
fluencia esetén tortént. Az atoltasok soran 0,25% Tryp-
sin EDTA-oldatot (Sigma) haszndltunk. A kisérleteket a
sejtkultardkkal 8—15 dtoltas kozott végeztiik el.

In vitro kezelés imatinibbel és nilotinibbel — sejtélet-
képesség-mérés

A vizsgilatokhoz hirom csoportot alakitottunk ki:
imatinibbel kezelt csoportot, nilotinibbel kezelt csopor-
tot és egy kezeletlen kontrollcsoportot. A megfelel$ ke-
zelési id6 és dozis megvilasztasa érdekében el6szor kii-
16nb6z8  imatinib  (Glivec/Gleevec, STI571, CGP
57148B; Novartis, Svéjc) és nilotinib (Tasigna; Novartis,
Svéjc) koncentraciot (30 nM-20 pM) alkalmazva vizs-
galtuk a sejtek talélését. A kisérletek sordn igyekeztiink
az in vitro kultarak esetén elérhetd leghosszabb kezelést
alkalmazni (1-6 nap). A sejtéletképesség méréséhez a
tapoldat eltavolitasa utan 100 pl/lyuk triklér-ecetsavval

OSSZEFOGLALO KOZLEMENY

(Sigma) fixaltuk a sejteket, majd 100 nl 4%-os Sulforho-
damine-B (SRB, Sigma) oldattal megfestettitk 1%-os
ecetsavas kozegben. A felesleges festékoldat eltavolitisa
utdn a sejttenyészté lemezeket négyszer atoblitettik 1%-
os ecetsavoldattal, ezt kovetSen szobahSmérsékleten
hagytuk megszaradni. A kotott SRB-t 100 pl 10 mM-os
Trisma-oldatban (Sigma) feloldottuk és a sejttenyésztd
lemezeket 5 percig razattuk. A méréseket Multiskan
Spectrum V1.2 1500-636 késziilékkel (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, Amerikai Egyesiilt Alla-
mok) 520 nm-en, 96 lyuktt Thermo Cliniplateken
(Thermo Fisher Scientific Inc.) végeztik. Az eredmé-
nyek alapjin meghatiroztuk a megfelel§ inkubalasi id6t
¢és hat6anyag-koncentraciot. A tirozinkindz-gatldkkal ke-
zelt sejteket 24 lyuka sejttenyészté lemezen 1 pM-os ha-
tdéanyag-koncentracié mellett 6 napig inkubaltuk. Min-
den esetben 3 parhuzamos mérést végeztiink.

RNS-izolalas

A kezelt és kezeletlen osteoblastsejtekbdl az RNS-izola-
last High Pure Total RNA Isolation System (Roche, In-
dianapolis, IN, Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével

272

hajtottuk végre, a gyarto elSirdsa szerint. Az izolalt RNS

2. tablazat Az imatinibkezelt sejtekben azonositott top kanonikus Gtvona-
lak
Kanonikus -log(p-érték)*  Arany® Génszimbolumok
Gtvonalak (logFC-érték)«
Reelin jeldtviteli 2,61E00 7,59E-02 MAP3K9 (3,41),
atvonal MAPKS8IP2
(2,10),
ITGA2 (2,35),
DABI (2,24),
RELN (3,71),
DCX (1,86)
Zsirsavaktivalo 1,69E00 1,54E-01 ACSL6 (3,39),
jelatviteli Gtvonal ACSBG2 (2,42)
GABA-receptor 1,63E00 6,35E-02 GABROQ (2,69),
jelatviteli Gtvonal GABRG3(1,95),
GABBR2 (2,74),
ADCYI (3,16)
Szertoli-szertoli 1,52E00 4,07E-02 CLDNI0 (1,94),
sejtinterakcids MAP3K9 (3,41),
jelatviteli titvonal EPB41 (2,51),
CTNNA2 (2,76),
CLDN4(2,21),
ITGA2 (2,35),
Gueylb2 (2,86)
v-linolénsav- 1,52E00 1,25E-01 ACSL6 (3,39),
bioszintézis ACSBG2 (2,42)
Szerotoninreceptor 1,5E00 7,5E-02  HTRS5A (2,06),

jeldtviteli ttvonal ADCYI (1,45),

HTRIA (2,88)

A -log(p-érték) szimitisihoz Fisher egzakt tesztet haszniltunk.

Az ardny kiszdmitdsakor a sajit kisérleti eredményeink alapjin az adott Gtvonal-
hoz hozzirendelhets gének szimat elosztottuk az IPA adatbdzisa alapjin az Gt-
vonalhoz tartozé Gsszes génnel.

<Az adott Gtvonalakhoz rendelt, a kezelés hatdsdra szignifikins expresszids elté-
rést mutaté gének és azok logFC-értékei.
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minGségét Bioanalyzeren (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok), mennyiségét
Qubit fluorométeren (Life Technologies, Carlsbad, CA,
Amerikai Egyesiilt Allamok) ellendriztiik. Ezt kévetSen
a parhuzamos biol6giai mintik poolozisa utin a teljes
transzkriptbmaanalizis kivitelezését Applied Biosystems
SOLID™ V4 késziiléken (Life Technologies) végeztiik
el.

SOLiD 1j generaciés RNS-szekvenalas

A tsztitott, DNS-mentesitett totidl RNS-molekulak
(>5 mg/minta, RIN>8,0, cc>400 ng/ml) teljes transz-
kriptomanalizisét Gj generaciés 50 + 20 bp reads paired-
end technolégiival a SeqOmics Biotechnolégiai Kit.
(SeqOmics Biotechnolégiai Kft., Szeged, Magyarorszag;
http:/ /www.seqomics.hu/) végezte.

Statisztikai analizis

Mindkét hatéanyag esetében az expresszdlodott gének
logFC (fold-change: az expresszids véltozds mértéke a
kezelt csoportban a kontrollcsoporthoz viszonyitva) ér-
tékei alapjan meghatiroztuk a szignifikins valtozast mu-
tatdé géneket Benjamini and Hochberg False Discovery
Rate szdmitds segitségével. A szignifikanciaszint 0,05
volt. A kivalasztott szignifikins géneket Ingenuity Path-
way Analysis (IPA) (QIAGEN, Redwood City, CA,
Amerikai Egyesiilt Allamok; www.ingenuity.com) szoft-
ver segitségével értékeltik ki. Kiemelt figyelmet forditot-
tunk a kisérletbe bevont hatéanyagok csontanyagcserére
gyakorolt hatdsanak vizsgalatira.

Eredmények

Szignifikins gének azonositisn

Az imatinibbel kezelt osteoblastsejtekben 16,383, a nilo-
tinibbel kezelt csoportban 16,951, a kezeletlen, kont-
rollsejtekben pedig 17,290-féle annotalt RNS-t azonosi-
tottunk.

Az imatinib esetén 358, mig a nilotinibkezelést kove-
téen 21 szignifikinsan eltérd expresszids mintazatot mu-
tatdé gént taldltunk a kontrollsejtekhez képest. A két ke-
zelt csoport kozott hirom gén (AI593442, Gm11225,
ZFP184) egyezett meg, kozel azonos expresszids aktivi-
tassal. Az azonositott szignifikins gének imatinib esetén
mind upregulalédtak, nilotinib esetén egy kivételével
szintén mind overexpresszalodtak a logFC-értékek alap-
jan.

Azonositott jelatviteli itvonalak

Mindkét hatéanyag esetén a szignifikdns expresszids kii-
l6nbséget mutatd géneket jelatviteli ttvonalakba rendez-
tik Ingenuity Pathway Analysis segitségével. Az azono-
sitott top jelatviteli ttvonalak tobbsége kiillonbozik a két
hat6anyagnal. Az imatinibbel végzett kisérletek alapjin
6, a nilotinib esetén pedig 5 top jeldtviteli titvonalat azo-
nositottunk (2. és 3. tablizat). A GABA- (gamma-ami-
novagsav-) recepror jelatviteli stvonal volt az egyediili,

3. tablazat | A nilotinibkezelt sejtekben azonositott top kanonikus ttvonalak

Kanonikus Gtvonalak  -log(p-érték)*  Ardny® Génszimbolumok
(logFC-érték)¢

EIF2 jeldtviteli 5,27E00 2,37E-02 RPLI7(241),

atvonal RPL39(1,99),
RPS23 (3,45)

Embrionalis 2,14E00 1E-01 NANOG (2,06)

Gssejt-differencidcié

szivsejtvonal irdnyba

Az embrionilis 1,56E00 2,63E-02 NANOG (2,06)

Gssejtek

transzkripciét

szabalyozé halézata

Oct4 szerepe az 1,49E00 2,22E-02 NANOG (2,06)

eml8s embrionilis

Gssejt

pluripotencidban

GABA-receptor 1,34E00 1,59E-02 GABRBI (2,33)

jelatviteli Gtvonal

*A -log(p-érték) szamitasihoz Fisher egzakt tesztet haszniltunk.

Az ardny kiszdmitdsakor a sajit kisérleti eredményeink alapjan az adott Gtvonal-
hoz hozzarendelhet6 gének szamit elosztottuk az IPA adatbdzisa alapjan az at-
vonalhoz tartozé Gsszes génnel.

Az adott Gtvonalakhoz rendelt, a kezelés hatdsdra szignifikins expresszios eltérést
mutatd gének és azok logFC-értékei.

amely mindkét hatdéanyag esetén a top kanonikus Gtvo-
nalak kozott szerepelt. Eredményeinkben hirom ioncsa-
torna (GABRQ, GABRBI és GABRG3), egy G-protein-
kapcsolt receptor B (GABBR2) és az l-es tipusa
adenilat-ciklazt koédold gén (ADCY1) kapcesolodott eh-
hez az ttvonalhoz.

Az imatinibkezelés hatdsira az osteoblastsejtekben a
legmarkansabb valtozast a reelin jeldtviteli ntvonal érte
el, amely a kaszkidhoz rendelhet§ Osszesen 6 génnel
képviseli magit. A lipidmetabolizmusban szerepet jatszo
két atvonal (zsivsav-aktivicios hilozat és y-linolénsav-
bioszintézis) is jelentSs kiillonbséget mutatott. A szertoli—
szevtoli sejtinterakcios jelatviteli sitvonal szerepét elsGsor-
ban a here sejtjeinek novekedésében, proliferdcidjiban és
fejlédésében irtik le. Kisérleteinkben az utvonalhoz
7 szignifikinsan upregulalédott gén csoportosithato.
A szerotoninveceptor jeldtviteli sitvonalril igazoltik, hogy
erds pozitiv hatdsa van a csonttomegre. A vizsgilatunk-
ban ez az dtvonal 3 génnel képviselteti magit. Annak
ellenére, hogy az azonositott kanonikus tutvonalakhoz
tartozé p-értékek jelentésen meghaladjik a szignifikan-
cia kiiszobértékét (p<0,05), a szoftver nem tudta megjé-
solni az Gtvonalak aktivitdsi mintazatat.

A nilotinibbel kezelt sejtek teljes transzkriptomanalizi-
se soran azonositott 6t top kanonikus ttvonal koziil az
EIF2 jeldtviteli ntvonal volt a legszignifikinsabb, 3 hoz-
za kapcsolhat6 génnel. Az EIF2 (eukaryotainicidcids
faktor 2) -komplexnek fontos szerepe van a transzlicié
folyamatanak elinditisaban. A tovabbi szabilyozisi Gtvo-
nalakat egy kritikus homeobox gén képviseli, a NANOG,
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amely a sejtek 6nmegujuldsi és dedifferencialédasi folya-
mataiban szerepet jatsz6 transzkripcids faktort kédol.

Azonositott top upstream regulatorok

Ot-6t Ggynevezett top upstream regulitort azonositot-
tunk, mind az imatinibbel, mind a nilotinibbel kezelt
osteoblastok teljes mRNS-szekvenalasa soran. Az elem-
zésben statisztikailag szignifikinsnak a p<0,01 értéket
tekintettiik, Fisher egzakt tesztet alkalmazva. Ezek a fel-
s6bb szintd transzkripcids szabilyozdelemek magyariza-
tot adhatnak a megfigyelt génexpresszids viltozdsokra.
Az imatinib esetén ezek a kovetkezSk voltak: GLDN,
FREM2, NRCAM, GRIPI és VLDLR. A nilotinibcso-
portban: FAAH, MARCH7, ACVRIB, RAD23B és
ACVRIC. Az azonositott upstream regulitorok koziil
tobb esetében is ismertek adatok a csontanyagcserével
osszefiiggésben. A megtalalt upstream szabdlyozéeleme-
ket kédolé gének Gsszefoglaldsa és azok csontanyagcse-
réhez kothetd bioldgiai funkcidinak attekintése megta-
lilhaté a 4. és 5. tablazatban [18-25].

Megbeszélés

Munkinkban megvizsgiltuk az onkohematologiai be-
tegségek terdpidjaban haszndlt tirozinkindz-gitlé imati-
nib és a nilotinib vegyiiletek hatdsit a teljes transzkrip-
tom szintjén in vitro egérosteoblast-sejtkultiriban. Ez
volt az elsé olyan vizsgilat, ahol a csontképzésben szere-
pet jatszo osteoblastok teljes mRINS-készletét és annak a
kezelés hatdsira bekovetkezett expresszids valtozdsat
analizaltak. Korabbi tanulmanyokban mar megjelentek
adatok tirozinkindz-inhibitorok alkalmazasat kovetSen,
a csontszovet legjellemz6bb markereinek génkifejez&dé-
sére fokuszalva. Azonban komplex, sejtszint{i transzkrip-
ci6és mintazatbeli elemzés a csontanyagcsere vonatkoza-
sdban ez iddig nem tortént. Mindkét hatdanyag esetében
meghataroztuk a szignifikins expressziés kiillonbségeket
mutaté géneket, azonositottuk a top jelatviteli rendsze-
reket és az upstream regulitor géneket, Gtvonal-anali-
zisek segitségével. Kiemelt figyelmet forditottunk a ha-
téanyagok feltételezett  csontanyagcsere-modifikald
hatdsainak értelmezésére és magyardzatara. Mivel a tiro-
zinkinaz-gatlokkal végzett terdpia altalaban évtizedekig
vagy akar élethosszig is tarthat, ezért az imatinib- és ni-
lotinibkezelések (6 napos inkubacids id6) hosszabb tava
hatdsat igyekeztiink vizsgalni ¢z vitro sejtes rendszerben.
Igy a bemutatott eredmények elsGsorban nem a gyors,
hanem a lassabban kialakul6 masodlagos génaktivitasok-
ban bekovetkezd viltozasokat tiikrozik.

Tobb klinikai tanulmény is igazolta, hogy ezek a tiro-
zinkindz-gatlé vegytiletek alkalmazasuk sordan komplex
moédon viltoztatjAk meg a csont homeosztatikus folya-
matait. A publikalt eredmények sokszor egymasnak el-
lentmonddak, amit magyardzhat a vizsgalt sejtek eltérd
érettségi allapota [2], az alkalmazott hatéanyagok kon-
centricidja [2, 5], azok kémiai tulajdonsigai, illetve ki-
naztarget-spektruma. Sajat eredményeink is bizonyitjik,
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4. tablazat | Az imatinibkezelt sejtekben azonositott upstream regulitorok

Altalinos biolégiai funkcio és a csontanyagcsere
szabalyozisiban betoltott szerep

Génszimbolum és -név

FREM2

FRAS]1 -related
extracellular matrix
protein 2

Extracellularis métrixprotein, sziikséges a
ham integritasinak fenntartdsihoz és az
epidermalis adhéziéhoz.

Kozvetett médon részt vehet a csont élettani
folyamatainak regulalasaban. Mivel
kapcsolatban dll olyan molekuldkkal,
amelyek példaul az oszteokalcin-
génexpresszié szabalyozasiban vesznek részt
(MDM?2) [18], a csonttorés gydgyuldsit
tamogatjik (EGFL6) [19], az osteoblast-
differenciciot serkentik (NPNT) [20].

GLDN
Gliomedin

GRIPI
Glutamate receptor
interacting protein 1

Ranvier-beftiz6dések kialakuldsiban vesz
részt a myelinhiivelyes axon mentén.

Az éltala kédolt protein elsésorban az
idegsejtekben transzportfolyamatokban vesz
részt. Jelet kozvetit a citoszkeletilis és
membrinfehérjék kozott.

Interakciéba 1ép szdmos, a csonttomeg
novekedését befolyasolé molekulaval
(NR1I3, MEF2C, ESR1) [21-23], valamint
az osteoblastok differencidciéjat befolyasold
osztrogénszerd receptor-alfival is (ESRRA,
estrogen related receptor alpha).

NRCAM
Neuronal cell
adhesion molecule

Az immunoglobulin-szupercsalad tagja.
A gén dltal kédolt Ankyrin-kots fehérje részt
vesz a neuron—neuron sejtadhéziéban,

toviabba a Ranvier-beftiz6dések
kialakuldsdnak molekuldris folyamataiban.

VLDLR
Very low density
lipoprotein receptor

Lipoproteinreceptor, amelynek szubsztratja
a nagyon alacsony denzitasa
lipoproteinmolekula. Hozzdkapcsolddva,
endocitozissal a sejt belsejébe juttatja azt.
Szerepet jatszik a VLDL-triglicerid
metabolizmusban és a reelin jelatviteli
atvonalban is.

A koleszterinszint szabdlyozasan keresztiil
hathat a BMD-re és a csontok megfeleld
mechanikai tulajdonsigainak megtartisira.
Az osteoblast-proliferaciét serkenti.

A gének neveit és dltalinos biologiai szerepiik leirdsit a GeneCards (http://
www.genecards.org), NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) és az IPA
(https:/ /reports.ingenuity.com) adatbdzisaib6l gytjtottiikk. Az upstream regula-
torok altal szabalyozott elemek listajit az IPA-elemzés eredményei adtak.
A csontanyagceseréhez kothetd biologiai szerepiiket a felsorolt adatbdzisokbdl és
a szakirodalombdl gydjtottiik.

hogy a két inhibitor eltéré médon hat az osteoblastsejtek
génkifejez6dési mintdzatara. Ismert, hogy az imatinib a
BCR-ABL célmolekulaja mellett tobb sejtfelszini tiro-
zinkinaz-receptorhoz is képes kapcsolédni, mig a niloti-
nib jéval specifikusabb, a tirozinkindz-receptorok tobb-
ségével nem kotédik. A statisztikailag szignifikins
kilonbséget mutaté gének kozott csak 3 kozos volt
(ZFP184, Gm11225, A1593442) a két kezelt csoportban.
A ZFP184 (Zinc finger protein 184), amely transzkrip-
ciét szabalyozé folyamatokban vesz részt, és a CLICI
(chloride intracellular channel 1) kapcsolatin keresztiil
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5. tablazat | A nilotinibkezelt sejtekben azonositott upstream reguldtorok

Génszimbélum és -név  Altaldnos biol6giai funkcié és a csontanyagcsere
szabidlyozasiban betoltott szerep

ACVRIB
Activin receptor
type-1B

Transzmembrinreceptor. Az 1-es tipust
aktivinreceptor komplexet képez a 2-es
tipussal, és az igy kialakulé komplex
szabdlyozza példdul az idegsejt-
differenciaciét és -talélést,
sz&rtiiszbtejlédést, FSH-termelést,
sériilésgyodgyulast, extracellularis métrix
termel6dését, immunszuppressziot és
karcinogenezist.

Az ACVRIB az aktivintvonal részeként
szerepet jatszik a csontvazrendszer
fejlédésében. Aktivinrendszer szabalyozza
a csontsejt-differencidciot és -proliferdciot
[24].

Az aktivin AB, aktivin B és a NODAL
receptora. Részt vesz a sejtdifferencidcidban,
novekedésgitlisban és az apoptdzisban.

A csontfejlédésben és a remodeling soran
fontos molekuldkat szabédlyoz

(példaul: ephrinB2, CASP3, SMAD3).

ACVRIC
Activin receptor
type-1C

FAAH
Fatty acid amide
hydrolase

Az dltala kédolt integralis membranfehérje
a zsirsavamidok hidroliziséért felelds.

A mikodése sorin keletkezd zsirsavamidok
hatéssal vannak az osteoblastokra és az
osteoclastokra, stimuldljak a csontépitést és
gatoljak a reszorpciét [25].

MARCH7 E3 ubiquitinligdzok ring finger tipusa.

Membrane-associated Ideiglenesen megkoti a célfehérjét és

ring finger (C3HC4) ubiquitint kapcsol hozza. Az ubiquitinnel

7, E3 ubiquitin jelolt fehérje ezutin lebontdsra kertil.

protein ligase Ez a folyamat biztositja a fehérjék dinamikus
egyensulyat a sejten beliil.

RAD23B
RAD23 homolog B
(S. cerevisiae)

Az ubiquitinfiiggd fehérje degradicidja
sordn, a poliubiquitindlt fehérjék
proteaszémahoz torténd szallitdsiban
vesznek részt.

A kiilonb6z6 proteoszémikon (PSMC2 és
PSMC1) keresztiil kozvetett hatdsa lehet az
osteoblast-differenciiciéra és a kanonikus
Wat jeldtvitelre.

A gének neveit és altalinos bioldgiai szerepiik leirdasit a GeneCards (http://
www.genecards.org), NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) és az IPA
(https:/ /reports.ingenuity.com) adatbdzisaib6l gydjtottiik. Az upstream reguld-
torok altal szabdlyozott elemek listdjit az IPA-elemzés eredményei adtak.
A csontanyagceseréhez kothetd bioldgiai szerepiiket a felsorolt adatbdzisokbdl és
a szakirodalombdl gytjtottiik.

[26] szerepe lehet az osteoblast-differencidciéban. A
Gml11225 (3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase pseu-
dogene) és AI1593442 (Cl1orf87, chromosome 11 open
reading frame 87) biol6giai szerepe a csontanyagcseré-
ben nem ismert.

A top kanonikus Gtvonalak kozott a két szer esetén
kozos volt a GABA-receptor jeldatviteli sitvonal. A vizsga-
latok sorin a receptorcsalid 4 tagjinak (GABRQ,
GABRBI, GABRG3 és GABBR2) megnovekedett gén-

expresszidjat detektiltuk. Funkcionalis GABA-recepto-
rok konstitutivan jelen vannak az osteoblastokon és a
mesenchymalis sejteken, amelyeknek szerepiik lehet a
remodeling sordn a sejtprolifericiéban és -differenciacié-
ban [27-29]. A GABA-receptorok kozvetitésével az os-
teoblastok kulcsfontossigtn  differenciiciés markerei,
mint a csont morfogenetikus protein 2 (BMP2) és az
oszteokalcin, egyarant fokozott aktiviciot mutat. Azon-
ban az azonositott GABBR2 gitolja az alkalikusfoszfa-
taz-aktivitast és a kalciumakkumulaciét stromasejtekben
[30]. A GABRBI pedig pozitivan szabalyozza a kondro-
genezist. A bemutatott eredmények alapjan is latszik,
hogy a GABA-jeldtvitel milyen sok kapcsolédasi ponton
érinti a csontsejtek miikodését, amely ttvonalat mindkét
szer szignifikinsan befolyasolta.

Az imatinibbel kezelt sejtekben a legjelentésebben
(-logp = 2,61E00) a reelin jelatviteli nitvonal elemeinek
génexpresszidja viltozott meg. Ez els6sorban a szinap-
szisok képz&désében és a neurodegenericiéban vesz
részt. Genomszintd asszocidcids vizsgilatok sordn
(GWAS) igazoltik, hogy a reelint kédolé6 RELN gén va-
ridnsa Osszefiigg egy csontbetegség, az otosclerosis kiala-
kuldsaval [31]. A Reelin képes a nagyon kis denzitasa li-
poprotein receptorihoz kapcsolédni (VLDLR), amely
kisérletiinkben a top upstream regulatorok kozott szere-
pel. Igy létrehoz egy szignalizciés komplexet (Reelin/
VLDLR/ApoER2 /Dabl), amelynek funkcidja a
csontanyagcsere vonatkozdsiban még nem tisztizott.
Azonban az egyes molekulakomponenseit kédold gének
szignifikinsan megnovekedett kifejez6dését tapasztaltuk
imatinibkezelést kovetSen.

Az imatinibadagolas szignifikins véltozist okozott a
szerotoninveceptor jelatviteli ntvonalboz tartozd gének
mRNS-expresszidjiban. A szerotonin (5-hidroxitripta-
min, 5-HT) receptorok szimos tipusa megtaldlhat6 a
csontsejteken, mint az 5-HT1 és 5-HT2 receptorok
[32-35]. Vizsgédlatunkban azonban a szerotoninrecepto-
rok ettdl eltérs, 5-0s csoportjiba tartozé 5-HT5A re-
ceptort kédol6 HTR5A gén upregulalédasit mértiik.
Irodalmi adatok alapjan a szerotonin szabalyozé szere-
pet tolt be a csontrendszerben. Ha szintézise a periférian
torténik, akkor hormonként viselkedik és gatolja a csont-
épitést. Ezzel szemben, ha a kozponti idegrendszerben
szintetizdl6dik, akkor neurotranszmitterként viselkedve
er0s pozitiv hatast fejt ki a csonttomegre, elésegiti a
csontépitést és visszaszoritja a reszorpciét. A szerotonerg
hatas pontos direkt vagy indirekt mechanizmusa a csont
metabolikus folyamataiban napjainkig még részleteiben
nem felderitett.

Nilotinib hatdsara a legerGteljesebb valtozast (-logp =
5,27E00) az EIF2 jelatviteli tvonal mutatta. Az EIF2
(eukaryotainiciacios faktor 2) GTP-kotd fehérjeként sza-
balyozza, illetve elinditja a transzliciét. Nem megfelel§
mikodése megvaltoztathatja a sejt fehérjekészletének
szintézisét és a sejtek talélését (https://reports.ingenu-
ity.com). Emellett el6segiti az elGalakokbdl torténd oste-
oblast-differencidciot iranyitd, aktivalé transzkripcids
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faktor 4 (AFT4) atirodasat [36-38]. A foszforilalt eIF2a
és downstream regulatorai részt vesznek az osteoblastok
virusfert6zés vagy tapanyaghidny miatt kialakulé endo-
plazmas reticulum stresszvilaszaban, amelyek modosit-
jak a csontatépiilés aktivitisat [36-38].

A nilotinib hatidsira megviltoz6 NANOG homeobox
gén az IPA szoftveres analizis alapjan tobb szabilyozasi
utvonal kulcseleme  (Embriondlis  dssejt-differvencidcio
szivsejtvonal ivanyba, Az embriondlis dssejtek transzkripci-
o0t szabalyozo hilozata, Oct4 szevepe az emlds embriondlis
dssejt pluvipotenciaban). A gén a primer csontvelSi me-
senchymalis &ssejtek csontsejt irinya elkotelez6dését és a
csontszoveti regeneraciot vezérli. Tovabba 6sszekotte-
tést biztosit a csont morfogenetikus protein (BMP)
kaszkaddal.

El6zetes alapkutatdsi eredményeink limiticidja, hogy
csak egy sejtkulttran végeztiik el a tirozinkinaz-gatl6 ke-
zeléseket. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek a bemutatott
génexpresszidés eredmények és ttvonal-analizisek meg-
erGsitéséhez, valés idejd RT-PCR alapt validalasahoz és
funkcionalis teszteléséhez. A bioldgiailag is jelentds cél-
molekuldk sejtszintl szabilyozémechanizmusainak mé-
lyebb feltérképezéséhez pedig tovabbi sejtvonalakon
végzett vizsgilatok megvalOsitdsit tervezziik.

Osszefoglaldsként elmondhatjuk, hogy elséként készi-
tettiink a hazai szakirodalomban hidnypo6tlé, atfogé iro-
dalmi attekintést a tirozinkiniz-gatlok csontanyagcserét
befolydsol6 hatasaival kapcsolatban, és végeztiink teljes
transztkriptomanalizist osteoblast-kulttran a sejtszintd
hatdsmechanizmus jobb megértését szolgalva. Az imati-
nib- és nilotinibkezelések hatdsira az osteoblast-sejtvo-
nalon tapasztalt génexpresszids mintdzatbeli viltozidsok
alatdmaszthatjik a kordbbi 27 vive csontanyageserét érin-
t6 klinikai megfigyeléseket.

Anyagi tamogatis: A kozlemény megirasa, illetve a kuta-
tomunka anyagi timogatasban nem részestilt.

Szerzdi munkamegosztdas: L. P., T. 1., K. J. P., N. Zs.:
A tanulmany alapjaul szolgalé kisérletek megtervezése és
koordinaldsa. L. G., H. P., A. K., T. B., K. A., K. Gy::
A kisérletekben valé részvétel és adatelemzés. K. Gy.:
Szakirodalom kutatdsa, feldolgozasa, a kézirat megfogal-
mazasa. L. P., B. B.: A kézirat tartalmanak atvizsgalasa.
A cikk végeleges viltozatat valamennyi szerzd elolvasta
és jovihagyta.

Erdekeltségek: A szerzéknek nincsenek érdekeltségeik.
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