A bisphosphonat kezelés hatasa a csontok fibrosus dysplasiajara

DEFINICIO: Az elsé WHO definici6 1972-ben sziiletett, melyet késébb tobbszor modositottak. A
legutobbi, 1981-es meghatarozas szerint a fibrosus dysplasia a csontok benignus, tumorszerii elvaltozasa,
melyre az drvényes lefutasu kotészoveti nyalabok és az érett-éretlen csontgerendak jellemzoek.

A csontok fejlédési zavarardl, az osteoblastok koros differencialédasarol van sz6, melynek kdvetkeztében
az eérett csontszOvet helyet rostos kotészovet foglalja el, melyben 0Gjdonképzett fonatos szerkezetii
csontszigetek helyezkednek el.

TORTENETI ATTEKINTES: A fibrosus dysplasia fogalmét elészér 1936-ban hasznalta Jaffe egy
cikkeben, melyben felhivja a figyelmet arra, hogy a korképet nem szabad 0Osszetéveszteni a
hyperparathyreoidismussal. 1936-37-ben McCune és Albright is tébb alkalommal irta le a betegség tobb
csonton valo eléfordulésat, ,,cafe-au-lait” boérpigmentacioval és pubertas praecoxal egyutt. 1938-ban
Lichtenstein is ezzel a kifejezéssel irta le az ismeretlen etiologidju elvaltozast. A késébbiekben szamos
szerz6 foglalkozott a betegséggel endokrin zavart sejtve a hattérben, és szerzotél fuggoéen sokféle
megnevezest kapott (osteodystrophia-osteitis-fibrosa, osteitis deformans disseminata, ostitis fibrosa,
féloldalas Recklinghausen csontbetegség). Napjainkban a fibrosus dysplasia (FD) elnevezést hasznaljuk.

EPIDEMIOLOGIA: A fibrosus dysplasia az 6sszes csontdaganat 2,5%-at, a benignus elvaltozasok 5-7%-at
teszi ki. Schajowitz megfigyelésében 222 monostotikus (egy csontot érinté) esetre 36 poliostotikus (t6bb
végtagra kiterjedé) esett. Monostotikus formaban a férfi-n6 arany 1:1, poliostotikus formaban 2:1.
Egymillié lakosra kb. harom fibrosus dysplasias elvaltozas jut. A betegség megjelenésének ideje
leggyakoribb fiatalkorban, maximuma a 16-20 év kozti populécidban van. Az atlagos felismerési életkor
ferfiak esetében 20 év, nék esetében 22 év.

ETIOLOGIA: A korkép eredete sokaig ismeretlen volt, ill. endokrin okokat sejtettek a héattérben. 1986-ban
a Clinical Genetics cimii orvosi lapban k6zolték eloszor azt a feltételezést, miszerint a fibrosus dysplasia
letalis génmutacio eredménye, mely csak szdveti mozaicizmus Utjan biztositja a beteg életben maradasat. A
mutacio szomatikus, mely a zygdta barazdalddasa soran minel kesébb jon Iétre, annal kisebb egységre terjed
ki, vagyis a laesio annal kisebb tertletet foglal el, és a tlinetek is annal enyhébbek. Az etioldgiara és a
tlnetek kifejlédésének patomechanizmusara a human genom feltérképezése adta meg vegul a valaszt.

A sejtmikodés szabalyozésa leggyakrabban a sejtek &ltal termelt kiilonb6z6 kémiai anyagok- ligandok -
szekrécidja Utjan valosul meg, mely molekulak mas sejtek receptoraihoz kotédve intracelullaris jelatviteli
reakcidkat inditanak el. A betegség oka a jelatvitelben szerepet jatszo, intracellularisan sejtmembrénhoz
kotott, stimulacios trimer G-protein a-lancanak szerkezetvaltozasa, mely a fehérje tartds aktivacidjat
okozza. A Gsa alegyseget a GNAS1 gén kodolja. A mutécidé ezen gén 201-es kodonjan jon létre, az esetek
felében Arginin-Cystein, masik felében Arginin-Hisztidin aminosav cserével. A betegség esetében a szignal
transzdukcids Utvonal ad magyarazatot a tlinetek sokszintiségére. A ligand bekdtése a receptorahoz a jel,
melynek kovetkeztében ehhez a komplexhez intracellularisan kapcsolddik a trimer Gs-fehérje, ami egy
stimul&cios hatasu protein. Harom alegységbdl all (a., B, y), melyek kozll az o, inaktivalt allapotban GDP-t
kot. A kapcsolodas utan helyére GTP keril, majd a Gsa-lanc levalik a masik két alegységroél, és az adenil-
ciklazhoz kapcsolodik, fokozva annak ATP-bél cAMP-t képzé hatasat. A pontmutécio eredményeként, a jel
atadasa utan a Gsa-lanc nem képes GDP-t visszakétni, igy inaktivalodni sem. A tartdés aktivacio
kdvetkeztében a cAMP-dependens protein kinaz rendszer folyamatos foszforilalassal sz&mos enzimatikus
utat serkent. A FD-s sejtekben felszaporodik a CAMP szintje és az &ltala medialt géntranszkripcios fehéerjék
koncentracidja (CREB-P, c-fos protoonkogének). A cAMP-dependens protein kindzok (PKA) a fehérjéket
szerin/treonin oldallancuk OH-csoportjan foszforilaljak, melyek ezutan metabolikus utakat, névekedési és
differencialodasi folyamatokat, ill. a sejtek szinte minden folyamatat reguléljak. Nem csak meglévé feherjék
aktivitasat képesek szabalyozni, hanem a transzkripcié sebességének befolydsolasaval egyes enzimek
mennyiseget is. A PKA altal foszforiladlt CREB-P (CAMP respons element binding protein) a DNS cAMP
altal szabalyozott gének promoterén elhelyezkedé CRE-hez (CAMP responsiv element) kotédik.



Ez é&ltal olyan komplexek képzédése kezdédik meg az osteoblastok proliferacios fazisban, amik
elnyomhatjak a normalis osteoblast differencidcidban fontos osteocalcin szintet. Ennek kovetkezménye a
nem mineralizalddd, éretlen csontszovet. Masrészt olyan IL-6 fehérje szintetizalédik nagy mennyiségben,
ami osteoclast aktivaciot okoz, igy a csontok corticalisanak elvékonyodasahoz ill. a csont expanzidjahoz
vezet. Harmadrészt olyan enzimek hatdsat is fokozhatjak esetenként, melyek kovetkezményei kilénbdzé
hormondlis talmikodések lesznek. A fenti folyamatok alapjdn megmagyarazhatdé a McCune-Albright
szindroma (MAS) tlineteinek valtozatossaga, az endokrin érintettség és a tlinetek stlyossaga attél fliggoen,
hogy az érintett szdvetekben milyen ardnyban vannak jelen mutalt és nem mutalt gének (milyen mértéki a
mozaicizmus). A tunetek megjelenési helye és jellege pedig attél fiigg, hogy a mutacié milyen staddiumban
érte a zygotat, és annak mekkora hanyadat érintette. Bizonyos embrionalis korndl hamarabb bekovetkezé
pontmutacié pedig letalis kimenetelii.

Fibrosus dysplasiaval egyiitt jaro egyéb korformak:
e Bdrelvaltozasok

»,Café au lait” szerti foltok, térképszeriien egyenetlen hatarral. Predilekcios helyek a lumbalis csigolyak
kdzépvonala, a far és a tarkd. Gyakran a betegseéggel azonos oldalon, ill. a csontlaesio fol6tt helyezkednek
el. Az elvaltozast a mutans Gs-protein okozza a boér melanocytainak aktivalasaval, melyeket normal
korialmények kdzt a melanocyta-stimulalé hormon (MSH) termel.

e Endokrinopatiak

A hypophysisben a mutans G-protein stimul&lé hatdsa az aldbbi tiineteket okozza:

1. A novekedési hormont elvalasztd sejteket stimulélva, a létrejové GH talsuly gyermekkorban
gigantizmust, felnéttkorban acromegaliat okoz.

Az adenocorticotrop hormon (ACTH) tulsulya Cushing betegséget hoz létre.

3. A TSH tulprodukcié hyperthyreosishoz vezet.

o

4. Ugyanakkor a hypophysisben a mutacio eredményekent gatlodhat a gonadotropinokat
elvalasztd sejtek mikodése, amelyeket egészségesekben a GnRH szabalyoz. Pulzalo
elvalasztodasa fokozza a gonadotropinok (FSH, LH) elvalasztasat, de folyamatos hatasa
gatlo jellegii. A eredmény hypogonadotrop hypogonadismus lesz.

5. Az ovariumokban a mutalt protein 0Osztrogén szekréciot hoz létre, ami
lanyokban.gonadotropinoktol fliggetlen pubertas praecoxhoz vezet.

6. A fiukban a herék tulzott tesztoszteron kivalasztasa fogja ugyanezt a tiinetet okozni.

7. A pajzsmirigy TSH stimuldlta sejtjeire hatva a G-protein fokozott pajzsmirigyhormon
kivélasztassal hyperthyreosist hoz létre.
8. A mellékvesékre hatva, azokban adenoma fejlédhet Ki.

e McCune-Albright szindroma

Jellegzetes tridsza a polyostotikus FD, ,,café au lait” foltok és az endokrinopatidk koziil a pubertas praecox.
Jarhat ezen kivil egyéb endokrinopatiaval is, de ez nem obligat. A harombdl két tiinet megléte elegendé a
diagnozis felallitasahozAz allapot a korai embriogenezisben létrejétt G-protein mutacio eredménye, mely
letrehozza a szOveti mozaicizmust, igy a latszolag egymastdl fuggetlen endokrin hatasokat. A szindromaban
szenvedo betegek kozt, megfigyelések szerint, gyakrabban fordul el6 a hirtelen halal. Ennek oka lehet a sziv
sejtjeinek autostimulacidja, mely arrythmiahoz vezet. El6fordulhat még hypophosphataemias rachitis és
osteomalatia is a hyperphosphaturia miatt, tovabba thymus hyperplasia, acut pancreatitis, gastrointestinalis
polyp, maj és epeuti betegségek -

e Mazabraud syndroma
A sceletalis fibrosus dysplasia és a lagyrészek myxomajanak egydttes el6fordulasarél Henschen szamolt be
elészor 1926-ban. O, majd Krogius késébb a multiplex myxomak mellet még ,,osteitis fibrosarol” ir.
Mazabraud ismételten beszamol a kdrképrél, foglalkozik az etiopathogenesisével, igy az irodalomban
elterjedt a Mazabraud szindroma elnevezés is. A kdrkép rendkivil ritka, ezidaig csak mintegy ket tucat
Mazabraud szindromas betegrél szamoltak be az irodalomban.



Rendszerint polyostoticus fibrosus dysplasias nébetegeknél jelentkeznek az érintett csontok kordili
izomzatban multifocalis intramuscularis myxomak, melyek kezelés nélkil enormis méreteket érhetnek el.
Endocrin rendellenességek is tarsulhatnak a szindroméahoz. Bar az irodalomban leirnak osteosarcoma,
fibrosarcoma kialakulasat a fibrosus dysplasia talajan e korképben is, a szerzék sajat eseteiknél a hosszu
utankdvetési id6 alatt (atlag 31 év) sem észleltek malignus transzforméaciot.. Okamoto 2000-ben kozzétett
genetikai tanulmanyaban 6 Mazabraud syndromas beteg intramuscularis myxomajanak elemzésekorl 5
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cikk az irodalomban eddig csak ez jelent meg.

CYTOGENETIKAI DIAGNOSZTIKA: A Gs fehérje expresszidja a c-fos protoonkogén ndvekedett
expresszi6jahoz vezet. A c-fos protoonkogén magfehérjéket kodol, és a sejteket ndvekedésre serkenti.
Normalis csontmintakban, illetve fibrosus dysplasias betegek egészséges csontmintaiban nem mutathaté ki
c-fos expresszid. Fibrosus dysplasias csontmintadkban viszont expresszalodott a protoonkogén. A sejtek,
melyek expresszaltdk, a csontvelében 1évo fibroblasztok voltak. A c-fos expresszidja valdsziniileg a
fokozott adenil ciklaz aktivitas kovetkezménye. Az éretlen csontgerendak a c-fos akcidjanak kdvetkeztében
képzoédnek. Vizsgalatok torténtek arra iranyultan, hogy a c-fos expresszié mennyire specifikus a fibrosus
dysplasiara. Paget kdrban expresszalodott c-fos, de nem a veléiri fibroblasztokban, hanem a csontfelszinen
Iévé osteoclastokban. D-vitamin rezisztens angolkdros osteogenesis imperfectds betegek csontmintéiban
nem volt detektadlhato a c-fos. Tehat a fibrosus dysplasias csontmintakbol szarmazo6 fibroblastokban
expresszalodo c-fos protoonkogén a betegségre specifikus. Osteosarcomas betegekben a c-fos szintén
emelkedett. Jelenléte fibrosus dysplasiaban a malignus atalakulas elsé Iépését jelentheti.

MUTETI TERAPIA: Szdmos szerz6é véleménye az, hogy miitét akkor indokolt, ha a betegség nagyfoku
deformitast okoz, fajdalommal jar, illetve torés veszélye &ll fent. A sebészi kezelés célja a csont
megeroésitése és tovabbi deformitasok kialakuldsanak megel6zése. Tobbféle mitéti megoldast lehet
alkalmazni.

Spongiosa plastica: az eljaras soran az excochleatiot kbvetéen spongiosaval toltjik fel a laesio helyét, majd
autolog vagy homolog corticospongiosus idommal (crista idom, fibula) erésitjuk meg a csont kiilsé
felszinét. A spongiosus csont helyét azonban hamar ismét fibrosus szovet veszi at. A corticalis lécek,
melyek mechanikailag erésitik a csontot, tovabb megmaradnak. Lemezes osteosynthesis: Iényege, hogy a
fémlemezt kozvetlenil a csontfelszinre illesztjik, és furataiba csavarokat helyezink. Fibrosus dysplasiaban
azonban a tapasztalatok szerint a puha, kotészovetesen elfajult csont alkalmatlan erre a rogzitési médra. A
csavarok kilazulnak, a lemez nem ad stabilitast a csontnak, mely a rogzités ellenére tovabb deformalodik,
akar el is torik. Az Ortopédiai Klinika fibrosus dysplasias beteganyagaban 12 AO lemezes osteosynthesis
tortént, melybol egynél suppuracios, kettonél kilazulasos, hatnal gorbuleti progresszio és kilazulasos
szovédmény kovetkezett be. Intramedulléris felfarasos szegezés: ez a miitéti modszer szoros csont-fém
kapcsolatot hoz Iétre, mivel az implantatum dinamikusan a veléir sztikilletébe ékelédik. A homokoéra
formaju vel6ireget csészertivé farjuk, igy a vel6iirszeg hosszabb szakaszon feszil bele. A szeg proximalis
és distalis végein 1évo furatokba a csonton keresztiil reteszcsavarokat vezethetlink be. Ezzel a modszerrel
hossz- és oldaliranyu, valamint rotacids stabilitast érlink el. A terhelés eloszldsa biomechanikailag
kedvezoébb, mint a lemezes osteosynthesisnél, és nem engedi meg a deformitéas progressziojat. Az
Ortopédiai Klinika fibrosus dysplasias beteganyagaban négy esetben tortént vel6iirszegezés, eddig egy
esetben sem volt szovédmény.

HIPOTEZIS: 1.  Mind a postmenopausalis, mind a senilis osteoporosis kezelésében évtizedes
tapasztalat van bisphosphonat kezeléssel. A bisphosphonétok gatoljak az osteoclastok indukélta osteolysist
és el6segitik az oteoblastos csont Gjdonképzodést.

2. A csontok fibrosus dysplasidjaban (FD) is hasonld kdéros mechanizmusok
jatszédnak le -csokkent osteoblast és fokozott oteoclast aktivités, létrehozva a betegségre jellemzé koros
szOveti jelleget.

3.  Feltételezésiink szerint a bisphosphonatok a fibrosus dysplasia esetében is az
osteoporosis kezelése soran megismert tdmadaspontokkal és mechanizmussal hatnak, ami alapjan —
bisphosphonat adasat kovetéen- varhatd a fibrosus dysplasiaban észlelt, osteoid is tartalmaz6 laza
kotoszovet kiérése, mineralizdcidja, a széli terlileteken a csontlebontds csokkenése, az osteoclastok



aktivitasanak csokkenése. Ezaltal a puhabb csont keményebbé valik, biomechanikai tulajdonsagai javulnak,
csokken a torésveszély, a torések gyakorisaga, ill. a csont progressziv deformécidja.

4. Keresslk tovabba a fibrosus dysplasias csontban zajl6 patholdgiai folyamatok és a
genetikai meghatarozottsag kozotti kapcsolatot. A betegség pontmutécids eredete ismert, annak pontos
helye is meghatarozott. Kérdésként mertl fel, hogy ez a pontmutacid milyen tovabbi génexpresszios
valtozasokat okoz, vagy indit el a fibrosus dysplasids szévetben, ill. kimutathat6-e egyaltalan az egészseges
csonttol eltér6 génaktivitas valtozas.

5. A vizsgélat varhatd haszna:
e megismerjuk a fibrosus dysplasias szovetben zajld génexpresszios valtozasokat
e megismerjik a bisphosphonat adasa utan kimutathaté génexpresszids valtozasokat
e megismerjuk a bisphosphonat adasa utan észlelheté morfoldgiai valtozasokat (labor, rtg, ODM,
szovettani metodikék)
e csontsiirliseg novekedést érhetiink el a fibrosus dysplasidval érintett teriileteken
e javulnak az érintett csont biomechanikai tulajdonséagai
e csokken a torési kockazat és a torési gyakorisag

KONZERVATIV TERAPIA: A nemzetkozi irodalomban 1994-6ta kézolnek terapias tapasztalatokat
intravénas és/vagy per os bisphosphonat kezelések eredményeirdl. Liens D. és munkatarsai 1994-ben
kozoltek eredményeket 9 sulyos tiineteket mutatd fibrosus dysplasias beteg kapcsan. Koziluk 4 férfi, 5 n6, 8
polyostoticus, 1 monostotikus eset. Atlagos életkoruk 33 év volt, 8 felnstt és egy 13 éves gyermek.
Intravénas formaban kaptak 3 napon keresztul napi 60 mg pamidronatot. Az egy kezelésre esé dozis 180 mg
volt. A gyermek 1mg/tskg Pamidronat dozist kapott. A kezelést félévente ismételték, 18-48 hdnapon at. A
secunder hyperparathyreosis elkerilése érdekében minden kezelés utan 500-1500 mg/nap Ca-ot és 800-1200
IU/nap D2-vitamint kaptak. Félévente készitettek nativ rontgenfelvételt, labort (seCa, seP, seALP,
seOsteocalcin, vizeletCa, vizelet hydroxyprolin), valamint mérték a fajdalom intenzitasanak valtozasat. Az
eredmeény a fajdalom csokkenése, a rontgenen 6 betegnél progressziv véaltozast észleltek a kortikalis
vastagodasdban és a veloir kitelédésében, 3 esetben a valtozas pozitiv irdnyu volt, de kisebb mértéki.
Valamint csokkent a seALP és az Uritett hydroxyprolin. Per os kezelésre natrium-alendronat (Fosamax)
tablettat kapnak a betegek, melybdl hetente egyszer egy 70 mg hatdanyag tartalmu tablettat kell bevenni. A
terapia két-harom évig tart. A betegek allapotat meghatérozott szempontok alapjan kdvették utan, feléves
kontrollvizsgélatok alkalméval. Az utankdvetési szempontok az alabbiak:

A fajdalom intenzitasa

Nativ rontgen

Osteodensitometria

Laborparaméterek (SeCa, SeP, ALP, SeOsteocalcin, Sekollagén keresztkdtések, SeD2-vitamin,
vizelet Ca, Ca/P hanyados, hydroxyprolin)

Nemzetkozi statisztikdk szerint a pamidronat csokkentette a fajdalom és a gyulladasos tunetek intenzitasat
is. A radioldgiai utdnkovetés szerint 2 év alatt az osteolyticus teruletek feltdltédtek, csontosodasnak
indultak, a corticalis vastagabb, ellenallobb lett. A laborparaméterek is javul6 tendenciat mutattak, a Se
ALP, SeCa, Seoszteocalcin és a vizelet hydroxyprolin szintje, ha magasabb volt a kiindulasi érték, csokkent.
A bisphosphonatok (BP) kémiai szerkezete a csontmineralizacié endogén szabalyozéjanak, a szervetlen
pirofoszfatnak a szerkezetéhez hasonlitanak: mig a pirofoszfatban két foszfat csoportot foszfoanhidrid kotés
kot dssze (P-O-P), addig a BP-ok két foszfat csoportja kdzott oxigénatom helyett szénatom helyezkedik el
(P-C-P). Ez a kotes sokkal stabilabb, ellenall a hidrolizisnek és a bontést végzé pirofoszfatdzoknak. A
kdzépen elhelyezked6 szénatomhoz kovalens kotessel kilonféle oldallancok kapcsolhatdk, igy tehet6
hatékonyabba a vegyllet. A BP-ok leghatasosabb véltozataiban az oldallancok egy vagy tobb nitrogén
atomot is tartalmaznak (amino-biszfoszfondtok = alendronét, pamidronat, ibandronat, olpandronét). A BP-
ok a csonthoz vald nagy affinitasuknak kdszonhetéen gyorsan eltiinnek a vérbél és a csont hydroxiapatit
asvanyi felszinéhez koétédnek. Ide kotédve az osteoclastok ,,bekebelezik” a biszfoszfonatot, mely végil az
osteoclastok lysisét okozza. Ezen kivil a gyogyszernek osteoclast érést gatlé hatdsa is van, valamint
tumoros szdvetben antiangiogenetikus hatassal is rendelkezik.

A MUNKA MENETE, CELKITUZESEK: Meghatéaroztuk a kezelésbe bevonni kivant betegcsoportot: 18
éven feliili nék és férfiak vegyesen, részben mar egyéb moddon kezelt (mutéti megoldasok), részben Uj
felismert esetek. Az eddigi munka soran 20 fibrosus dysplasias csontmintat nyertiink ki. Ebbdl egy
megsemmisilt (elveszett), a 19 maraddbol 11 betegnél BP kezelés elétt, 8 betegnél BP kezelés utén vettiik a
mintat. 2 beteg gyermekkoru volt, igy Oket kezelni nem volt modunkban (protokoll szerint Kizarasi



kritérium), de a mutét soran Kivett szdvet hasznahat6 volt, mint ,,nem kezelt” minta. Mind a két gyermeknél
excochleatio és spongiosa kitoltés tortént. 9 tovabbi betegtél az OGY| és TUKEB engedéllyel rendelkezé,
ill. az OTKA Altal tdmogatott program keretében 1,5 év alatt gyijtottik be a kezelés elétti mintékat,
amelyeket a szovettani diagndzis felallitasa érdekében elvégzett biopszia soran nyertiink. A 8 BP kezelés
utdni minta 4 olyan betegtél szarmazik, akiknél még 2001-ben kezdtik meg a kezelést a nemzetkozi
tapasztalatok alapjan, felvilagositasuk és beleegyezésik utan. A 6 betegbdl (2001-es kezdés) 4 esetében
sikertilt minimal invaziv Gton, beleegyezésikkel FD-s széveti mintat venni. A masik 4 kezelt minta mar a 9,
kezelési programba bevont betegtél szarmazik (a fennmarad6 5 beteghél 3 esetében még tart az egy éves
kezelés, 2 beteg pedig nem egyezett bele ismételt minta adasaba). A 2001-ben kezelés ala vont 6 betegnél
1,5-2 évig pamidronéttal (Aredia), 60 mg/nap/3 napig dozisban, félévente ismétléden végeztilk a therépiat,
majd per os alendronatra tértlink at (Fosamax), melyet 1x10 mg/nap dézisban folyamatosan adtunk még 1-
1,5 évig. Az ellendrzéseket folyamatosan végeztik. A protokoll alapjan kezelt 9 betegnél a Fosamax tbl.
1x70 mg/hét dbzisu kiszerelését alkalmaztuk. A vizsgalatok algoritmusat és a kezelési protokollt a protokoll
1.sz. melléklete tartalmazza. A kutatasban résztvevé betegek szamara kiadott tajékoztatokat a 2/a és 2/b
mellékletek tartalmazzak.

A biopszidval nyert csontmintakat folyékony nitrogénben poritjuk el, hogy a torés kézben a minta ne
melegedjen fel és, igy az RNS ne bomoljon le. Az elporitott csontmintat lizis pufferben oldjuk fel, mely
anyag a sejtmembrant tonkre teszi, igy kiszabadul az RNS a sejtb6l. Ezutan centrifugaljuk az oldatot, igy a
feluliszéban marad a nukleinsav. Ezt a fellilusz6t magneses gyongyokre szivjuk at, melyek felszinehez
oligo-dezoxi-timidin (oligo-dt) molekuldk vannak kotve. Ezek az oligo-dt molekuldk csak az mRNS-hez
kotédnek, mert az érés soran csak az mRNS kap a 3' végén poli-adenil (poli-A) farkat, a tobbi RNS tipus
nem. Ez csak az mRNS-re jellemzd, igy a nuleinsav elegybdl a szamunkra szilkseges mRNS tisztithato Kki.
Ezt kdvetéen az mRNS-bol reverz transzkripcidval cDNS-t hozunk létre, mely sokkal stabilabb, mint az
RNS.

Az mRNS ad informéaciot a sejtben aktualisan atirddo fehérjékrol. A kilonbézé mintakban talalhatd mRNS
mennyiségek jelzik, hogy az adott mintaban milyen fehérje szintetizalodik és milyen mennyiségben ill.
intenzitassal. Real-time PCR soran felszaporitjuk az adott cDNS-eket, melyek bizonyos fehérjéket kodold
géneket jellemeznek, és ezen fehérjék minésége és mennyisége jellemzi a szovetmintat. A Real-time PCR
soran fluoreszcencia intenzitasokat mériink. Minél nagyobb az adott génrél atirodott mRNS mennyisége,
annal erésebb lesz a fluoreszcens jel, tehat a mintaban anndl tébb ilyen fehérje keletkezett.

A csontbiopszias mintakat az 1.sz. Belgyogyaszati Klinika biologiai laborjaban és a Godollsi
Agrartudomanyi egyetem genetikai laborjaban vizsgaljuk, 120 csonthoz kapcsolt gén vonatkozasaban.

mRNA Contaminant mRNA
Immobilization Removal Elution

mMRNS izolalas oligo-dt gyongyokkel



EREDMENYEK:
1. Labor paraméterek

A szérum kalcium szint végig normal tartomanyon beltl mozog, minimalis csokkenést mutat.

A SeCa-szint valtozasa Fosamax hatasara
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A kollagén keresztkotések csokkenése is minimalis. (A Kiugrd lelet nagy val6szintiséggel mérési hiba lehet)



A serum ALP valtozdsa Fosamax hatasara
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A szérum alkalikus foszfataz nagyobb mértékii csokkenést mutat, ha a kiindulasi érték magasabb

A szérum osteocalcin szint lassu és kismértékii, de folyamatos csokkenést mutat.

SeOsteocalcin szint valtozasa Fosamax kezelés
hatasara
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2. OSTEODENSITOMETRIA

A csontsiiriiség vizsgalat soran a teljes test, a lumbalis gerinc, mindkét combnyak, valamint a laesio
denzitdsat is mértuk félévente. A Lunar gépek (kordbban ,,Expert”, most ,,Prodigy”) segitsegevel speciélis
vizsgalatot alkalmaztunk az elvaltozds megfigyelésere: a csontban lévé fibrosus dysplasias teriletet
felosztottuk tobb kis kockanyi, mindig reprodukalhatd, standard teriiletre és minden vizsgalat alkalmaval
ugyanoda helyeztilk vissza az azonos méretii kockakat. A ,kis kockakon” beliili denzitasvaltozast
hasonlitottuk 6ssze, kizarva ezzel az egészseges csont denzitdsnak zavard hatasat. Az eredmény a teljes
test, és az egészséges részek megfigyelésével kapcsolatban enyhe denzitas emelkedés volt, mig a fibrosus
dysplasias részeken a denzitds emelkedése nem volt megfigyelhetd.



hatasara
2 !
1,5 — |
o 14— /
2
> 0,5
e 0 — —
8 L) L)
2 o5 6’@18 2473
-1
-154

L1-L4 csigolyak T-score valtozasa Fosamax kezelés
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A lumbalis csigolyak denzitasa a kezelés alatt enyhe emelkedést mutat.

R. Antalné
A bal femurnyak T-score valtozasa Fosamax
kezelés hatasara
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R. Antalné
A bal femurnyak BMD véltozasa Fosamax kezelés
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51 éves nobeteg bal femurnyakan lévo elvaltozasanakT-score (a) és BMD (b) grafikonja a csontsiiriiség

emelkedését mutatja 2,5 év alatt. ¢): az elvaltozas rontgen képe.

U.Eva
Egészseéges femur "kiskockas" denzitas
valtozdsai Fosamax hatasara
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Fibrosus dysplasias részek denzitas valtozasai
Fosamax kezelés hatdsara
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27 éves nobeteg egészséges femurjan a denzitas a kezelés hatasara minimalis mértékii emelkedést mutatott

(a), mig a beteg részeken a denzitas mértéke nem valtozott (b).

(a) (b)
T.La&szl6 G.Janosné
Fibrosus dysplasias részek denzitas valtozasai Fibrosus dysplasias részek denzitas valtozasai
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V.Mihalyné P.Erzsébet
Fibrosus dysplasias részek denzitas valtozasai Fibrosus részek denzitas valtozasai Fosamax
Fosamax kezelés hatésara kezelés hataséara
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(c) (d)

A fibrosus dysplasias részek denzitasanak mértéke egyik esetben sem mutat valtozast a Fosamax kezelés
hatasara (a, b, ¢ és d).

A

A fibrosus dysplasias teriiletek felosztasa a reprodukélhato ,,kis kockas” modszerrel

3. GENETIKA

PCR protokoll: A valosidejii PCR reakcidkat egy ABI 7500 realtime PCR készuléken futtatjuk le. A
készilekbe 96 Iyukd PCR lemezre, 3-3 parhuzamossal helyezzik a vizsgalandd mintékat. 120 gen
vizsgalatat terveztik, amelyek jelen ismeretein alapjan a csontépités — bontas és anyagcserében szerepet
jatszanak A gén névsor rendelkezésre all). Minden egyes lemezen kontrollként beta-Actin és GAPDH
héztartasi gének kifejezodését is vizsgaljuk, melyekhez a relativ mennyisegi kiértékelést igazitjuk. 30
kilonbdzé mintabol azonositjuk 120 gén kifejezodését 3 parhuzamossal ami 30x120x3 azaz 10.800 PCR
mintét illetve 115 db 96 lyuku mintalemezt feltételez.

A PCR reakciok lefutdsa utan az egyes mintalemezeket az ABI RelQuant szoftverével értékeljuk ki. Az
esetlegesen kiszoré pontok eltavolitdsa utan minden egyes géntermeékre kiszdmoljuk az adott mintaban
parhuzamosan futd haztatdsi génre vonatkozo relativ mennyiségeket, amiket a masik mintdban hasonlo6
modszerrel kiszdmolt gén par értékéhez viszonyitunk (DDcT modszer alkalmazésa). Sziikséges feltétel,
hogy a 3 parhuzamos PCR reakcid (legfoképpen a kontroll gének tekintetében) meglehetésen kis szoréssal
rendelkezzen.
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Kilonb6z6 mintakban eltéréen kifejez6dé gén grafikusan abrazolva

Eredmények: A fibrosus dysplasias €és egészseges egyének génexpresszids eredményeinek
0sszehasonlitasa Mann-Whitney U teszt alkalmazasaval
Tablazatban foglaltuk 6ssze a vizsgalatban szereplé 11 egyén 120 génjének expresszids aranyait (Fold
change FD/PRAE) és szignifikancia értékeit (p). A vizsgalatban szignifikdsan megvaltozott expressziot
mutato 22 gent (p < 0,05) piros szinnel emeltiik ki. A tovabbi, jelentésen alulexpresszalodd géneket kekkel
jeléltem. A vizsgalt gének az osteogenesisben és csontmetabolizmusban fontos genetikai utvonalakhoz
(TGFB, BMP) tartoznak, vagy a néi nemi hormon altal regulalédnak, vagy a csont élettanaban betoltott
szerepuk jol ismert (extracellularis matrix komponensek, extracellularis matrix bont6é enzimek, sejtadhézios
molekulak, névekedési ill. transzkripcios faktorok).

A fibrosus dysplasias mintakban emelkedett expresszidét mutat a lipid metabolizmusban szerepet jatszé
Low-density lipoprotein 4 (LRP4) és Apolipoprotrein D (APOD), ezzel ellentétben a lipidanyagcserében
szintén érintett Apolipoprotein E (APOE) és a zsirsavak transzportjat végzé CD36 expresszidja azonban
csokken a praemenopausas egészseges kontrollhoz képest. Down-regulalédast mutat a ndvekedési faktorok
kifejezédése (insulin like growth factor 1, insulin like growth factor 1 receptor, vascular endothelial growth
factor) és az adhézidés molekulak expresszioja (intercellular adhesion molecule 1, vascular cell adhesion
molecule 1). Az extracellularis matrix bontasat vegzé matrix metalloproteinase 8 (MMP8) expresszioja
alacsony, mig az MMP2 expresszidja erés fibrosus dysplasidban. Két matrix alkoté kollagén molekula
(COL11A1, COL12A1) transzkripcidja szintén magas expressziot mutat az egészseges mintakehoz képest.
A gyulladasos citokinek (TNF, IL1B) kifejezédése visszaszorul a betegekben. Az @sztrogén receptor
mindket tipusa (ESR1, ESR2) csokkent expresszidval bir. A szénhidrat lebontasban szerepet jatszo alpha
enolase enzimet kodold gén (ENO1) és a Wingless szingalutvonalban szerepet jatszo WIF csokkent, mig a
TGFB



TWO-TAILED

Fold change Mann-Whitney U

Kod (FDIPRAE)  TESZT (p)

ACP5 1,92 0,84
ANXA1 0,85 0,84
BGN 0,78 0,84
BMP3 0,72 0,23
BMP4 1,77 0,18
BMP8B 0,03 0,18
COL1A1 4,29 0,18
COL2A1 0,01 0,29
CTNNB1 0,86 0,95
CTSK 7,38 0,14
DCN 4,03 0,10
ENO1 0,41

ICAM1 0,01

KL 0,24 1,00
LPR4 4,75

MGP 2,48 0,45
MMP2 10,74

MSX1 0,81 1,00
OSTF1 4,06 0,84
RUNX2 7,44 0,29
SMAD3 1,95 0,29
SPARC 4,01 0,10
TGFBR1 2,40 0,63
TMSB10 0,43 0,18
TNFRSF11 0,64 0,63
TNFSF11 2,69 0,95
TWIST1 44,84

VDR 0,04

ACVR1 4,66

ACVR2 0,19 0,10
ALOX15 1,53 0,73
ANXA2 544

APOD 4,13

APOE 0,10

ATP2A2 181,71

BGLAP 6,97 0,84
BMP1 1,13 0,73
BMP2 1,86 0,63
BMPR1A 2,41 0,53
BMPR2 0,66 0,23
CASR n/a 1,00
cD36 o.11 [ EEEGEE
CKB 1,78 0,84
COL10A1 3,61 0,10
COL11A1 18,16

COL12A1 15,52

COL14A1 0,23 0,14
COL15A1 0,58 0,63
COL1A2 3,79 0,10
COL3A1 2,17 0,05
COL4A4 0,03 0,07
COL5A1 2,39 0,23
COL5A2 2,04 0,23
COL7A1 2,90 1,00
COL9A1 0,00 1,00
CSF2 1,27 1,00



CSF3 n/a
TWIST2
ALPL
DSPP n/a
DUSP9 n/a
EGF
EGFR
ESR1
ESR2
FGF2
FGFR1
FN1
IGF1
IGF1R
IL-1A n/a
IL-1B
IL-1RAP
IL-6
LRP5
MMP10 n/a
MMP13
MMP8
MMP9
NFKB1
SOX4
SOX9
TGFB1
TGFB2
TGFB3
TGFBR2
VCAM1
WIF1
BMP8A
EIF3S4
FABP3
FABP4
FGF1
FKBP2
IGSF4
INHA
INHBA
ITGA1
ITGA2
NLK
POGFA
SERF2
SFRS7
SMAD1
SMAD2
SMAD4
SOST
SP7
SPP1
TCF7L2
TIMP2
TMSB4X
TNC
TNF
TNFAIP6
TRIB2
MSX2
VEGF

1,00
0,27 0,14
2,28 0,29

1,00

1,00
0,64 1,00
0,63
0,05
0,01
0,17 0,23
1,86 0,23
1,00
0,06
0,20

1,00
0.0 [N
0,85 0,14
0,02 0,07
0,21 0,05

1,00
4,15 0,14
0,00 [ EEGIE
0,61 0,63
0,32 0,14
0,02 0,07
0,45 0,95
0,59 0,37
2,69 0,95
2,24 0,18
0,64 0,63
0,25
0,15 0,73
0,45 0,05
1,53 0,29
0,76 0,05
0,72 0,14
0,40 0,18
5,96 0,23
1,35 0,95
0,97 0,73
0,12 0,14
0,19 0,07
0,50 0,14
0,14 0,05
0,44 0,10
0,34 0,07
0,20 0,10
0,74 0,84
1,29 0,95
0,12 0,10
8,29 0,18
1,89 0,18
2,15 0,84
1,74 0,23
0,08 0,73
1,16 0,73
0,02
0,56 0,37
0,25 0,53
59,51 0,63

0,05



A kontrollhoz képest szignifikansan csokkent expressziot mutaté gének a FD-as sz6vetben

Gén kodja Gén neve Funkcio
BMP3 Csont morfogenetikus Csontképzédést indukal
fehérje 3
BMP8B  Csont morfogenetikus Csont és porcfejlédést indukal
fehérje 8B
VDR D-vitamin receptor D-vitamint kot
CD36 I-es tipusu kollagén Osteoclastok és osteoblastok
receptor (antigén) felszinén expresszalodik
ESR1 l-es  tipusu 0sztrogén Osztrogén megkotése
receptor ,csontmennyiség  fenntartésa,
szerep a postmenopauzalis
ESR2 Il-es  tipust  Osztrogénosteoporozis  kialakulasaban
receptor (hianyukban)
IGF1 l-es  tip.  inzulin-szerii Osteoblast proliferaciot,
novekedési faktor kollagén és ECM szintézist
serkent
IGFIR IGF1 receptor IGF1 kotes
IL1B Interleukin 1 béta Gyulladasos cytokin, osteoclast
aktivitast novel
MMP8 Matrix metalloproteinaz 8 ECM épité
Gén Gén neve Funkcio
kodja
ICAM1 l-es tipusu intercellularis Osteoclast érést segit elé
adhézios molekula
APOE  Apoliporotein E Szintje 0sszefligg a
csontsiirtseggel
VCAM1 l-es  tipusa  vascularisOsteoclast érest segiti
cellularis adhéziés molekula
TNF Tumor nekrozis factor Gyulladasos cytokin, osteoclast
aktivitast serkent
VEGF  Vascularis endothel Enchondrélis csontosodasban
ndvekedési faktor van szerepe

A kontrollhoz képest szignifikdnsan fokozott expressziot mutato gének a FD-as szovetben

Gén kodja Gén neve Funkcid

LRP4 LDL-R-related protein Csontanyagcserében van
4 szerepe

MMP2 Matrix ECM épité

metalloproteinaz 2



TWIST1 Twist homolog 1 Osteoprogenitor sejtek
differencialédasaban jatszik

szerepet

ACVR1 I-es tipust aktivin AOsteoblast és osteoclast fejlodést
receptor indukal

APOD Apolipoprotein D Osszefiiggés a csontsiiriséggel

COL11A1 11-es tipusu alfaNormalis csontszerkezet
kollagén kialakitasa

COL12A1 12-es tipusu alfaKeresztkotések létrehozasa,
kollagen stabilizalas

Osszefoglalas: Célunk egyrészt a fibrosus dysplasias csontszovet genetikai allomanyanak osszehasonlitasa

a normal, nem porotikus csontmintdk génallomanyaval, masrészt nyomon kovetni a biszfoszfonat kezelés

alatti, esetlegesen a genetikaban megnyilvanulé valtozasokat.

Eredményeink eddig a fibrosus dysplasias csontallomany és a normal, nem porotikus csontallomany

genetikai alloményanak 6sszehasonlitdsabol vannak, mely szerint:

- az 1-es tipusu kollagén alfa lanca (collal) FD-ban erésebben expresszalédott.

- a 2-es tipust métrix metelloproteindz (MMP2) szintén FD-ban magasabb. Ez egy szolubilis zselatinz.

- arunt related gene 2 (RUNX2) egy nagyon fontos traszkripcids faktor a csontban., mely szintén magasabb
FD-ban.

- bone morphogenetic protein 3, 8 nem volt detektalhaté FD-ban.

- a kettes tipust kollagén alfa 1anca (Col2al) sem detektalhaté FD-ban.

- a tumor nekrozis faktor alfa recector (TNFR) és a D-vitamin receptor is jelent6sen aluldetektalhat6 az FD-

s mintdkban. Szamunkra az eredmények kozil kuléndsen fontos, hogy a BMP3 és BMP8 nem, valamint a

D-vitamin receptor jelentésen alul detektalhaté a fibrosus dysplasias mintakban, mert feltételezeésiink

szerint, lehetséges, hogy ezek hidnya miatt nem hatasos a biszfoszfonat kezelés a beteg részeken, mig az

egészseges csontban megfelel6 hatast ér el. Tovabbi munkéank ennek alatdmasztasara vagy megcafolasara is

iranyul.

4. A MUNKA FOLYTATASA ES AMI MEG HATRA VAN:

e Jelenleg zajlik a 8 BP-tal kezelt FD-s csontminta genetikai vizsgalata, az eredmenyek értékelése és
statisztikai analysise a nem kezelt mintadkkal vald 6sszehasonlitdsban. (SE 1.sz. Belgyogyaszati
Klinika biologiai labor, dr. Takacs Istvan Adjunctus és Kodsa Janos, ill. Balla Bernadett
bioldgusok).

e Miutan ilyen jellegli genetikai vizsgélat tudoméasunk szerint jelenleg méshol nem zajlik, az
eredmények mindenképpen Ujszeriinek tiinnek. Terveink szerint 2 kdzleményt jelentetiink meg, az
els6 az eddigi eredményeket (egészséges csont — FD mintak), a masodik a nem kezelt — kezelt FD
minték 6szzehasonlitasanak eredményeit kozli.

e Az OTKA Aéltal tamogatott munka hasonl6 cimmel a sajat PhD munk&m is. Az eredmények
kozlése feltétlen érdekem a munka befejezéséhez.

e A SE Il. sz. Gyermekklinikan dr. Patocs Barbara kdzremiikddésével inditunk egy vizsgalatot,
amiben 1 db folyékony nitrogénben lefagyasztott Mazabraud syndromas myxomas anyag és 2 db
parafinos myxomas metszet feldolgozédsaval kiséreljik meg mi is kimutatni a myxomaban a
pontmutaciot.

e A munka eredmeényeinek kozlését -a PhD program Kkeretében is- 2 éven belll tervezzik
megvaldsitani, az OTKA tamogatas feltlintetésével. Ezt elsésorban kiilfoldi IF-os lapban, ill. hazai
szakfolydiratban is.



e A teljes végjelentés ,,utoirataként™ ez uton keérjik a tisztelt Szakertgi Bizottsagot
és az OTKA zsirit, hogy a mostani munka mingsitését az OTKA Kiegészitd
eljarasban késgbb mddosithassa, figyelembe véve a késébb megjelend
kdzleményeket.

Budapest, 2007-03-29
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Prof. Dr. Szendr6i Miklds dr. Kiss Janos
egyetemi tanar egyetemi tanarsegéd



