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A génexpresszio valtozasai
¢s patogenetikai jelentoségiik fibrosus
dysplasias és nem fibrosus dysplasias nok
csontszovetében
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A fibrosus dysplasia a csontok benignus, tumorszer( elviltozdsa, amelyre az 6rvényes lefutdst kotGszoveti nyalabok és az érett-éret-
len csontgerenddk jellemz&ek. A jelitvivé G-fehérje a-alegységét koddolé GNASI gén pontmuticidja okozta fejlédési zavarrol,
az osteoblastok koros differencidlédasarol van szd, amelynek kovetkeztében az érett csontszovet helyét rostos kotészovet foglalja el.
A szerz8k célja a fibrosus és a nem fibrosus szovetben eltéréen kifejez8d6 egyedi gének meghatirozasa volt, és leirni a kozottiik 1évs
osszefliggéseket multiparaméteres statisztikai analizisek segitségével. Modszer: Hat fibrosus dysplasids és hét nem fibrosus dysplasids
nébeteg csontmintdit vizsgaltak. A hat fibrosus dysplasids nébeteg mintdja magabol a fibrosus elviltozasbol szirmazott, mig a hét
nem fibrosus dysplasids kontrollcsontmintit csipGprotézis-betiltetés sordn, a combnyakbol vették. A 118 kivalasztott gén expresszios
kiilonbségeit TagMan-prébaalapt kvantitativ valés idejii PCR-technikaval mérték. Eredmények: A Mann-Whitney-féle U-teszt 27
gén esetében mutatott szignifikinsan eltérd (p<0,05) expresszios kiilonbséget a fibrosus dysplasids és a nem fibrosus dysplasids
egyénekben. A fibrosus dysplasids betegeknél kilenc gén kifejez8dése szignifikinsan fokozott volt, tovabbi 18 gén esetén jelents
génkifejez6dés-csokkenést mértek. Ezek a szignifikins kiilonbséggel szabalyozodd gének elsGsorban minor kollagén molekuld-
kat, extracelluldris métrixot bonté enzimeket, transzkripcios faktorokat, adhézidés molekuldkat, névekedési faktorokat, gyulladast
serkentd citokineket és lipidanyageseréhez kapcsolt faktorokat kdédolnak. A diszkriminanciaanalizis megmutatta, hogy a fibrosus
dysplasids és a nem fibrosus dysplasids csontszovet megkiilonboztethetS részben a G-proteinhez kapcsolt szamos gén, a BMP-
kaszkdd komponenseinek és az extracelluldris matrixhoz kot6dé molekulikat kodold gének eltérd transzkripcids profilja alapjin.
Kivetkeztetések: A fibrosus dysplasidban szignifikansan eltéré génkifejez6dési mintizatok feltdrdsa tovibbi segitséget adhat a csont-
szovet fibrosus dtalakuldsinak és a koérfolyamat hitterének megismerésében. Orv. Hetil., 2010, 40, 1656-1665.

Kulcsszavak: fibrosus dysplasia, humdn csontszovet, transzkripcios profil, diszkriminanciaanalizis

Changes of gene expression and its role in pathogenesis in fibrous
and non-fibrous dysplastic bone tissues in women

Fibrous dysplasia is an isolated skeletal disorder caused by a somatic activating mutation of GNAS1 gene with abnormal unmineral-
ized matrix overproduction and extensive undifferentiated bone cell accumulation in fibro-osseous lesions. The aim of the investiga-
tion was to identify genes that are differently expressed in fibrous vs. non-fibrous human bone and to describe the relationships
between these genes using multivariate data analysis. Materials and Methods: Six bone tissue samples from fibrous dysplastic female
patients and 7 bone tissue samples from non-fibrous dysplastic women were examined. The 6 female fibrous samples were taken
from the fibrous dysplastic lesion itself while the control samples of 7 non-fibrous dysplastic females were taken from the femoral
neck during the hip replacement procedure. The expression differences of selected 118 genes were analyzed in TagMan probe based
quantitative real-time RT-PCR system. Results: The Mann-Whitney U test indicated significant differences in the expression of 27
genes of fibrous dysplasial and non fibrous dysplasial individuals (p < 0.05). Nine genes were significantly up-regulated in fibrous
dysplasial women compared to non fibrous dysplasial ones and cighteen genes showed a down-regulated pattern. These signifi-
cantly altered genes coding for minor collagen molecules, extracellular matrix digesting enzymes, transcription factors, adhesion
molecules, growth factors, pro-inflammatory cytokines and lipid metabolism-affected substrates. Canonical variety analysis demon-
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strated that fibrous dysplastic and non fibrous dysplastic bone tissues can be distinguished by the multiple expression profile analysis
of numerous genes controlled via a G-protein coupled pathway and BMP cascade as well as genes coding for extracellular matrix

composing molecules. Conclusions: The significantly altered gene expression profile observed in the fibrous dysplastic human bone
tissue may provide further insight into the pathogenetic process of fibrous degeneration of bone.

Orv. Hetil., 2010, 40, 1656-1665.
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Roviditések

AAOS = American Academy of Orthopaedic Surgeon; AP-1 = aktivilo
fehérje 1; cAMP = ciklikus adenozin-3’,5’-monofoszfit; CREB =
cAMP-response element binding; CVA = (canonical variates analy-
sis) diszkriminanciaanalizis; FD = fibrosus dysplasia; ECM = extracel-
luldris mdtrix; IL-6 = interleukin-6; MAPK = mitogénaktivalt pro-
teinkinaz; PDGFB = vérlemezke-eredetli novekedési faktor; PKA =
proteinkinaz-A

A fibrosus dysplasia (FD) a csontok tumorszert elvil-
tozasa. Megjelenése formdjaban érinthet egy csontot
(monoostoticus forma) és tobb csontot (polyostoticus
forma), f6leg az ut6ébbi formanal jellemzd a tijdalom,
csontdeformitisok, és patologias torés is elGfordul. Jel-
lemz& szovettani képét az 1. dbra mutatja. A dysplasids
csont a fokalisan képz8d6 nagyobb mennyiségl fibro-
sus szovet miatt radiologiailag kiszélesedhet, a corticalis
elvékonyodik és a velGiiregben elhelyezkedS defektus
osteolyticus vagy ,tejlivegszertien” opalos megjelenést
ad (2. abra) [1]. Nagyon jellemz6 — nagy kiterjedés,
progressziv vagy polyostoticus formdknal — a proximalis
femurvég pasztorbotszerd elgorbiilése, varusba hajlasa
(3. abra), a tibia kardhiivelyszerd deformitasa, illetve

B

detey

Az FD szovettani képére jellemz8, hogy érett csontgerendak
kozott éretlen, orvényes lefutisban rendez6d8 kotSszovetes
nyaldabokat litunk. Az éretlen csonttrabeculik kerekek, vasko-
sak, alig mineralizilt osteoid szegéllyel. Nem tartalmazzik a
normilis trabeculik cementvonaldt, az osteocytdk lagundi a mét-
rixban nagyobbak, mint normalisan, ezért a dysplasids csont ha-
sonlit a magzati csontra

craniofacialis deformitisok a koponya- és arccsontokat
érint$ formdnal.

Jol ismert tény, hogy a fibrosus dysplasia genetikai
okra vezethet$ vissza, azonban nem o6roklott, hanem
szerzett betegség. A fibrosus dysplasidt egy, a sejtmemb-
ranhoz kotott jelatvivé molekula, a G-protein alfa-sti-
mulaciés alegységét (Gsa) kodolo GNASI gén akti-
valta, szomatikus mutacidja okozza. Ennek eredménye
pedig a sejten beliil tartésan megemelkedS ciklikus
adenozin-3’,5’-monofoszfit- (cAMP-) szint lesz. A fo-
lyamatot a GNAS1 gén 201-es vagy 208-as pozicidji-
ban létrejott pontmuticié okozza, amely a fehérjében
arginin-hisztidin vagy arginin-cisztein aminosavcserét
eredményez [2, 3]. A cAMP a sejtekben altalinosan
el6fordulé mdsodlagos hirvivé molekula, szimos sejt-

2. 4dbra

| Jellemzden tejiivegszerti, opalos denzitds a tibia diaphysisén
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3. 4dbra

A csont corticalisa elvékonyodik, a vel&iireg ,,felfavodik”, jel-
lemz6 a femur nyakdnak pédsztorbotszer(i varusba hajlasa

élettani folyamatot szabalyoz, és szerepe van tobb
kulcsfontossagt jelatviteli ut miikodésében is. A cAMP
a proteinkindz-A (PKA) molekula foszforilacidjan ke-
resztiil fejti ki a hatdsdt, aktivilja a CREB (cAMP-
response clement binding) fehérjecsaldd elemeit, ame-
lyek donté medidtorai a cAMP-figgs génatirddasi fo-
lyamatoknak [4].

A muticié6 kovetkeztében fokozott mennyiségben
jonnek létre osteoblast-prekurzorok, amelynek kovet-
keztében rendezetlen fibrosusmatrix képzddik a csont-
vel6ben. A nem megfelel6en differencidlodott csont-
sejtek és a matrix felhalmozddasa alakitja ki a mind-
ségében abnormalis csontszovetet FD-ben [1, 5]. Az
aktivalt Gsa-muticiét hordozé oszteoprogenitor sej-
tekben tobb gén aktivitisinak megviltozasit, illetve a
jelatviteli Gt zavardt taldltak. Az osteoblast-prekurzor
sejtekben a Gsa protein emeli a ¢-fos és egyéb proto-
onkogének kifejez6dését. A fos és jun fehérjék Ossze-
kapcsolédva a heterodimer komplex aktivitor fehérjét
(AP-1) alakitjdk ki, amelynek kifejez6dése szintén fo-
kozott az osteoblastok érésének proliferativ fizisiban
[1, 6]. Ezek az abnormilisan ¢éré osteoblastok a
cAMP-rendszeren keresztiil fokozott mértékben ex-
presszalnak interleukin-6-ot (IL-6), vérlemezke-ere-
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detd novekedési faktort (PDGFB) és nemi hormon-
receptorokat, amelyek fontos szerepet jitszanak az
osteoclastok aktiviciéjiban [1, 7]. A citoplazma emel-
kedett cAMP-szintje csokkenti az osteoblast-specifikus
transzkripcids faktor (RUNX2) életidejét, hozzajarulva
a nem megfeleld sejtdifferenciicié folyamatihoz.

A fentiekben emlitetteken tdl azonban nincs tovabbi
elérhetd adat a human FD-csontszovet mRNS-expresz-
szi6s profiljarél. Jelen munka célja egyrészt, hogy vizs-
gilja a csontmetabolizmusban szerepet jatszé gének
komplex kifejez6dési mintazatit a fibrosus dysplasia
koérfolyamataban, masrészt, hogy kimutassa a fibrosus
dysplasids (FD) és a nem fibrosus dysplasids (non FD)
csontmintak génkifejez6dési  kiillonbségeit multipara-
méteres statisztikai analizis felhasznaldsaval.

Anyag és modszerek

Humadn csontszoveti mintik

Az FD-csoportban hat, egymast kovetS eset sordn fel-
ismert, egymassal kapcsolatban nem [év6, monoosto-
ticus formdban megbetegedett nébeteg csontmintai-
nak génexpresszios profiljat vizsgaltuk. A betegséget
és annak monoostoticus jellegét a panaszok alapjan
inditott rontgenvizsgalatokkal és ennek soran indikalt
biopszids vizsgalattal igazoltuk. A csontmintik a beteg
el6zetes felviligositisa és beleegyezése utan kertiltek
vizsgilatra. A bevalogatisb6l kizartuk a McCune-Al-
bright-szindrémds (FD mellett a b8ron cafe-au-lait fol-
tok és/vagy pubertas praeccox) és a Mazabraud-szind-
rémas betegeket (FD és intramuscularis myxoma egyiit-
tes megjelenése).

A kontrollcsoportot hét, fibrosus dysplasidban nem
szenvedd nébeteg csontmintaja alkotta. A csontmintdkat
a betegek elzetes felvilagositasa és beleegyezése utin,
csipbiziileti endoprotézis betiltetése soran eltavolitott
combfejbdl, annak spongiosus allomanyabdl nyertiik.
A primer coxarthrosis dllapota érdemben nem befolya-
solja a combfejbdl kivett spongiosus csont kvalitativ és
kvantitativ szerkezetét. A tervezett miitét elStt 1-2 nap-
pal tortént csontstiriség-vizsgilat (oszteodenzitometria
— ODM), amelynek alapjan ezen betegeknél az osteopo-
rosist is kizartuk. Az ODM-vizsgalatokat dual abszorp-
ciometrids elven miikods denzitométerrel végeztiik
(DPX-L, Lunar Corp. Madison, WI, Amerikai Egyestilt
Allamok). A sebészi Gton kinyert csontmintak foszfittal
pufterelt sdoldatban (PBS) torténd dtmosis utin — tisz-
titas vértdl és egyéb velbiiregi elemektdl — folyékony nit-
rogénbe kertiltek.

A munka a Semmelweis Egyetem Tudoményos Ku-
tatdsi Etikai Bizottsiga engedélyével zajlott (6392-
1/2004-1018EKU). Minden beteg el6zetes felvilago-
sitast kapott és alafrasaval jarult hozza a csontmintak
feldolgozasihoz.
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Direkt messenger RNS szeparalasa
csontbol

A humin csontmintikat (dtlagosan 500 mg) folyékony
nitrogén alatt elporitottuk freezer-mill 6750 késziilék
segitségével (SPEX Certiprep Inc., NJ, Amerikai Egye-
siilt Allamok). Az RNS-izolalast Dynabeads Oligo (dt),,
kit (Dynal Biotech ASA, Oslo, Norvégia) felhasznalasa-
val végeztiik. Az elporitott mintdhoz 5 ml lysis/binding
puffert adtunk, majd 9000 rpm-cel, 15 percig szoba-
hémérsékleten centrifugaltuk. A szeparilédott, nuk-
leinsavakat tartalmazo kozépsé réteget 1 ml oligo-dt-vel
boritott paramagnetikus partikulumokat tartalmazo
oldathoz adtuk. Ez utain az mRNS-t 2 ul DN-4z 1. en-
zimmel (Promega, Madison, WI, Amerikai Egyesiilt
Allamok) kezeltiik 20 percig, 37 °C-on 80 U RN-asin
RN-4z inhibitor (Promega) jelenlétében. Az mRNS tisz-
titdsat a NucleoSpin RNA Clean-up kit-ben (Macherey-
Nagel, Diiren, Németorszag) talilhaté pufferszett se-
gitségével a gyartok elbirdsa szerint végeztiik. A tiszti-
tott mRNS eludldsihoz 40 pl RN-dz-mentes vizet
hasznaltunk. A tiszta mRNS minéségét és mennyisé-
gét NanoDrop spektrofotométerrel (Nanodrop Tech-
nologies, Montchanin, DE, Amerikai Egyesiilt Alla-
mok) ellendriztiik 260,/280 nm hullimhossztartoma-
nyon. 15 pl humdn mRNS-t ¢cDNS-re forditottunk 4t
a reverz transzkripci6 (RT-PCR) sorin, amelyhez
200 U SuperScriptlll RN-4z H reverz transzkriptizt
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, Kalifornia,
Amerikai Egyesiilt Allamok), 125 ng random primert
(Promega) és 40 U RNaseOUT ribonukledz inhibitort
(Invitrogen Life Technologies) haszndltunk 30 pl vég-
térfogatban.

A kvantitativ valos ideji RT-PCR
¢és a két betegcsoport adatainak statisztikai
6sszehasonlitasa

A real-time RT-PCR technika alkalmazasaval olyan gé-
neket vizsgaltunk, amelyeknek feltételezetten szerepe
van — valtoz6 kifejez8dési aktivitassal — az osteogenesis-
ben és a csontmetabolizmusban. Az FD-s és nem FD-s
csontszovetek génexpressziés mintazatinak Osszeha-
sonlitdsira irodalmi adatok alapjan, on-line adatbazisok
segitségével (www.pubmed.com, http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/OMIM) valasztottunk ki 118 gént [8]. A vizs-
galtak kozil 21 gén a kozos TGE-béta/BMP jelatviteli
at szabdlyozoja, 6 gén a Wingless (Wnt) kaszkadbdl is-
mert, 23 gén az extracelluliris matrix (ECM) kom-
ponense, 8 gén az ECM degradiciéjaban vesz részt,
12 gén novekedési faktorokat, 5 gén adhéziés moleku-
likat, 11 gén transzkripcids faktorokat kédol. Tovabbi
5 gén a lipidanyagcserében érintett, 12 gén az Osztro-
gén szabalyozasa alatt 4ll. Hat gén a csontstirség (bone
mineral density — BMD) valtozdsahoz kapcsolt, 9 gént
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pedig sajit megel6z8 microarray vizsgilataink alapjan
valogattunk ki.

El6re megtervezett és validalt génspecifikus TagMan-
prébaalapt génexpresszids assay-t hasznaltunk az Ap-
plied BiosystemstSl (Applied Biosystems, Foster City,
CA, Amerikai Egyesiilt Allamok), ahol minden génspe-
cifikus TagMan szett tartalmazott egy 5’ irdny( és egy
3’ iranya primert, valamint egy fluoreszcens jel6l6 mo-
lekuldval ellitott probat. A PCR-reakcié 20 pl végtér-
fogatban zajlott, amelynek tartalma volt 1 ul cDNS, 10
ul TagMan 2x Universal PCR Master Mix NoAmpZErase
UNG (Applied Biosystems), 1 ul validalt génspecifikus
TagMan préba 20x (Applied Biosystems) és 8 pl viz.
A kivilasztott 118 gén amplifikilisathoz ABI Prism
7500 val6s idejd PCR (Applied Biosystems) rendszert
hasznaltunk. Minden gént 3-3 parhuzamos méréssel
vizsgiltunk 96 lyuka lemezeken a kovetkezé protokoll
szerint: elsé 1épésként 10 perc denaturdlis 95 °C-on,
majd 70 cikluson keresztiil 15 masodperc denaturalds
95 °C-on, 1 perc szintézis 60 °C-on. Altalanos ,,house-
keeping” géneket (gliceraldehid-3-foszfit-dehidroge-
naz-GAPDH, aktin-béta — ACTB) alkalmaztunk bels6
kontrollként. A tovibbi statisztikai analizisek sorin a
GAPDH-szinteket hasznaltuk a normalizilt értékek
megaddsihoz, mert irodalmi adatok utalnak arra,
hogy osteoblastsejtekben az Osztrogén befolydsolja az
ACTB gén kifejez6dését. A relativ kvantifikicié kiérté-
kelése az 0Osszegyljtott adatokbdl (kiiszobciklussza-
mok, Ct) 7500 System SDS software 1.3 (Applied
Biosystems) felhasznalasival késziilt. A génspecifikus
mRNS relativ mennyiségét (RQ) a gyartd elbirdsa sze-
rint (Applied Biosystems) az atlag ACt-értékekbdl (cél-
gén Ct-értéke—endogén kontrollgén Ct-értéke) szami-
tottuk mind a 118 gén esetén a vizsgdlt minta-
csoportokban. A génexpressziés arinyokat az egyes
vizsgalati csoportokat alkotd személyek RQ-értékeibdl
kalkuldltuk (RQ FD/RQ non FD).

Az adatok analiziséhez Windows SPSS 13.0.1 (SPSS
Inc., Chicago, IL, Amerikai Egyesiilt Allamok) progra-
mot haszndltunk. A statisztikai analizist egyparaméte-
res Mann—-Whitney-féle U-teszt segitségével végeztiik.
Statisztikailag szignifikdnsnak tekintettiik azt, ahol a
valészintiségi adatok: p<0,05.

Diszkriminanciaanalizis (CVA)

A diszkriminanciaclemzés (canonical variates analysis)
segitségével egyes eleve megadott géncsoportok kozotti
elvalasok maximalizilhaték. Az elemzés eredményei a
kanonikus értékek, amelyek koordindtaként hasznalha-
ték a térbeli dbrizolas sordan. Két mintacsoport esetén
nem rajzolhat6 fel koordinata-rendszer, de a csopor-
tok elvalasa a kanonikus valtozok alapjan igy is felmér-
het6. Ha a megfigyelések random mintavételezésbdl
szarmaznak, és teljesiil a tobbvaltozos normalitds felté-
tele, akkor a betegesoportok elvilisinak szignifikan-
cidja is értékelhetS. Ha ezek a feltételek nem teljestil-
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nek, a betegcsoportok szepardlédisinak mértéke akkor
is informativ az adatok szerkezetére vonatkozdan.
A CVA igen értékes informdciét szolgaltat arrdl, hogy
a vizsgalati csoportok egymast6l valé elkiiloniilését
mely gének magyardzzak elsGsorban. A moddszer prob-
lémdja azonban, hogy a viltozok (gének) szima nem
haladhatja meg a vizsgilt betegek szamat. A kritérium
alapjan a géneket részhalmazokra osztottuk, és az egyes
génszettek diszkriminacios erejét kiilon-kiilon vizsgal-
tuk.

Kilenc géncsoportot definidltunk kiilonb6z8 oszta-
lyozasi feltételek alapjan. Harom génhalmaz kivalasz-
tdsa, nevezetesen G-protein/csontmarkerek (8 gén) [9,
10, 11], G-protein/ECM (9 gén) [12, 13, 14] és G-pro-
tein (novekedési faktorok) (6 gén) [15, 16, 17] azon
alapult, hogy ezen gének mindegyike a G-proteinhez
kapcsolt jeltovabbité rendszer szabdlyozasa alatt all.
A gének kozil 2 halmazt a WNT-hilézat (6 gén) [18]
és a BMDP-kaszkad (8 gén) [19] jelatviteli utak katego-
rizdldsaval alakitottunk ki. Két géncsoport eltérd tipust,
a csont extracelluldris matrixdt formilé komponenst:
kollagénfehérjéket (12 gén) és nem kollagénmolekuld-
kat (8 gén) kédol. A membranprotein-csoport 8 génje
sejtmembranhoz kotott receptorokat, ioncsatornakat
és adhéziés molekuldkat kdédold géneket tartalmazott
és a Mann-Whitney-féle U-teszttel szignifikinsan el-
tér6 mRNS-expressziét mutatott (p<0,05). A fenn-
maradé csoport 7 olyan gént tartalmazott, amelyek a
zsirmetabolizmusban érintettek. A CVA szerinti statisz-
tikai szamitasok a SYNTAX 2000 programcsomag se-
gitségével késziiltek [20].

Eredmények
A vizsgalt betegek

Az FD-s betegek atlagéletkora 42,8+13,2 év, a kontroll-
csoport atlagéletkora 48,0+3,3 év volt. Az FD-s és kont-
rollbetegek klinikai és laboratériumi adatainak 6sszefog-
laldsit az 1. tdblizar mutatja. A két csoportot alkotd

1. tiblazat Az FD-s és a kontroll, nem FD-s betegek klinikai adatainak 6sz-
szehasonlitdsa. Statisztika: Mann-Whitney-féle U-teszt, p<0,05
Sz6ras+SD
FD Nem FD p-éreék
(n=0) (n=7)
Kor (¢v) 42.83£13,24 48,00+3,27 0,06
Suly (kg) 66,33+8,91 64,14+1145 043
Magassag (cm) 166,00+4,56  159,14+4,18 0,01
BMI (kg/m?) 24,06+2,94 25,24+6,12 0,57
Beta-CrossLaps (pg/ml) 279,30£192,81 218,20+55,12 0,89
Oszteokalcin (ng/ml) 21,62+6,16 11,93+221 0,006
Parathormon (pg/ml) 28,70+18,38  32,40+12,83 0,32
TSH (»1U/1) 2,09+0,56 2,02+1,13 0,32
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személyek kozott nem volt szignifikins eltérés az élet-
kor, a dohanyzas, a napi kalciumbevitel, az alkohol-
fogyasztds, a napi koffeinadag, a fizikai aktivitds és a
menopauzas allapot tekintetében. A bevilogatott bete-
gek nem kaptak szteroidot vagy egyéb biologiai terapiat.
Szintén nem volt statisztikailag szignifikins kiilonbség
a hormonstatusukban sem: szérum-PTH, szérum-TSH.
A csontanyagesere egyik f6 markere, a szérumoszteo-
kalcin szintje viszont szignifikinsan (p = 0,006) nagyobb
volt az FD-s, mint a kontrollcsoportban.

Az FD-s és a kontrollcsoportba tartozd
betegek génexpresszidjanak
osszehasonlitaisa Mann-Whitney-féle
U-teszttel

A 2. ¢s 3. tablazat foglalja Ossze azt a 27 gént, amelyek
expresszidja szignifikinsan (p<0,05) killonbozott a vizs-
galt 13 nébetegben. Kilenc gén esetében szignifikin-
san fokozott kifejez6dést figyeltiink meg az FD-s cso-
portban. Hiarom gén (COL3Al, COL11Al, COLI2Al)
ECM molekulakat, egy gén pedig (MMP2) ECM-et
emészté molekulat koédol. Két génnek (APOD, LRP4)
szerepe van a zsiranyagcserében. Egy gén (ACVRI)
a kozos TGFB/BMP jelitvivé halézat tagja, mig egy
gén (TWISTI1) az osteoblast-differenciicidban nélkii-
l6zhetetlen, és tovabbi egy gén (ATP2A2) pedig ion-
csatorna.

Tizennyolc gén kifejez6dése szignifikinsan csokkent
az FD-s csoportban. Négy gén (APOE, CD36, LRP5,
FABP4) alipidhomeosztazisban szerepel, két gén (WIFI,
EIF354) a wingless (WNT) jelathoz kotédik, négy gén
(IGF1, IGFIR, PDGFA, VEGF) a MAPK ttvonalon
szabdlyozédé novekedési faktorokat kédol. Tovabbi két
gén (TNF-z, IL-1B) osteoclast-stimuldciés citokineket
szabalyoz, két gén (ICAMI1, VCAMI) adhéziés mo-
lekuldkat koédol, illetve tovabbi kett§ az Osztrogénre-
ceptorok mindkét tipusat (ESRI, ESR2) kédold gének.
Az ENOI1/BMPI1 gén kifejez6dése szintén csokken,
mig a matrixmetalloproteinaz-8 (MMP8) gén specifi-
kus mRNS teljesen hidnyzik az FD-s személyekben.

Diszkriminanciaanalizis

Diszkriminancia-adatelemzést alkalmaztunk, hogy az
ED- ¢és nem FD-csoportokat multidimenziondlis térben
kiilonitstik el csontszoveti génexpresszids adataik alap-
jan, illetve hogy a vizsgilt 118 génbdl meghatirozzuk
azokat a géncsoportokat, amelyek a legnagyobb disz-
krimindcids képességgel rendelkeznek.

Kilenc génhalmazt vizsgaltunk a CVA statisztikai
modszerrel (4. dbra). Ot génhalmaz elemei hasonld
biolégiai funkciéval és hasonld reguldciés attal rendel-
keznek, két génhalmaz elemei ECM-et formalé moleku-
likat kédolnak, egy géncesoport a lipidanyagceserében
szerepel és egy génhalmazt pedig a Mann—-Whitney-féle
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2. tablizat
adatainak osszefoglaldsa

EREDETI KOZLEMENYEK

Fibrosus dysplasids csontszovetbdl szirmazé, a kvantitativ real-time RT-PCR vizsgalattal szignifikinsan fokozott expressziét mutat6 (p<0,05) 9 gén

ABI Assay Génszim-  Génnév® Expresszios  p-érték? Bioldgiai funkcié®
azonositasi bolum® aranyok¢
szamok?®
Hs00153836_m1 ACVRI1 Activin A receptor, 4,66 0,022 A TGEF-p csalad tagja; érintett a fehérjemetabolizmusban,
I. tipus fehérjemodifikicioban, -foszforilicioban, sejtfelszini
receptor medidlta jeldtviteli folyamatokban
Hs00155794_ml1 APOD Apolipoprotein D 4,13 0,035  Szillit6 fehérje, szerepe van a lipid-, zsirsav- és
szteroidmetabolizmusban
Hs00155939_m1 ATP 2A2  ATDP-dz, Ca*- 181,71 0,014 ioncsatorna-miikodtetés, kationtranszporter, Ca**-
transzporter, szivizom, homeosztazis, Ca?*-t szillit a citoszolbdl az endoplazmais
lasst twitch 2 reticulum lumenébe
Hs00266273_m1 COL11Al Kollagén XI. tipus, alfa-1 18,16 0,008 ECM szerkezeti fehérje, szabilyozza a sejtstruktarit,
a sejtmotilitast és a sejtadhéziot
Hs00189184_ml1 COLI12A1 Kollagén XII. tipus, 15,52 0,005 ECM szerkezeti fehérje, szerepe van a
alfa-1 sejtkommunikaciéban, a mesoderma és a csontszovet
fejlédésében, az 1. tipust kollagénmolekulak
és a kornyez6 matrix interakcidjiban
Hs00164103_m1 COL3Al1  Kollagén III. tipus, alfa-1 2,17 0,051 ECM szerkezeti fehérje, gyakran kapcsolodik I. tipusa
kollagénhez
Hs00391006_m1 LRP4 Alacsony denzitdst 4,75 0,014 A Wnt- és BMP-kaszkadhoz kotott szignalutak
lipoproteinreceptor- szabdlyozdja, szerepe van az embrionalis
kapcsolt fehérje-4 végtagfejl6désben
Hs00234422_m1 MMP2 Mitrixmetalloproteiniz-2 10,74 0,022 Szerepet jatszik a normalis szoveti ECM atépiilésében
(gelatinaz-A) ¢és a mesoderma kifejlédésének folyamatiban
Hs00361186_m1 TWIST1 Twist homolég-1 44 84 0,014 Helix-loop-helix tipust transzkripcids faktor, a sejtérési

vonalak meghatdrozdsiban és a sejtdifferenciacioban van
szerepe

* A gének dltalinosan elfogadott és hasznalt szimbolumai, illetve nevei a standard ”GeneCards” alapjan (www.genecards.org).
® A real time RT-PCR reakcidk sordn haszndlt génspecifikus TagMan alapt expresszids kitek gydrtdsi/azonositasi szamai.

¢ Relativ génexpresszids arinyok FD vs. non FD csontszovetben.
4 Mann-Whitney-féle U-teszt szignifikanciaértékei.

¢ A csont metabolizmusidban és az osteogenesisben szerepet jatszé gének funkcionalis és élettani hatdsanak leirdsa.

U-teszt eredménye alapjan dllitottunk ossze (lasd a
Modszer fejezetet!). A G-proteinhez kapcesolt szignal-
aton szabdlyozott extracelluldris matrixot kédold gén-
halmaznak (G-protetin/ECM halmaz), valamint a
BMP-kaszkddhoz tartozé géneknek volt a leger&sebb
clkiilonité hatdsa az FD- ¢és kontrollbetegesoportra
(4. abra). A lipidanyagcseréhez kot6dd, valamint a
szignifikins expresszids kiilonbséget mutaté membran-
fehérjéket kodold gének is erds korrelaciot mutattak a
kanonikus valtozéval, ami alapjan élesen elkiilonithetd
a vizsgalt két betegesoport. A masik két, G-proteinhez
kapcsolt génhalmaz (G-protein/novekedési faktorok
és G-protein/csontmarkerek) csakigy, mint a WNT-
halézat génjei, mar kevésbé erds elkiilonitd hatdssal bir-
nak (4. dbra).

Megbeszélés

Jelen munkiban a nemzetkozi irodalomban is elsé al-
kalommal mutattuk ki a fibrosus dysplasidas és nem
fibrosus dysplasids csontszovet génexpresszids minti-
zatanak kiilonbségeit. Sikeriilt élesen elvdlasztani a két

fenotipust a genetikai informaciék alapjain. Meghata-
roztunk olyan, jelentésen eltéréen kifejez6d6 Gj géne-
ket (ATP2A2, ENOI, TWISTI), amelyek eddig nem
voltak a betegséggel kapcsolatba hozhatok.

Kimutattuk az ATP2A2 gén szignifikdns talexpresz-
szibjat az FD-s szovetben. Ez egy sarco(endo)plas-
mis reticulum Ca?*-ATP-az (SERCA) fehérjemolekula,
amelyik Ca*-t pumpdl a sejt inozitol-1,4,5-trifoszfat-
érzékeny ”raktaraba” és ezzel szerepet jatszik az intra-
celluldris Ca*-homeosztizis fenntartisiban csaktgy,
mint a G-proteinhez kapcsolt jeldtviteli eseményekben
[21]. Ismert, hogy a GNASI gén aktivalt szomatikus
mutdciéja all az FD-s sejt megemelkedett cAMP-
szintjének hatterében. A jelen eredmények alapjan tgy
tlinik, hogy egy mdsik G-protein jeldtviteli at, a fosz-
folipdz-C B-dependens intracelluldris Ca?*-szint befolyd-
soldsa is szerepet jatszik az FD kifejlédésében.

A TWISTI gén expresszids szintje jelentGsen ma-
gasabb volt az FD-s mintikban. Ez a helix-loop-helix
tipust transzkripciés faktor a legfébb negativ szabi-
lyozdja az osteoblast-differencidciéonak és gitolja az
osteoblast-érési vonal beindulasat [22, 23]. Az emelke-
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EREDETI KOZLEMENYEK

Fibrosus dysplasids csontszovetbdl szarmazo, a kvantitativ real-time RT-PCR vizsgalattal szignifikinsan csokkent expressziét mutatd (p<0,05) 18 gén
adatainak osszefoglaldsa

3. tablazat

ABI Assay Génszim- Génnév® Expresszios p-érték? Biologiai funkcio
azonositasi szimok® bélum® arinyok*
Hs00171168_m1 APOE Apolipoprotein-E 0,10 0,002 A kilomikron f& apoproteinje, transzfer- és széllitofehérje,
érintett a lipid- és zsirsavtranszportban
Hs00169627_ml1 CD36 CD36 antigén 0,11 0,005 Kollagén-, thrombospondin-, foszfolipid-, oxidalt LDL-,
(kollagén I. tipus hosszt lanca zsirsavk6té molekula, szerepe van
receptor, thrombospon- a kiilonboz6 adhézids folyamatokban és a zsirsavtranszport
dinreceptor) szabalyozisaban
Hs00186772_m1 EIF3S4 Eukaryotatranszlaciot 0,45 0,051 Fehérjemetabolizmus, -modifikicié, -bioszintézis
kezd6 faktor 3-4
delta-alegység, 44 kDa
Hs00361415_m1 ENO1/ Enoliz-1 (alfa)/ 0,41 0,035 A c-myc protoonkogén prométeréhez kotsdik,
MBP1 C-myc prométerkotd transzkripciot és novekedést gitol, szerepe van
fehérje-1 a MAP-kindz jelatban is
Hs00174860_m1 ESRI Osztrogénreceptor-1 0,05 0,014 Transzkripciés faktor, sejtmagi hormonreceptor,
(alfa) szabdlyozza a csontsejt-differenciaciot, ennek aktivitdsat
és a génexpressziot
Hs00230957_m1 ESR2 Osztrogénreceptor-2 0,01 0,014 Transzkripciés faktor, sejtmagi hormonreceptor,
(béta) szabdlyozza a csontsejt-differenciaciot, ennek aktivitdsat
és a génexpressziot
Hs00609791_m1 FABP4 Zsirsavkotd tehérje-4, 0,76 0,051 Hosszt lanca zsirsavak és egyéb hidrofob ligandok kotése,
adipocyta zsirsavfelvétel, -transzport és -metabolizmus
Hs00164932_ml1 ICAMI Intercelluldris adhézids 0,01 0,001  Részt vesz a sejtadhézi6 kozvetitette jelatvitelben,
molekula-1 (CD54) integrin- (LFAI-) kotésben, serkenti az osteoclastogenesist
Hs00153126_m1 IGF1 Inzulinszerd 0,06 0,022 A csontsejtekre ltalinos anabolikus hatdst citokin,
novekedési faktor-1 kulesszerepe van a csontrendszer névekedésében, egyarant
(szomatomedin-C) serkentd hatdst az osteoblast és osteoclast érésében,
illetve a csontremodelliciéban
Hs00181385_m1 IGFIR Inzulinszerd novekedési 0,20 0,022 Az IGF tirozinkiniz tipust receptora, erdsiti a sejttalélést
faktor-1 receptor
Hs00174097_m1 IL-1B Interleukin-1, béta 0,03 0,014 Szerepe van a sejtproliferaciéban, -differencidcioban
és az apoptdzisban, fokozza a csontbontast
és az osteoclast-aktivitdst
Hs00182031_ml1 LRP5 Alacsony denzitasa 0,21 0,051 Kozponti szerepe van a csonttomeg szabilyozdsiban,
lipoproteinreceptor fontos genetikai meghatirozoja a csontstrtiségnek.
kapcsolt fehérje-5 A Wnt-szignal szabilyozasa
Hs00233972_m1 MMPS8 Matrixmetalloproteiniz-8 0,00 0,001 ECM-bont6 és csontfejlédést gitld szerep,
(neutrofil kollagendz) részvétel az 1., II. és I11. tipust kollagén degradicidjiban
Hs00234994_m1 PDGFA Vérlemezke-eredeti 0,14 0,051 ECM-bonté és csontfejlédést gitld szerep,
novekedési faktor-alfa részvétel az 1., I1. és II1. tipust kollagén degraddcidjiban
polipeptid
Hs00174128_ml1 TNEF Tumornekrozis- 0,02 0,014 Tobbfunkciés gyulladasos citokin, részt vesz a
faktor-alfa (TNF- sejtproliferacidban, -differencidciéban, apoptdzisban,
szupercsaldd, 2. tag) a zsirmetabolizmusban és az osteoclast-differencidcio
szabdlyozdsiban
Hs00174239_ml1 VCAMI1 Vascularis sejtadhézios 0,04 0,001 Részt vesz a sejtadhézio kozvetitette jelatvitelben,
molekula-1 integrin- (VLA4-) kotésben, serkenti az osteoclastogenesist
Hs00173626_m1 VEGF Vascularis endothelialis 0,05 0,002 Az osteoclastok dltal kozvetitett csontbontds timogatdsa,
novekedési faktor stimuldlja az osteoblastok kemotaktikus migriciojit, fontos
szerepe van a csontképz&désben és a csontgyogyuldsban
Hs00183662_m1 WIF1 WNT-gitl6 faktor-1 0,25 0,035 Gatolja a Wnt-szignal Gtvonalat, részt vesz a mesoderma

szegmenticidjiban

* A gének altalinosan elfogadott és hasznalt szimbdélumai, illetve nevei a standard ”GeneCards” alapjan (www.genecards.org).
g ot > P) g g

® A real time RT-PCR reakcidk sordn haszndlt génspecifikus TagMan alapt expresszids kitek gydrtdsi/azonositsi szamai.
¢ Relativ génexpresszios arinyok FD vs. non FD csontszévetben.
4 Mann-Whitney-féle U-teszt szignifikanciaértékei.
¢ A csont metabolizmusidban és az osteogenesisben szerepet jatszé gének funkcionalis és élettani hatdsanak leirdsa.
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dett TWIST1-transzkripcié megmagyarizhatja a fibro-
sus dysplasias szovetben jelen 1év6 nagy mennyiségd
nem differencidlt és éretlen osteoblast, valamint me-
senchymalis prekurzor sejt jelenlétét. Néhany kis mo-
lekulastlyt  keresztkot6  kollagénfehérje (COLI1AL
COLI12Al1, COL3Al) jelent6sen emelkedett mennyi-
ségben fejez6dott ki az FD-s mintdkban a nem FD-hez
viszonyitva. Ezek a minor kollagénmolekulak szervezik
a matrixszerkezetet, periodikusan kapcsoldodnak a csont
szerves dllomdnyaban nagy tomegben jelen 1évé {6
kollagénfibrillumok (COLI1, COL2) felszinéhez [24].
Ezen minor kollagénmolekuldk szignifikins mértékd
felszaporodisa azt eredményezheti, hogy rendezetlenné
valik a csont szerves allomdnya, ami FD-ben jol ismert.

A mitrixmetalloproteindz-8 (MMP8) mRNS-képzs-
dése és ezdltal a gén aktivitdsa teljesen hidnyzik, ezzel
szemben az MMP2 tilexpresszalédott az FD-s szovet-
ben. Az MMP8 gén miikodése fontos szerepet jatszik
a kollagénmatrix kialakitdsaban [25]. Filanti és mtsai
[26] leirtdk, hogy az MMP2-szekréci6 az érési folyamat
elején jelentGs a kevésbé differencidlodott fenotipust
osteoblastokban. Az MMP8-génprodukcié hidnya és az
MMP2 Kkifejez6désének viltozasa magyardzatot adhat
az FD-ben észlelt oszteoidtermelés elégtelenségére.

Az osztrogénreceptor (ESRI és ESR2) gének atirasi-
hoz sziikséges mRNS szintjének csokkenését észleltiik
a munka soran. Az 6sztrogén tudottan erdsen pozitiv
hatéssal van a csont homeosztazisara, ellenérzi a csont-
atépiilést, illetve lassitja a csontanyagcsere titemét [27,
28]. Ezek az Osztrogénszignilok a sejtet a két f6
osztrogénreceptoron 4t érik el. A megsziing osztro-
génszignal pedig csokkenti az 6sztrogén csontvédd ha-
tisat FD-ben. Osszhangban ezen megfigyeléssel, Corsi és
mitsai a fibrosus dysplasiat gy hataroztak meg, mint egy
gyors anyagcserelitemd csontbetegséget.

Ezen kimutatott génexpresszids viltozdsok hatdsira
differencidlédnak rosszul, maradnak éretlenck az osteo-
blastok (transzkripciés faktorok: TWISTI és ENOIL/
MBPI; novekedési faktorok: VEGF, PDGFA, IGFI) és
valtoznak meg koérosan az ECM-komponensek (mi-
nor kollagénmolekuldk és matrixmetalloproteindzok),
amik igy egytitt alakitjak ki az FD-re jellemz§ fenotipus-
cltéréseket.

Az univaridans Mann-Whitney-féle U-teszt a gének
egyedi szerepét vizsgilja, ezért az expresszids adatok-
ban rejlé szaimos informacié tobb szempontbdl is ész-
revétlen maradhat. Tobbviltozés eljarasok alkalmazi-
sdval tovabbi Osszefiiggésekre is fény deriilhet. Ezek a
statisztikai modszerek lehetGséget nyujtanak nagy-
szamu adat egyidejd komplex elemzésére, illetve génex-
pressziés mintizatbeli kiillonbségek meghatirozasira az
egyedi variancidk figyelembevételével. A canonicus va-
rianciaanalizis kiemelt egy fontos génhalmazt, amely
G-protein jelatvitelhez kotott ECM-molekulakat ko-
dol6é géneket tartalmazott (G-protetin/ECM) és ami
élesen szétvilasztotta az FD-s és a kontrollcsoportot.
Szintén tokéletes kiilonbség volt lathaté az ECM kol-
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lagén és nem kollagén molekuldi esetében. Ezenkiviil
a két csoport mintdinak nagyon éles elkiilonitése fi-
gyelhetd meg a BMP-kaszkdd génjei dltal, azok kiilon-
leges fontossagat hangstulyozva a csontérés és az osteo-
genesis  indukcidjiban. (FD-ben ezek szignifikinsan
alulszabilyoz6dnak, és nincs megfelel§ csontérés sem.)
A zsirmetabolizmus elemeit kédolé gének is hatiro-
zott erével kiilonitik el a vizsgilt két csoportot. A ki-
éreékelés alapjan a lipidhomeosztizis szimos kompo-
nense (szallité molekulak, receptorok, transzporterek)
valtozott FD-ben. Ugyanakkor a lipidanyagcserében és
-szallitasban szerepet jatszé tobb molekula (APOE,
LRP-k, LDL, VLDL) miikodése G-proteinhez kapcsolt
szignalaton szabdlyozodik [29, 30]. Tovabbd, az FD-s
szovetben koérosnak tiinik a sejt-ECM és sejt-sejt kap-
csolatok mindsége is, amit a szignifikinsan alulszaba-
lyozodé sejtadhézidés molekuldk (ICAMI1, VCAMI) je-
lezhetnek, és amelyeknek tudottan fontos szerepiik van
a sejtérés, a csontlerakddds és a remodellcié (turnover)
folyamataban.

Osszefoglalva, szignifikinsan eltéré génexpresszios
profilt taldltunk az FD-s és normadlis csontszovetben,
tovabbd tobb olyan gént is leirtunk, amelyeket eddig
még nem hoztak 6sszefliggésbe a fibrosus dysplasia be-
tegségével. Ebben a géndtirasi ,,halézatban” észlelt szig-
nifikans eltérések elGsegitették a csont fibrosus degene-
riciés folyamatdnak jobb megértését.
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