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1. BEVEZETES

1. BEVEZETES

A gimszarvas bika pompas agancsaval mindig is lenyligdzte az embereket, amely a
csodaszarvas legenddjan keresztiil a magyar mitoldgianak is részévé valt. Mesés fejdiszét nem
csak harcolasra hasznalja tulajdonosa; leginkabb az eréf6lény organikus reklamtéblaja, amely
elrettenti a harem birtoklasara torekvd vetélytarsakat, az agancsban taldlhaté nagyszamu
faggytmirigy termelte illatanyagok pedig vonzzak a gyengébbik nemet. Az agancs véltozatos
elagazasaval jol beleillik a szarvas fas-bokros erdei élohelyébe, mintha gazdija is agakat
viselne a fején. Az agancs novekedése is sz€p parhuzamot mutat a mérsékeltovi erddk
novényzetének évszakonkénti valtozésaval: tavasszal rligyet hajt, a kétszikli novényekhez
hasonloan csticsi novekedéssel fejlédik, majd miutan betdltotte funkcigjat, a fak leveleihez
hasonléan lehullik. Ezt nevezzilk az agancsciklus folyamatanak, amely folyamatban
nyilvanvalo szerepe van a fotoperiodusnak is. Jo példa erre a szambar szarvas esete. Mig
Indidban (szubtropusi éghajlat alatt) a szambar szarvas (Rusa unicolor) csak 2-3 évente valtja
az agancsat, addig az egyenlitd mentén €16 alfaja csak egy par agancsot visel egész életében
(Hall BK, 2005). Az Indidban €16 szambar Eurdpaba szallitvan, megvaltoztatja szokasait és
évente valtja agancsat (Széchenyi Zs., 1978).

Az agancsnak mar 6sid6k oOta gazdasagi jelentdsége van, a minél nagyobb trofea birtoklasa
tarsadalmi presztizst jelent. Az 6si kinai gydgyaszat a barkéas-barsonyos agancsot sikeresen
alkalmazta, mint afrodizidkumot, hiszen szamos biologiailag aktiv komponenst tartalmaz. Az
agancsbdl jelenleg is szdmos orszagban kiilonb6zo készitményeket gyartanak, amelyeket
étrend-kiegészitdkként forgalmaznak. Az egyik legnagyobb agancs exportér Uj-Zéland, ahol
nemcsak az agancs-, de a szarvashus termelés is nagyiizemi méreteket 61t. Ennek kapcsan, Uj-
Z¢landon elkezdték a szarvas genom térképezését, amely elsésorban a mennyiségi jellegekhez
kapcsolt genetikai markerek (QTL) keresését jelentette. Ez a munka vezetett a szarvas egy
genetikai kiilonlegességének felismeréséhez. Amikor a gimszarvast keresztezték a David-atya
szarvassal (milu - Elaphurus davidianus), azt tapasztaltak, hogy az F, populacié egyedei
eltérést mutattak Haldane faj-hibridekre vonatkozd szabalyatol; a bikak fertilisek voltak, a
tehenek pedig sterilek. Ez azért nagyon elényos, mivel csak néhany F; hibrid bika egyed
felhasznalaséaval, tobb szaz gimszarvas tehenet lehet megtermékenyiteni és ezaltal nagyszdmu
egyedbdl all6 F, ,,back-cross” populaciot 1étrehozni, amely a géntérképezéshez sziikséges.
Természetesen gimszarvas terén Magyarorszdg a vilagnagyhatalom, amelyen nem az

egyedszamot értem, hanem a genetikai alloményt, hiszen a vilagon hazdnkban esnek el a
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legjobb mindségli agancsot viseld bikak. Ennél fogva a magyarorszagi gimszarvas allomany
nemzeti kincsnek, ,,hungarikumnak” tekinthetd.
Az agancs ¢és az agancs képzddés mindig is foglalkoztatta a természetbtivarokat és az utobbi
néhany évtizedben rajottek, hogy orvos-bioldgiai szempontbdl is nagy jelentdséggel bir az
agancsndvekedés folyamatanak jobb megismerése. Az agancsképzdédés folyamata ugyanis
modellként szolgalhat két fontos bioldgiai jelenség, a szervregeneracié ¢s a sejt-differenciaciod
jobb megismerésében. Az allatvilagban az emlésok kozott a szarvasfélék (Cervidae)
agancsregeneracidja az egyetlen példa egy szerv teljes regeneralasara, amely raadasul nagyon
rovid id0 alatt jatszodik le. A gimszarvas 100-120 nap alatt ,rakja” fel 0j agancsat, a
ndvekedés liteme 1-2 cm egy nap alatt 4gvégenként, amelynek eredménye az akar 14-17 kg-
os kapitalis trofea. Ez azt jelenti, hogy ha 0sszegezziik az Gsszes &g szOvetgyarapodasat, az
naponta 100 grammot is kitehet. A szarvasagancs szovettani vizsgalata azt is kideritette, hogy
az erdteljes csticsi ndvekedésért egy differencidlatlan mezenhima sejtpopulacio intenziv
osztodasa tehetd feleldssé. A folyamat tigy is felfoghatd, mint egy embriondlis csontfejlédés
egy adult él6lényben. Az agancs mezenhima differencidcios képessége nagyon hasonld a
mezenhimalis dssejtek (MSC) jellemzoéihez. A mezenhimalis Ossejtekrdl jol ismert, hogy
kilonféle sejttipusokka képesek fejlédni, mint pl. csont-, porc-, izom-, fibroblaszt- vagy
zsirsejtekké. A vel6léc eredetli ,,ektomezenhima” sejtek (amennyiben az MSC-hez
sorolhatoak) emellett még pigmentsejtekké, kromaffin sejtekké és az idegrendszer néhany
sejttipusava is képesek differencialodni.
Véleményem szerint a szarvas embrionadlis fejlodése soran elkiiloniilé agancsképzd sejtek
veldléc eredetiiek, amelyek a fejlddés soran a homlokcsontra kizarodva megtartjak a fejlédési
potencialjukat, csak pubertds korban kezdenek el tovabb differencidlodni. Az agancs
mezenhima fejlddési potencialja azonban jelenleg még kevéssé ismert, de a differenciacios
mechanizmusanak feltarasa sok 101j ismeretet szolgaltathat a regeneracio, valamint az dssejtek
fejlodési folyamatanak megismerésében.
Munkénk soran célunk volt, hogy az agancs €s a magzati ndvekedési porclemez expressziods
mintazatanak 6sszehasonlitasaval,

(1) génexpresszids szinten megismerjilk az agancs mezenhima porc- (ill. csont-)

iranyu fejlédésének folyamatat,
(i)  Osszehasonlitsuk az  agancsfejlodést (amely —modosult  endokondralis
csontfejlédésnek tekinthetd) a vazcsontozat kialakuldsaval, ezaltal olyan géneket

talalva, amelyek feleldsek lehetnek az agancsporc robosztus fejlodéséért, valamint
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(i11)) a mezenhimalis differenciacid kapcsan talalt, ismeretlen funkci6éji géneket az
embrionalis csontfejlédés folyamatahoz kapcsoljuk kiilonb6zd modell rendszerek
felhasznalasaval.

A kitlizott célok eléréséhez, az expresszids mintazatok dsszehasonlitasara alkalmas AFLP-

alapt Differential Display-, valamint microarray hibridizacios modszereket alkalmaztunk

(heteroldg és homoldg rendszerben). Jelen dolgozat egy heteroldg microarray hibridizacio

eredményeit, az eredmények kiértékelését, és egy ez idaig ismeretlen funkcidji gén

jellemzését tartalmazza. A tobbi modszer sordan kapott eredmények kollégaim doktori

értekezéseit képezik.
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2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. A vazfejlodés attekintése

A vazrendszer tobbféle funkcioval rendelkezik, egyrészt tartast ad a testnek és meghatarozza
az alakjat, masrészt megvédi a sériilékeny belsd szerveket a kiilsé behatasoktol, képessé teszi
a testet a mozgasra, elsddleges tarlohelye az 4svanyi anyagoknak valamint a vérképzés
folyamatanak is otthont ad. A vazrendszert két fO részre oszthatjuk: a tengelyvazra és a
figgelékvazra. A tengelyvazhoz sorolhatjuk a koponyat, a csigolyakat, a szegycsontot ¢€s
bordakat, mig a fliggelékvazhoz a végtagok csontjai tartoznak. A koponya két f6 egységbdl
tevodik Ossze: egyrészt a kondrokraniumbol, amelynek elemei eldszor porc formdjaban
jelennek meg, ide tartozik a koponyaalap, a belsd fiilet koriilvevd kapszula, az orr szervei;
masrészt a koponyaboltozatbol és az arccsontozat felsé részébol, amelyek differencialatlan
mezenhima sejtek kozvetlen csontsejtekké fejlodésével jonnek 1étre.

A véazrendszer sejtjei hdrom kiillonb6zé embriologiai eredetli sejtvonalhoz sorolhatok: a
veldléc sejtjei hozzdk létre a kraniofacidlis véazat; a szomitdkbol (vagyis a paraxidlis
mezodermabdl) alakuld szklerotomok hozzak létre a tengelyvaz elemeit; valamint az oldalsé
lemez mezoderma sejtjei hozzak létre a fliggelékvaz elemeit.

A vazrendszer kialakuldsa a mezoderma ¢és veldléc eredetli sejtekbdl négy f6 fazisra bonthato:
(1) sejtsors elkotelezettség €s determindcid, mintazatképzés és a sejtek migracioja a leendd
vazelem kialakulasanak helyére,

(2) a mezenhima (vagy ektomezenhima, amely a vel6léc eredetii sejteket jeloli) sejtek
interakciodja egy epitél sejtréteggel, amely

(3) sejtkondenzaciok kialakuldsdhoz vezet, végiil

(4) a differenciaci6 kondroblaszt vagy oszteoblaszt sejttipusok iranyaba (Hall BK és Miyake
T, 1995).

A csontfejlédésnek két 6 formdjat kiilonboztetjiikk meg. Az endokondralis csontosodés soran
eldszor egy porc-templat alakul ki, amely mar meghatdrozza a leend6é vazelem formajat. Ez a
porcelem a fejlodés soran fokozatosan degradalddik, az atmenetileg megmaradd porc-
oszlopok pedig alapot biztositanak az oda telepiilé oszteoblasztok részére. Az intramembran
(régebbi nevén dezmalis) csontosodds soran a kondenzalodott mezenhima sejtek kdzvetleniil
oszteoblasztokka alakulnak a csontosodasi centrumokban atmeneti porctemplat kialakuldsa
nélkiil. Intramembran csontosodas altal jonnek létre a kraniofacialis csontok, valamint a
kulcscsont oldalsé része; endokondralis csontosodds pedig a végtagok csOvescsontjaira, a

koponyaalap csontjaira, csigolyatestekre, bordakra €s a kulcscsont kozépso részére jellemzo.
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Itt emliteném meg a Krompecher Istvan altal leirt primér angiogén csontosodast, amely az
erek koriili kotészovet csontosodasat jelenti, pl. a koponyacsontok varratképzddése folyaman.
Sajnos errdl a csontosodasi formar6l a nemzetkdzi irodalomban nem taldlhatd informacio,

feltehetden az intramembran csontosodashoz soroljak.

2.1.1. A tengelyvaz kialakulasa

A tengelyvaz kialakuldsa szoros Osszefiiggésben van a paraxidlis mezoderma
szelvényezettségének 1étrejottével. A gasztrulacid soran a paraxialis mezoderma elkiiloniil az
axialis €s oldals6 mezodermatol €s l1étrehoz két megegyezd szegmentalatlan mezodermacsikot
a veldcso két oldalan, amelyet preszomitikus mezodermanak (PSM) neveznek. Gerincesekben
ez a preszomitikus mezoderma hozza létre a tengelyvéazat, a torzs- és végtagok izmait,
valamint a torzs dermiszének és erezetének egy részét. Ez a még nem szegmentalt szovet
kiilonb6zé molekularis és morfogenetikai valtozasok soran szegmentalddik és 1étrejonnek a
veldesd két oldalan a gyongyfiizérszerien megjelend szomitdk. Ezt a folyamatot
szomitogenezisnek hivjuk és az 0j szomitdk létrejotte szigortian kranio-kaudalis irdnyban
torténik. A preszomitkius mezoderma allandé méretét Uj sejtek toborzéasa a primitiv csik feldl,
valamint a sejtek szoveten beliili osztddasa tartja fent. A szomitdk kialakuldsat megeldzi a
preszomitikus mezodermasejt blokkok epitelizacidja, amelynek soran oszlopos epitél
sejtekbdl 4all6 gombok jonnek Iétre, amelyek {iiregében (somitocdl) mezenhimasejtek
talalhatok. A kornyezd szovetekbdl érkezd szignalok hatdsara, a szomitak ventrdlis sejtjei
epitelio-mezenhimalis atalakuldson mennek keresztiil és a gerinchur iranyaba vandorolnak,
ahol koriilveszik azt és a vel6csovet. Igy jonnek létre a szklerotomok, amelyekbél a
csigolyatestek és bordak fejlddnek.

A szomiték létrejottének folyamataban két kiillonbdz6 molekuléris utvonalat feltételeznek. Az
egyiket ,,szegmentaciés ora” mechanizmusnak (Palmeirim I et al., 1997) nevezik. Ennek
soran, szabalyos id6kozonként tin. molekularis oscillator gének (pl. c-hairyl és lunatic fringe)
expresszalodnak és hulldmszerlien sopornek végig a PSM-ben, farki-feji iranyban (1. dbra). A
masik fontos utvonal az un. Notch/Delta szignal Utvonal jelenléte. Ennek soran a Notch
transzmembran receptor megkoti a szomszédos sejt felszinén talalhatd Delta ligandot, amely
szignalt indit el a sejt belsejébe és ,,downstream” target gének (pl. Hesl/Hes5) expresszidjat
inditja el. Egérben izolalt mutansok igazoltak, hogy a célgének altal kodolt fehérjék részt

vesznek a rosztro-kaudalis szomita-hatarok kialakitasdban (Dubrulle J és Pourquié O, 2004).
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Az 1j szomitdk kialakuldsanak folyamataban az FGF8/Wnt3a és RALDH gradienseknek is

fontos szerep jut, ezek a morfogének ellentétesen hatnak egymassal.
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1. abra

A szomitogenezist szabalyozo fo szignal molekulak.
A szomitaképzés mechanizmusat az un. szegmentacios 6ra mechanizmus biztositja, az Gn.
molekularis oszcillator gének, PSM-ben torténd, periodikus expresszidjan keresztiil. A
szaggatott nyil a PSM feldl az 0j szomitak létrejottének iranyat jeloli. Ezzel egy irdnyban
egy retinsav-szignal gradiens, ellentétes iranyban pedig FGF8/Wnt3a gradiens hat. A
kétiranyi nyil a jobb-bal szimmetridt befolydsold RA szignalt jeldli. S-1: még
szegmentalatlan PSM szomita egysége; SO: éppen kialakuld szomitomér, S1: mar

kialakult szomitomér (adaptalva: Gridley T, 2006).

Azt, hogy az anterior-poszterior tengely mentén milyen tipust csigolyak jelennek meg,
alapvetden a Hox gének expresszidja szabja meg (McGinnis W és Krumlauf R, 1992). A
paralog csoportok 3°-vég felé esé génjei az embridban leginkabb az eliilsé testfélben jelennek
meg, mig az 5’-vég génjei egyre inkdbb az embrid hatulsé testfelében expresszalédnak. A
dorzo-ventralis tengely kialakuldsédban alapvetd jelentdsége van a Pax géneknek. A szomitak
kialakulasat kovetden a Pax3 gén expresszidja lecsokken a ventralis epitéliumban ¢és a
somitocdl mezenhima sejtjeiben, mig a szomita dorzalis falaban megmarad az expresszidja. A
ventralis epitél sejtek mezenhimalis visszaalakulasat és a sejtek kiszakadasat a szomitdkbol a

Pax1 gén expresszidja el6zi meg. Tehat a PaxI/Pax3 gének ellentétes expresszidja hozza létre
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a szomitdk dorzo-ventralis kompartmentjeinek elkiiloniilését (2. abra). A ventralis
szomitasejtek vandorlasat és elhelyezkedését a gerinchur kortil elsésorban az Shh szabéalyozza
(Johnson RL et al., 1994), amelyet a gerinchur, valamint a veldcsé ventralis sejtjei
szekretalnak (epitélidlis-mezenhimalis interakcid). Az Shh expressziojat egy BMP

antagonista, a Noggin gén expresszidja tartja fent (McMahon JA et al. 1998).
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2. abra
A szklerotom és a dermamiotom kialakitdsaban részvevd legfontosabb szignal

mechanizmusok (adaptalva és modositva: Gilbert SF (ed), 2002)

Erdemes megemliteni a szklerotomok kialakulasa soran bekovetkezé tjra szegmentalodasi
folyamatot. Az egyes szklerotomok ugyanis nem kozvetlen derivatumai az egyes
szomitéknak, hanem egy feji vég felé esd szomita cauddlis felének valamint a kovetkezd
kialakulasdhoz-, vagyis a larvalis paraszegmentumok ¢s imagok szegmentumainak
viszonyahoz hasonloan).

A szklerotom sejtek vandorldsa soran a ventromediélis, Pax1-et expresszalo sejtek a gerinchur
koriili (perinotokordalis) teret telepitik be. Ezek a sejtek a Twist és Scleraxis marker géneket
is expresszaljak, amelyek Shh szignal alatt allnak. A szklerotom sejtek altal koriilvett
gerinchur sejtek elhalnak, itt alakulnak ki a késébbi csigolyatestek, a szklerotomok kozotti
térben a gerinchur megmarad és a porckorongok nucleus pulposus-dnak ad életet. Nem az
Osszes szklerotom sejt vandorol azonban a gerinchtr koré. A ventromedidlis €s dorzolateralis

sejtek dorzomedialis irdnyba vandorolnak és a csigolyaivet, valamint a tiiskenyulvanyt hozzak
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l1étre. Ezek a sejtek kiilonb6z6 mikrokdrnyezetben vannak, mint a ventralis sejtek, ezért eltérd
hatasok érik Oket. Az itt jelenlévd sejtek az Msx1/Msx2 homeobox géneket expresszaljak (és
Pax1 negativak). A kdrnyezetet a veldcsd tetdlemeze és a dorzélis ektoderma jelenti, ahol a
BMP4 tranziensen expresszalodik, és ugy tlinik ez utobbi pozitiv hatassal van ezekre, az un.

dorzalizal6 gének megnyilvanulésara (Monsoro-Burq1994, 1996).

2.1.2. Kraniofacialis csontfejlédés

A kraniofacialis csontfejlddés kapcsan szdmos un. mintdzatképzd (patterning) gént izolaltak,
kraniofacialis csontok nagy tobbsége vel6léc eredetli (Bronner-Fraser M, 1994; Noden DM
1991). A veldlécsejtek a veldcsd dorzalis falatol indulva véndorolnak és betelepitik a
kopoltyuiveket €s a frontonazalis régidt, ahol szamos szdvetféleségnek adnak életet, ezen
beliil a csont- és porcszovetnek is (3. 4bra). A kozépagy hatulso-, az elsd és masodik
rombomér (€s részben a 3. rombomér) szintjérél induld velélécsejtek az elsé kopoltytivet
telepitik be €s létrehozzak a felsé és also allkapcsot, az iill6- és kalapacscsontot, valamint a
halantékcsont egy részét. A negyedik rombomér (€s részben a 3. és 5. rombomér) szintjérdl
érkezé sejtek a masodik kopoltytivet telepitik be és létrehozzdk a kengyelcsontokat, a
halantékcsont sztiloid nyuilvanyat €és a nyelvesont egy részét (Noden, 1983). A vel6lécsejtek
némely koponyacsont, pl. a homlok- ¢s falcsont kialakitasaért is felelések (Couly GF et al.,
1993), bar ez fajonként eltérhet. Jelenleg a régebbi sejtkovetéses és transzplanticios kisérletek
helyett a legelfogadottabb eljaras a veldlécsejtek nyomon kdvetésére egy transzgénikus egér
modell felhasznaldsa, ahol a Wntl promoterhez kotott Cre aktivitassal lehet vizsgalni a
veldlécsejtek sorsat LacZ expresszion (Wntl-Cre/R26R) keresztiil (Jiang X, et al., 2002). A
veldlécsejtek elkotelezettsége a vazfejlodés iranydba nagyban az epitelidlis interakcioktol
fiigg (Langille RM, 1994). Mint lathato, a veldlécsejtek mind az endokondralis-, mind az

intramembran csontosodasban részt vesznek.
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3. abra: A feji vel6léc-sejtek migracioja az embrioban.
FNP: frontonazalis nyulvany; BA: kopoltytiv; R: rombomér; di: diencephalon; mes:

mesencephalon (adaptalva: Santagati F és Rijli FM, 2003)

A fej csontos vazanak kialakitasaban nagyon sok gén szerepét irtak le. Ezek koz¢ tartoznak a
homeobox-motivumot tartalmazé transzkripcios faktorok, mint pl. a goosecoid (Gsc) (Rivera-
Perez JA et al., 1999), a Dix géncsalad tagjai (Qiu M et al., 1997; Ferguson CA et al., 2000),
az MsxI (Satokata I és Maas R, 1994), a Cartl (Zhao Q et al., 1996), valamint Hox gének
(Hunt P ef al., 1998; Rossel M és Capecchi MR, 1999). A DIx5 homeodomén transzkripcios
faktor a fej csontos vazanak kialakitdsa mellett még szamos folyamatban részt vesz, pl. a
végtagmezOk specifikacidjaban, az AER aktivitdsadban, valamint az oszteoblaszt
differencidci6 mellett a porcsejtek érésében is (Ferrari D ¢és Kosher RA, 2002).
Megemliteném még a ,,polycomb” csoport génjeit, mint pl. a rae28 (Takihara Y et al., 1997),
a Twist bazikus ,,helix-loop-helix” transzkripcios faktor szerepét (El Ghouzzi V et al., 1997),
valamint az AP-2, MfI és Pax géneket (Schorle H et al., 1996; Kume T et al., 1998). Szdmos
citokin ¢és novekedési faktor szerepét is leirtak a kraniofacidlis csontfejlédés kapcsan, mint pl.
a BMP4 (St Amand TR et al., 2000), Fgf8 (Trumpp A et al., 1999), Tgf-a (Miettinen PJ et
al., 1999). A veldléc eredetli ektomezenhima sejtek pontos térbeli elhelyezkedésében a sejt-
sejt, sejt-matrix interakciok alapvetd fontossagtiak. A G-protein kapcsolt endothelin-A
receptor (ET4) az ektomezenhima sejtek felszinén talalhat6, mig a ligandja, az endothelin-1 a
kopoltytiivek epitéliumaban ¢és a paraxialis mezoderma eredetii kopoltytivmagban
expresszalodik (Clouthier DE ef al., 1998; Burke D et al., 1998). Az endotelin-1 vagy

receptoranak hianya szdmos kraniofacialis defektushoz vezet (Kurihara et al., 1994). Habéar a
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veldlécsejtek migracidja normalisnak tiinik az ETa-null embridkban, szamos epitélialis-
mezenhimalis interakcioban szerepet jatszd gén (Gsc, DIx2, DIx3, dHAND, eHand, BarxlI)
expresszdja megsziinik, vagy lecsokken (Clouthier DE et al., 2000).

2.1.3. A fiiggelékvaz kialakulasa

A végtagok az oldalsé mezodermalemezbdl alakulnak ki, ahol a megfelé Hox kod szabja meg
megfeleld Hox pozicionalis kod hatésara (4/A abra) a vallovben és a medencedvben két féle
T-boksz gén expresszalddik, amelyek felelosek a végtagmezdk kialakuldsaért: a Thx5 az
eliils6 (Chapman DL et al., 1996), a Thx4 a hatuls6 végtagmezdk (Isaac A et al., 1998)
kialakitasaban vesz részt, amely utobbi a Pitx1-en keresztiil fejti ki a hatasat (Logan M ¢s
Tabin CJ, 1999). A gerincesek végtagjai nagyon Osszetett szervek, amelyek mintazatképzése
harom kiilonb6z6 tengely menti specifikaciot igényel.

A proximo-disztalis tengelyt az Un. apikalis ektoderma-redé hatdrozza meg (AER). Els6
1épésben a leendd végtag kialakuldsdnak a helyén FGF10 molekuldk szintetizdlodnak az
oldals6 mezodermalemezben ¢€s kotddnek a felettiik elhelyezkedd AER FGFR2 receptoraihoz.
Ez nélkiilozhetetlen szignalnak tekinthetd, hiszen egér null-mutansokban (Fgfr2, Fgfl0)
egyaltalan nem alakul végtag (Min H et al., 1998; Xu X et al., 1998). A fenti folyamat
hatdsara Fgf4 ¢és Fgf8 expresszalodik az AER-ben, amely az alatta elhelyezkedd
mezodermaban fenntartja az Fgfl10 expressziot, igy eldsegiti a végtagkezdemény hosszanti
novekedését (epitélidlis-mezenhimalis interakcid)(4/C ébra). Kozvetleniill az AER alatt
talalhato az un. fejlédési zona, amely differencidlatlan és folyamatosan osztdd6 mezenhima
sejtekbdl all. A torzshoz kozelebb esd teriileten a mezenhimasejtek elkezdenek tomoriilni és a
végtag porcszovetéveé differencidlodni. A differenciacid meginduldsanak az 1dozitését a
végtag hossztengelye mentén szintén a Hox gének expresszidja szabja meg (4/B abra). Célzott
mutacidk segitségével kideritették, hogy a 9-es és 10-es paralog-csoport felelds a felkar-; a
10-es, 11-es és 12-es csoport az alkar-; mig a 11l-es, 12-es és 13-as csoport az ujjak

identitdsanak a kialakitasaért (Zakany J és Duboule D, 1999).
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4. abra: A végtagok mintazatképzésének molekularis szabalyozasa.

A: A végtagmezOk helyzetének kialakulasa (adaptalva: Ruvinsky és Gibson-Brown, 2000). B:
1999). C: Az anterior-poszterior tengely kialakulasa a végtagokban. D: A dorzalis-

ventralis tengely kialakulasa a végtagokban (adaptalva: Niswander, 1997).

Az anterior-poszterior tengelyt az un. polarizdcios aktivitdssal rendelkezd zéna (ZPA)
hatdrozza meg, amely a végtagok hatulso részének a testfal talalkozasanal 1évé, mezoderma
része. Az itt megnyilvanulé Shh szignal a legfobb molekularis determindnsa az anterior-
poszterior tengely kialakuldsanak (Riddle RD et al., 1993). Az Shh gén ,loss-of-function”
mutacidja a disztalis végtagstruktarak teljes hidnydhoz vezet (Chiang C et al., 1996). Az
apikalis ektoderma-red6 és a ZPA kozott egy poztitiv ,,feedback” hurok miikddik: a ZPA-ban
expresszalodd Shh a Formin és Gremlin molekulakon keresztiil aktivalja az AER-ben az Fgf4
szintézisét (Zeller R et al., 1999; Zuniga A et al, 1999). Az Fgt4 viszont fenntartja a ZPA-ban
a Shh expressziojat (Niswander L ef al., 1994), ezaltal a két szignalizacios kozpont mitkodése
is koordinalodik. Az Shh a BMP génexpressziot is szabalyozza (Bmp-2, -4 és -7), amely
gradiens megnyilvanuldsa kovetkeztében indukalja a Hox génexpressziot az AER-ben és a
fejlodési zondban (Ovchinnikov DA et al., 2006).

A dorzo-ventralis tengely kialakuldsa a legkevésbé ismert a végtagok mintdzatképzésének

folyamataban (4/D abra). Ugy tiinik a Wnt7a, Radical fringe (R-fng) és az Engrailed-1 (En-1)
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molekuldknak esszencialis a szerepiik (Niswander L, 1997). A dorzélis ektodermaban
expresszalodo Wnt7a szabdlyozza a dorzélis mezenhimdban az Lmx1 megnyilvanulasat,
amely gén fontos a dorzalis hovatartozasért. Az R-fringe szintén a dorzalis ektodermaban

crer

dorzalis végtagfélre korlatozza az R-fng, Wnt7a és az Lmx1 megnyilvanulasat.

2.1.4. Mezenhimalis kondenzacio

A mezenhima sejtek kondenzécidja mind az endokondrélis, mind pedig az intramembran
csontosodast megeldzi, a sejtek elkotelezettsége azonban mar részben determinalt, részben a
szoveti kornyezet donti el, hogy csont vagy porc iranyban folytatodjon a fejlédés. A
Mivel ez a folyamat esszencidlisan kapcsolodik munkamhoz, ezért bdvebben kitérek a
folyamat transzkripcids szintli szabalyozasara.

A mezenhima kondenzici6 tobblépcsds folyamatként dbrazolhatd, amelynek részei az
iniciacid, a kondenzicios hatarok meghatarozasa, proliferacio, sejtadhéziok kialakitasa,
novekedés és végiil a differenciacid. Az inicidcié az epitélidlis-mezenhimalis interakcio
kovetkezményének tekinthetd, amely szamos kondenzéacidos gént aktival. A folyamat
legfontosabb determinansait az 5. dbra foglalja 6ssze (Hall BK és Miyake T, 2000).
JelentGsebb részvevoi a sejt-sejt, sejt-matrix interakcidkban részvevd sejtadhézios molekulak,
mint pl. az N-cadherin, NCAM (Ncaml), Tenascin-C (Tnc), Versican és Thrombospondin-4.
A kondenzacio eldrehaladtaval megjelennek a sejt-aggregatumok kézepén az eld-porcsejtek
ill. a pre-oszteoblasztok, és fokozatosan kikapcsolodik a mezenhimalis és kondenzicios

marker gének expresszioja.
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5. abra: A mezenhimalis kondenzacio modellje és szabalyoz6 molekulai.

(adaptalva: Hall BK és Miyake T, 2000)

A sejtek elkotelezettségében alapvetd jelentdségli a Sox9 transzkripcids faktor szerepe. A
Sox9 fehérje egy SRY-szeri (Sex Reversal of Y) HMG (High Mobility Group) boksz domént
tartalmaz, amely segitségével nemcsak kotddik a DNS-hez, hanem meg is hajlitja azt. A Sox9
mar a kondenzéicido el6tt megjelenik, erdsen expresszalédik az eldporcban ¢és a
kodroblasztokban, de kikapcsolodik a pre-hipertrof porcsejtekben (Wright E et al, 1995).

+/+

Amikor Sox9” ES sejteket juttattak Sox9 " blasztocisztakba, olyan kiméra egeret kaptak,
ahol a Sox9” sejtek megjelentek a vazelemek leendé helyén a Sox9™" sejtekkel keveredve.
Késobb a porc eld-alakokban (,,anlagen”) azonban csak a Sox9*"* sejtekre jellemz6
tulajdonsagok jelentek meg (Bi W et al., 1999) és csak néhany Sox9-deficiens sejt maradt
meg a kondenzaciok kornyezetében, amelyek nem expresszaltdk a Col2al és Agcl géneket.
Ennél latvanyosabb volt az a kisérlet, amelyben Prx/-Cre transzgén segitségével inaktivaltak
a Sox9-et (a Prxl a mezenhima kondenzici6é el6tt expresszalodik a végtagbimbokban).
Ezekben az egerekben gyakorlatilag hidnyzott a porc a végtagokban (Akiyama H et al, 2002).
A transzgénikus egér tovabbi vizsgalatakor kideriilt, hogy a mezenhima sejtek apoptotikus
utvonalra léptek, mig a sejtadhézios molekuldk (NCAM, N-Cadherin) expresszioja
valtozatlan maradt. Ez azt jelentheti, hogy a Sox9-nek elsésorban a sejtek tulélésében van

szerepe, valamint kontrollalhat egyéb kondenzécios géneket. Egy masik kisérletben a Sox9-et

egy Wntl-Cre transzgén segitségével inaktivaltak a lefizddo feji-veldléc sejtekben. Ezekben
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az embridkban, mig az endokondralis uton képz0ddé csont nem fejlédott normalisan, az
intramembran csontosodas végbement (Mori-Akiyama Y et al., 2003). A legujabb
eredmények azt mutatjak, hogy a Sox9-nek nemcsak a porcfejlédésben, de a csontfejléddés
sejtdeterminacidjaban is esszencialis a szerepe (Akiyama H et al., 2005), mivel az
Osx"™142 . Sox9-Cre (Sox9 expresszalo sejtekben az Osx-allélok inaktivéalva ill. f-galaktozidaz
génre cserélve) transzgénikus egérben hianyoznak az intramembran csontosodassal képzddd
elemek.

Ezidaig egyediil a Sox9-rdl tudjak, hogy ,,mester-regulator” szerepe van a porcfejlédésben,
azonban szamos egyéb fehérjérdl is kideriilt, hogy szerepiikk van a mezenhima sejtek
Pax, Hox, Forkhead-helix, és egyéb fehérjecsaladok tagjai. Szamos, az emlitett fehérjéket
kodolo gének koziil hordoz mutéciot, kiillonbozd csontfejlédési zavarok esetében (Mundlos S
¢és Olsen BR, 1997). Ezek a fehérjék teljes vagy részleges atfedésben fejtik ki hatdsukat és
gyakran egymassal redundansak. Ezeknek az Un. ,,patterning” faktoroknak szintén szerepiik
lehet a sejtsors kialakitdsaban. Ezek koziil itt csak néhanyat emelnék ki, mint a Pax1 és Pax9,
a Nkx3.1 és Nkx3.2, valamint a Barx1-et.

A Paxl és Pax9 fehérjék transzkripcios aktivatorok és un. ,,paired-box” tipusi DNS kot
domént tartalmaznak. Miikodésiik leginkdbb a paraxialis mezoderma eredetli szklerotomok
létrejottehez kapesolodik. A Paxl és Pax9 expresszidjat az Shh indukalja (Rodrigo 1 ef al.,
2003). Amig a Pax9” egér vazrendszerében nincs feltiing fenotipusos véltozas, addig a Pax1”"
egérnek sulyosan deformalodott csigolyatestei vannak. A Pax9”/PaxI” kettds mutans
egérnek gyakorlatilag hidnyzik a gerincoszlopa. Habar a prekurzor sejtek migracioja
normdlisan végbemegy a gerinchir irdnyaba, valamint a Sox9 és Col2al expresszioja
megmarad, a sejtek proliferacidja és kondenzacidja elmarad.

Az Nkx3.1 és Nkx3.2 fehérjék transzkripcids represszorok és a Drosophila bagpipe
kondroblaszt differenciacio soran végig megtartjak (Triboli C et al., 1997). Hasonléan a Pax
fehérjéknél tapasztalt redundanciahoz az Nkx3.I”" mutins egér normalis fenotipusi, az
Nkx3.2”" egérben silyos véaz-deformitasok lathatok, a kettés mutansban pedig még sulyosabb
vazfejodési defektusok tapasztalhatok (Herbrand H ez al., 2002).

A homeobox Barx2 erdsen expresszalodik a végtagbimbok mezenhima kondenzacidiban
valamint az iziileti porcban (Meech R et al., 2005). A Col2al gén porc specifikus enhanszerét

hasznalja, valésziniileg a Sox9-el egyiittmikddve. In vitro kisérletek azt mutattak, hogy
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szabalyozza az N-Cam ¢és a Col2al expresszidjat. A Barx2 megnyilvanulasa pedig feltehetden
BMP szignal alatt all.

Hozzéatenném, hogy ebben a fejlddési staidiumban még szamos fontos transzkripcids regulator
részt vesz, amelyek koziil csak néhanyat sorolok most itt fel.

A csirke-forkhead-(winged)-Helix (Cfkh-1) transzkripciés faktor mind a mezodermalis
(csigolyak, bordak, végtagok), mind a veldléc eredetli ektomezenhima sejtkondenziciokban
expresszalodik, de szintje lecsokken a kondro- és oszteoblasztokban. Ugy gondoljak, hogy
TGF-B szignalt tovabbit a cél géneken (pl. fibronectin) a Smad proteinekkel egyiittmiikodve
(Buchberger A et al., 1998; Labbé E et al., 1998).

A mezenhima-forkhead 1 (Mfh-1) transzkripcios faktor a szklerotomokban, a kraniofacialis
mezenhiméaban, valamint a differencialédé porcban expresszalodik. Az Mth-1 deficiens
egérben vazfejlodési rendellenességek mutatkoznak és az Mfh-1-nek fontos szerepe van a
A Scleraxis egy bazikus helix-loop-helix fehérje, amelynek szintén fontos szerepe lehet a
kondenzacié folyamatiban. A gasztruldci6 alatt végig expresszalodik, majd fejlettebb
embridban kizarélag az el6porc kondenzacid helyszinein nyilvanul meg. Szintje drasztikusan
lecsokken a differenciacié megindultival. A Scleraxis™ mutans egér embri6 mar nem is
gasztrulalodik. Kiméra egérben a Scleraxis negativ sejtek nem vesznek részt a szklerotomok
kialakitisaban. Osszességében elmondhatjuk, hogy a Scleraxis proteinnek fontos szerepet
tulajdonitanak a mezoderma  kialakulasaban, a  szklerotomok mezenhimdjanak
Meg kell még emlitenem a kiilonb6zé Hox fehérjéket (pl Hoxa-2, Hoxa-13, Hoxd-11, Hoxd-
13), amelyeknek szintén fontos szerep jut a mintazatképzés (,,patterning”), valamint a

sejtadhézid, proliferacioé és novekedés szabalyozasaban (Hall BK és Miyake T, 2000).

2.1.5. Az endokondralis csontosodas és a novekedési porclemez

Az endokondralis csontosodds soran a mezenhimalis kondenzéacioval Ilétrejott sejt-
aggregatumok a porcfejlodés utvonalara Iépnek ¢€s kialakitjak a leendé vazelemnek megfeleld
formaju hialin porc-blasztémat. Ez a porc eldalak intersticidlis €s appoziciondlis Gton is képes
a novekedésre. Erdekes modon a csontosodas intramembran uton indul meg el8szor a diafizis
teriiletén a csontgallér kialakulasaval, a szigoru értelembe vett endokondralis csontosodas a
novekedési porclemezhez kothetd. A ndvekedési porclemez egy olyan kiilonleges képlet,

amely biztositja a fejlddé csontok hosszanti novekedését, valamint Osszekapcsolja a
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porcképzddést a csontfejlodéssel az endokondralis uton fejlodé csontok csontosodasi
magvaiban. A porclemez négy f6 morfologiailag elkiilonithetd zonara oszthatd, amelyek egy
differencidcios sort alkotnak: a tartalék- (v. nyugvo-), a proliferativ-, a prehipertof- és
hipertr6f porczénara. Az alsd, mar mineralizalt hipertrof zéna sejtjei végiil elhalnak, a X-es
oszteoblasztok elkezdik kialakitani a trabekularis csontszovetet. A folyamatot szamos
szisztémikus ¢és lokalis medidtor szabdlyozza. A szisztémikus faktorokhoz kiilonbdzo
hormonok tartoznak, pl. a névekedési hormon-inzulinszeri névekedési hormon (GH-IGF-1),
a pajzsmirigy hormonok, 0sztrogének, a gliikokortikoidok, valamint a D-vitamin hormon. A
6. abra a lokalisan megjelend ill. hato transzkripcios- és novekedési faktorokat, valamint az
egyes stadiumokra jellemzd ECM molekuldkat szemlélteti (Goldring et al., 2006). Jelen

keretek kozott csak a legfontosabb molekuldk hatasmechanizmusat ismertetem a porcfejlédés

kapcsan.
Mezenhimalis Kondroprogenitor sejtek Kondrogenezis és Vaszkularis Csontosodas
sejtprolifericio proliferacioja és terminlis invazié és
és kondenzaicio differenciacioja porcdifferenciacié porc-mineralizicié Misodlagos
TGF-f csontosodisi
Wl-3A, 7A FGF-18/FGFR3 VEGF kozpont az
FGF-2.4,810 IGF-1 BMmP-2,7 Bc:PE FGF-2/FGF-R1 epifli}zisben
Sonic Hh FGF-2IFGFR2 PTHP oo Wint14/
BMP-2,4,1 BMP-2,4,7,14 I/ 4 p-catanin
—— — Elsddleges
HoxAHmO Sox3, 5,6 Stat1 Rurx2 csontosod:si
Soxd Gii3,2 Osterix 5 _diafizi
a3 Runi TCF /Lt kézpont-diafizis
Fra2/JunD = .
. Novekedési
- Hbmnec[m* e A((MOCAN e——- porclemezek
- N-cadharin G-
= TENASCn =—
= Hyaluronan =
- COMP -
<4Collagen > <= Collagen || B, |X =————————3 <= Collagen X =3 <= Collagen | =3
<& Collagen Il A=y Callagen XI Osteocalcin
Collagen X

6. abra: Az endokondralis csontosodas szabalyozo-, és ECM molekulai.

(adaptalva: Goldring et al, 2006)

A PTHrP/Ihh negativ visszacsatolas

A porcsejtek proliferacidja az also proliferativ- €és a pre-hipertréf zondban egy lokalis negativ
visszacsatolasi mechanizmus hatdsa alatt all, amelynek legfontosabb szerepl6i a Parathyroid
hormone-related protein (PTHrP) és az Indian hedgehog (Ihh) fehérjék. Az Ihh expresszidja a
prehipertof zonara (7. abra: A/2) korlatozodik, a PTHrP receptort (PPR) pedig a proliferativ
porcsejtek (7. dbra: A/1) termelik. Az ez utobbit koriilvevd porchartya expresszalja a Patched
(PTC) nevii Hedgehog receptort, amely kotddve az Ihh ligandjdhoz, a Smo aktivalasan
keresztiil indukalja a Gli transzkripcids faktort, amely pozitiv (Glil és 2) vagy negativ (Gli3)
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modon szabdlyozza az Thh célgének expresszidjat (Ingham PW és McMahon AP, 2001).
Korabbi munkak azt mutattak, hogy az Thh indukélja a PTHrP expresszidjat (7. abra: A/3) a
porcharthdban (Vortkamp A et al., 1996), amely a receptorahoz kotddve stimuldlja a

crer

crcr

az Thh ¢és PTHrP molekuldk egy negativ visszacsatolassal térben és idoben szabalyozzadk a
proliferativ- és hipertrof porcsejtek ardnyéat, amellyel azt is meghatdrozzak, hogy mely sejtek
maradnak a porcfejlédési utvonalban, és mely sejtek 1épnek be a csontosodasi folyamatba. Az
Ihh a porchartya sejtjeire is hat, eldsegiti ezen sejtek oszteoblasztta alakulasat a csontgallér

képzddés soran (7. abra: A/4).

Novekedési porclemez Trabekularis csont
Porcseijt Porcsejt
A - B proliferacio  differenciacio
- R—P— PH—H Ob
d)IIRAAAAAZRISD
v ‘:j';: PTHIP l:l’:"-;-%—‘—— O 2
{(000005TTFTV00000) v Il | FGFR1 SRS
$000000020000009 ) |FGFR3| A A
- PTG, et ) : .
3
Proliferalodo k . i ,:‘
porcsejtek | IHH | PTHrP- R! . .
Hipertrof E e §
porcsejtek '-g FGFR2 N
o ]
L EME—+ 0P —+0b — 0¢ ' £
el oS ) R G I

7. abra: A novekedési porclemez legfontosabb szabalyozasi 1épései.
A: a PTHrP/TIhh negativ visszacsatolasi kor (adaptalva: Kronenberg HM, 2003). B: Az FGF-
utvonal szabalyozasi folyamatai a ndvekedési porclemezben (adaptalva: Liu Z et al., 2002).
MC: mezenhima-sejtek; OP: oszteo-progenitor sejtek; OB: oszteoblaszt; OC: oszteocita,

R: nyugvo-; P: proliferativ-; PH: pre-hipertrof; H: hipertrof porcsejtek.

Az FGF-szignal utvonal

Ezidaig tobb mint 22 féle Fibroblast growth factor (FGF) ligandot azonositottak, amelyek
hatasat a porcfejlédésre nehezen lehet értelmezni anélkiil, hogy megvizsgalnank receptoraik
térbeli megnyilvanuldsat. Az FGFR2 a korai mezenhimalis kondenzacidkban expresszalodik,

amely a fejlédés eldrehaladtaval a kondenzaciok szélsd, differencialatlan sejtjeire
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korlatozdodik az FGFR1-el egyetemben. Az FGFR3 a kondenzéacidés magban nyilvanul meg a
legerésebben ¢és részben atfed az FGFR2 expresszios doménjével. A funkcidt illetden az
FGFR3-r6l van a legtobb ismeret. A novekedési porclemezben az FGFR3 funkcidja a
foszforilacidjan keresztiil fokozza a p21 sejtciklus gatlo fehérje termelddését (Sahni M et al.,
1999). A legljabb vizsgalatok azt mutatjak, hogy az FGFR3 preferalt ligandja az FGF18
fehérje, mivel mind az FGFI§-, mind pedig az FGFR3-deficiens egérben megndvekszik a
proliferativ zona hossza, valamint az FGF18 gatolja az Ihh expresszidjat (Liu Z et al., 2002).
Az FGF18 ¢és FGF9 a porc- és csonthartyaban expresszalodnak, ahol a proximalis proliferativ
zonatdl kiindulva egy funkcionalis gradienst hoznak Iétre, receptoraikhoz kotddve pedig
gatoljak a proliferacids- és az érési folyamatokat (Liu Z et al., 2002). A prehipertrof és
hipertrof zonaban az FGF18 és FGF9 kapcsolodik az FGFR1-hez is, ahol indukaljak az erek
expressziojan keresztiil. A novekedési porclemez fejlodésével a prehipertrof-, hipertrof
zonaban az FGFR3 expresszioja eltlinik, az FGFRI megnyilvanuldsa pedig fokozodik, amely
az FGFR1 terminalis porc-differenciacidban betdltott szerepét sejteti (Ornitz DM, 2005).

A Sox fehérjék szerepe a porcfejlodésben

Az elézokben lattuk, hogy a Sox9-nek fontos szerep jut a sejtsors kialakitdsdban és a
mezenhimalis kondenzacidban. E mellett szintén nélkiilozhetetlen a korai kondroblaszt
differenciaciohoz is. Erre a fazisra az elé-porc sejtek intenziv proliferacidja és a porc-matrix
szintézisének kezdete jellemzd. Ha Col2al transzgén segitségével inaktivaltak a Sox9 gént, a
kondenzaci6é ugyan végbement, de az eldporc sejtek nem voltak képesek kondroblasztokka
differencidlodni (Akiyama H, 2002). A Sox csalad masik két tagja, az L-Sox5 és Sox6 szintén
nélkiilozhetetlenck a kondroblasztok fejlédéséhez (Lefebvre V, 2001). Az L-Sox5 és Sox6
szinte teljesen identikusak egymassal, a Sox9-el azonban csak a HMG doménben
hasonlitanak. Nincs transz-aktivaciés sem transz-repressziés doménjiik, feltehetéen a
transzkripcids komplex 1étrejottében jatszanak szerepet. Amig az L-Sox5" vagy Sox6” egerek
csak limitalt vazproblémaval jellemezhet6k, addig a dupla mutians egyedek mar a méhben
elhalnak, gyengén fejlett ill. degenerdlt porc-kezdeményt hagyva (Smits P et al., 2003).
Ezeket az embriokat megvizsgdlva azt tapasztaltdk, hogy a kondenzici6 normadlisan
végbemegy, azonban a kondroblaszt differenciacié visszamarad, amit a porc markerek alig
¢észlelhetd szintézise mutat. E mellett a sejtosztodas mértéke is kisebb. Az eddigi eredmények

azt mutatjak, hogy az L-Sox5/Sox6 a Sox9-el egyiitt fejtik ki hatdsukat és kotddnek a Col2al
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gén elsd intronjaban talalhatdé enhanszer régiohoz. A Sox9 e mellett képes aktivalni szamos
aggrecan (Agcl) és a matrilin-1 (Crtm) géneket (Bridgewater LC et al., 1998; Sekiya I et al.,
2000; Rentsendorj O et al., 2005).

A Sox5/Sox6 dudnak a prehipertrof-hipertrof zona kialakitdsaban is szerepet tulajdonitanak.
Ezt a Sox5"/Sox6” dupla mutans egérmagzatok vizsgalata bizonyitotta, ahol a prehipertrof
sejtek nem voltak képesek hipertof porcsejtté alakulni, valamint lecsdkkent a Coll0Oal

expresszidja. A Sox5/Sox6 hatdsmechanizmusa a hipertrofidra ez idaig még nem ismert.

A Runx fehérjék szerepe a porcfejlodésben

A Runx fehérjék Runt-domént tartalmazo transzkripcids aktivatorok. A Runx2 az -
alegységet képviseli a PEBP2/CBF heterodimér transzkripcios komplexben, a B-alegységet a
Chfb gén kodolja. A Runx2 (Cbfal) mar a késdéi kondenzacios fazisban elkezd termelddni,
expresszidja valamelyest csokken a proliferativ zénaban, majd a prehipertrof-hipertrof
zénaban megint erételjesen megnyilvanul. Ugy tiinik, hogy a Runx3-al kardltve jatszik
szerepet az oszlopos szerkezetii proliferativ porcréteg kialakitisaban. A Runx2”/Runx3”
kettds mutansokban hianyzik az oszlopos szerkezet. A Runx2/Runx3 szerepe feltehetéen
indirekt és féleg annak koszonhetd, hogy aktivalja az [hh expressziojat a pre-hipertrof
sejtekben (Lefebvre V és Smits P, 2005). A porc hipertrofizacidban esszencidlis a
Runx2/Runx3 péarosnak a szerepe. A Runx2”" egér humerus-ban és femur-ban a porc
differenciacio leall a prehipertrof fazis elott, amit a Pthrl, Thh és CollOal expresszid hianya
is bizonyit; a tibia-ban, radius-ban és az ujjpercekben a hipetrofizacié csak késleltetett.
Tovabbi bizonyitékot jelentett azon transzgénikus egerek vizsgélata, ahol a Runx2-6t
tultermeltették a kondroblasztokban; itt a porcsejtek korai érése volt megfigyelhet6. Ha a
Runx2 dominédns-negativ formajat termeltett¢k tal, a hipertéf irdnya kondroblaszt
differenciacio gatolt volt (Takeda S ef al., 2001; Ueta C et al., 2001). Az a tény, hogy a
Runx2-/- mutans egérben a porcsejtek érése kis késleltetéssel normalisan végbement, tovabbi
faktorok jelenlétét feltételezte. Ez vezetett a felismeréshez, hogy a Runx3 is szerepet jatszik a
porcsejtek hipertof atalakuldsaban. Mig a Runx2-/- vagy Runx3-/- mutansokban csak
késleltetett az endokondralis csontosoddsi folyamat, addig dupla mutdnsukban teljesen
hianyzik a prehipertéf/hipertof porc zéna (Yoshida CA et al., 2002). Ugy tiinik, hogy a Runx2
kozvetleniil kapcsolodik a DNS-hez. In vitro kisérletekben bizonyitottak, hogy kotodik a
Col10al gén promoteréhez és képes aktivalni a Coll0al riporter konstrukciot (Zheng Q et al.,

2003). A Runx2 az [hh expressziot is fokozza és in vitro kotddik promoteréhez és képest azt
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aktivalni (Yoshida CA et al., 2004). Azzal a megfigyeléssel egylitt, hogy a PTHrP gatolja a
Runx2  expresszidt, ugy tinik a Runx2 része az Thh/PTHrP feedback-loop
hatdsmechanizmusnak. A Runx2 kotdédését a cél-DNS-hez egy kofaktorral torténd
heterodimerizacidja biztositja. Ez a fehérje a core-binding faktor beta (CbfB). A ChfB”" egér

hasonl6 fenotipust mutat, mint a Runx2”” mutans egér (Kundu M et al., 2002).

A Runx2 és Osterix szerepe a csontfejlodésben

A Runx2 erételjesen expresszalodik az oszteoblasztokban és a porchartya sejtjeiben. A
porcfejlodés mellett elsésorban az oszteoblaszt differenciacioban betoltott szerepérdl valt
ismertté, hiszen a Runx2” egereknek hianyzik mind az endokondralis-, mind pedig az
intramembran uton fejlddé csontozata (Ducy P et al., 1997, Komori T et al., 1997). De
nemcsak az oszteoblaszt differenciacidoban jatszik szerepet, hanem felelés szamos ECM
molekula transzkripcidjanak aktivalasaban is. Szamos gén promoteréhez képes kapcsolodni,
mint pl. az osteocalcin, bone sialoprotein, alkalikus foszfatdz és az I-es tipusu kollagén
génekhez, igy a mineraliziciot is szabalyozza.

Az Osterix (Osx) fehérje egy cink-ujj tartalmu, elsésorban oszteoblaszt specifikus
transzkripcids faktor (Nakashima K et al., 2002). Expresszidja egérben nem detektalhato a 13.
embrionalis napig (E13). Nagyon kis mértékben a porcsejtek is termelik, de els6sorban a
perikondriumban, valamint a intramembran csontosodassal fejlddé vazelemek mezenhimalis
kondenzaciéjiban expresszalodik az E13.5 stadiumban. Az Osx” mutéans egér a sziiletés koriil
elpusztul. Habar ezekben az egerekben a porcszdvet normalisan kialakul, teljesen hidnyzik
mind az endokondralis-, mind pedig az intramembran uton képzddo csontszévet (Nakashima
K et al., 2002). Az Osx-deficiens egerekben az I-es tipust kollagén szintje minimalis, az
Osteonectin, Osteopontin ¢és Bone sialoprotein csontspecifikus marker gének nem
detektalhatok. Mig az Osx-null mutans embriokban a Runx2 szintje normalis, addig a Runx2-
null mutdns egérben az Osx transzkriptum nem detektalhat6. Ez azt mutatja, hogy az Osx
,,downstream” helyezkedik el a genetikai Gitvonalban a Runx2-hoz képest. Erdekes modon az
Osx”" emridkban a mezenhimaba 4agyazva kerek, porcszerii sejteket talaltak, amelyek
expresszaljak a Sox9, Sox5, Col2al és Ihh porcspecifikus géneket. Lehetséges, hogy az Osx-
nek szerepe van a sejtsors kialakitasaban egy kozds oszteo-kondroprogenitor sejtvonalban,
hianydban a porc sejtvonal irdanydba mozdul el a differenciacidé (Nakashima K és de

Crombrugghe B, 2003).
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2.2. Az agancsfejlodés

A gimszarvas (Cervus elaphus) a parosujju patasok rendjének (Artiodactyla) Cervidae
csaladjaba tartozik. Ez a csalad 17 nemzetséget ¢s kb. 53 fajt foglal magaba. Széchenyi
Zsigmond (1979) szép leirast ad a kiilonféle szarvasok elterjedésérdl és jellemzoikrol. A
szarvasfélék az egész vildgon elterjedtek, kivéve az Antarktiszt, Ausztraliat, Madagaszkart,
Ko6zép- és Dél-Afrikat, valamint Uj-Zélandot. A fajok kozotti megkiilonboztetésben az agancs
formaja taxonomiai bélyeg, fajon beliil az egyedek és torzsek (Szederjei A, 1960)
megkiilonboztetésére is szolgal. A rénszarvas (ill. a karibu) kivételével csak a himek viselnek
agancsot. Az agancs nem kozvetleniil a koponyan fejlédik, hanem a homlokesonton kialakuld,
maradand6 csontos nyulvanyrdl, a csaprol (vagy mas néven kocsanyrdl) novekszik. A csap
pubertas korban androgén hormonok hatdsara alakul ki az un. ,,antlerogén perioszteum” (AP)
fejlodésével (Goss RJ és Powel RS, 1985). Magzati korban az AP mindkét nemben jelen van,
de szarvastehenekben inaktiv marad az androgén stimulus hidnya miatt; him nemi hormonok
adagolasaval azonban ddmvadban a ndivart egyedek is fejlesztenek csapot (Kierdorf U et al.,
1993). Transzplantacios kisérletekkel igazoltdk, hogy az AP felelds a csap- €s az agancs
kialakitasaért. Amikor az AP sejtjeit a homlokcsont mas teriiletére iiltették at, az j helyen
agancsfejlodés indukalodott, az eredeti helyen azonban nem (Hartwig H, 1967). Abban az
esetben, amikor az AP-t a labkozépcsont bdére ald iiltették, szintén agancsndvekedés
kezdddott. A heterotopikus ,,mini” agancs, hasonldan viselkedett, mint a ,,normal” agancs, pl.
az év megfelel6 idoszakaban dobta le a barkat, ami azt sugallja, hogy ugyan olyan hormonalis
hatasok érték (Hartwig H és Schrudde J, 1974; Goss RJ és Powel RS, 1985). Az AP sejtek
differenciacios képességét az is bizonyitja, hogy amikor immun-deficiens egerek
koponyacsontjara iiltették, egy csontos kinovés képzodott (Li C és Suttie M, 2001). Li és
Suttie (1994) részletes szOvettani leirast adott a csaprol és négy csontosoddsi stddiumot
kiilonboztettek meg. Az elsé az intramembran csontosodasi stadium, amikor az agancsképzd
(,,antlerogén”) sejtek elkezdenek proliferalodni és oszteoblasztokkéd differencialddni. A
masodik fazist tranzicionalis csontosodasnak nevezték; ekkor a csap apikalis feliiletének
kozépso részén az agancsképzod sejtek megvaltoztatjak fejodési utvonalukat és kondroblasztok
alakulnak; kevert csontos-porcszdvetet hatrahagyva. A harmadik a csap endokondralis
porcosodas fazisa, amikor csak porcfejlédés torténik. A negyedik fazis az agancs
endokondralis csontosodasi fazisa, amikor az agancsképzd sejtek a kondrogén utvonalban

maradnak az elsd agancs kialakuldsaig. Erre a fazisra a barsonyos bor megjelenése jellemzo a
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csap disztalis felszinén. Természetesen a harmadik- és negyedik fazis kozott nem lehet éles
szOvettani hatarvonalat elkiiloniteni. Az els6dleges agancs és a regeneraldédd agancs
morfologiai jellemz6i nagyon hasonldak és szamos tanulmanyban olvashato leirasuk (1d. 4.1.
fejezet).

Az AP sejtek differencidcios képességét az agancs cstics mezenhima (ill. perikondrium) sejtjei
részben megtartjak. In vitro kisérletek azt mutattdk, hogy patkdny szérum jelenlétében
képesek adipocita-szerli sejtekké differencidlodni, dexametazon hozzaaddsédval pedig
novekszik a sejtek ALP termelése (Price JS és Faucheux C 2001; Price JS és Allen S, 2004).
Ezen sejtek fejlddési potencidlja (uni-, bi-, multipotencial) azonban nagyrészt ismeretlen.
Maga az agancsndvekedés egy modosult endokondrélis- és intramembran csontosodas
specidlis keveréke (Banks JW és Newbry WJ, 1983). A folyamat sok tekintetben hasonlit az
embrionalis végtagfejlodésre (Allen S ef al., 2002; Li C és Suttie SM, 2001). Az embrionalis
csontfejlodéshez hasonldan, az agancsnovekedés, regeneracio és érési folyamat szisztémikus
¢s lokalis faktorok hatdsa alatt all (Goss RJ, 1983), de nem elhanyagolhat6 a kdrnyezet hatasa

s€m.

2.2.1. Szisztémikus hatasok

Meérsékelt éghajlaton az agancs novekedése éves ciklust mutat a szarvas reprodukcios
ciklusaval 0Osszhangban. A szexudlis ciklust természetesen hormonok befolyasoljak a
fotoperiodus valtozasaval 6sszhangban. A bikak kasztralasa ill. hormonok exogén adagolasa
bizonyitotta, hogy legfontosabb hatisa a szex-szteroidoknak van; mar Arisztotelész leirta a
kasztralas hatdsat az agancsndvekedésre. Az agancshullatds a mi éghajlatunkon alacsony
tesztoszteron-szint mellett torténik. A legintenzivebb agancsndvekedés a kora nyari
periodusban torténik, amikor bdségesen all rendelkezésre taplalék, ilyenkor a szarvasok
»maganyos” ¢életet élnek. Mivel ez az intenziv agancsregeneracié arra az iddszakra esik,
amikor a reproduktiv szervek inaktivak, mar rég ota feltételezik, hogy az agancsndvekedés
szabalyozasaban léteznie kell valamilyen nem gonad eredetii stimulusnak (Wislocki, 1943).
Az egyik kandidans faktor az IGF-I, amely a majban szintetizalodik, €és szintje parhuzamot
mutat az agancsnovekedéssel (Suttie JM et al., 1985). Az IGF-I receptorat azonositottdk az
agancscsucsban (Elliott JL ef al., 1992), valamint in vitro kisérletben bizonyitottdk, hogy az

crer

Az agancsciklussal 6sszhangban egyéb hormonok szintje is valtozik, pl. a D-vitamin hormon
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szintje (van der Eems KL et al., 1988), a pajzsmirigy hormonok szintje (Shi és Barrell, 1994),
a kortizol- (Bubenik GA et al., 1975), valamint a prolaktin (Sempere AJ, 1983) hormonok
szintje, habar ezek funkcioja jorészt ismeretlen. Habar a szexual-szteroidok alacsony szintje a
regeneracid szempontjabol ,,permissziv”’ hatds, magas szintjiikk gatolja a novekedést (Goss,
1968). A szaporodasi 1ddszak (bogés) kozeledtével a tesztoszteron szintje erdsen
megnodvekszik, ledll a tovabbi novekedési folyamat, az agancs teljes kalcifikacidja
megtorténik, a barka elvékonyodik, elhal, majd ledobodik. A legmagasabb tesztoszteron szint
Osszel, a szaporodasi iddszakban tapasztalhato.

Amennyiben az intenziv agancsndvekedés periddusaban kasztraltdk a bikékat, késett a barka
levedlése és a mineralizacio sem volt teljes. Damszarvas (Dama dama) esetében a kasztralas
csontkindvekedéseket okozott a lapaton, amelyeket Goss (1983) ,,antleroma”-nak nevezett,
amely név a tumorokkal valé rokonsagra utal. Oz és damvad esetében a kasztralas vagy a
herék sériilése oszteoszarkoma szerli ,,pardkas” agancs kialakulasat eredményezheti. Ezek a
fibrozus-csontos burjanzasok joinulatu daganatoknak tekintheték (Kierdorf U et al., 2004).
Erdekes modon a tesztoszteronnak nincs direkt hatasa az agancs mezenhima vagy porcsejtek
tesztoszteron adagolasa nem tette érzékenyebbé a sejteket az IGF-I hatasra sem (Li C et al.,

1999; Sadighi M et al., 2001).
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8. abra:
A tesztoszteron ¢és I-es tipusu kollagén C-terminalis pro-peptid (PICP) koncentracioja
gimszarvas vérszérumaban az agancsciklus soran (adaptalva: Price ef al., 2005). A PICP

koncentracidja a vér-szérumban a szervezetben zajlé oszteoblaszt tevékenység indikatora.

A vézcsontok fejlédése kapcsan mar bizonyitottak, hogy a tesztoszteronnak részben indirekt a

hatasa, azt az aromatdz enzim 0sztrogénne képes alakitani (Riggs B et al., 2002) ¢és az fejti ki
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a hatast. Ugy gondoljak, hogy az agancs esetében is ez lehet a helyzet (Price JS és Allen S,
2004). Mar rég megfigyelték, hogy az agancsndvekedés érzékenyebb az dsztrogén-, mint a
tesztoszteron adagolasra (Goss RJ, 1968). Osztrogén kezelés hatdsaként leall az
agancsnovekedés és beindul a barka levetése. Az Osztrogén receptort (ER) kimutattdk az
agancs perikondriumban (Barrell GK et al., 1999), valamint az aromatdz enzimet kodolo
mRNS-t az agancscsucsban (Price JS et al., 2002). Immuncitokémiai vizsgalatok azt
mutattdk, hogy az ERa a dominans receptor izoforma. Ugy tiinik, az 6sztrogén adagolasa
gatolja a sejtproliferaciot és eldsegiti a differenciaciot és mineralizaciot (Price JS és Allen S,
2004).

Itt emlitenék meg egy érdekes megfigyelést, miszerint az intenziv agancsndvekedés
idészakaban a szarvas nem képes a taplalékkal kielégiteni az oriasi 4svanyi anyag igényét,
ezért a vazcsontozatbdl vonja el azokat. Ezt ciklikus fiziologids oszteopordzisnak nevezik
(Bubenik G, 1982), és els6sorban a terhet nem viseld csontokat, mint pl. a bordékat érinti. A
folyamat reverzibilis, a bdgési iddszakot megelézden az asvanyi anyagok a taplalékbol

fokozatosan visszapotlodnak a vézcsontozatban.

2.2.2. Lokalis hatasok

Ez idaig csak korlatozott szamu, az agancsnovekedésben szerepet jatsz6 molekulat sikertilt
azonositani. Kiinduldsi pontot legtobb esetben a véazcsontozat fejlodésében szerepet jatszo
gének 1ll. fehérjék jelentették. Az agancsndvekedés esetében e molekuldk szerepérdl csak
indirekt kovetkeztetések vonhatok le, hiszen még nem lehetséges funkciojuk in vivo
vizsgalata. Jelenleg az egyik jarhaté Gt az mRNS és fehérje molekuldk térbeli lokalizalasa
agancs szoveti metszeteken és az eredmények interpretacioja a morfoldgia tikkrében. E mellett
né¢hany labor mar létrehozott elsddleges agancs sejttenyészeteket, amelyeken in vitro
vizsgalhatd az egyes novekedési- és transzkripcios faktorok hatasa.

Az egyik viszonylag jol jellemzett molekula a PTHrP és receptora, amelyet két csoport is
vizsgalt (Faucheux C et al., 2002; Barling PM 2004a). Agancs sejttenyészetben a PTHrP
1999); valamint a PTHrP szintézis TGFB hozzdadasaval fokozhaté (Faucheaux C et al.,
2004). Er6s PTHrP expressziot figyeltek meg az agancs porchartyaban, mezenhimaban, el6-
porcban ¢és a perivaszkularis sejtekben. A ndvekedési porclemezzel ellentétben, agancsban a

PTHrP nem detektalhat6 a differencialddott porcszovetben.
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crer

hogy az Ihh megnyilvanul az eld-porcban és a perivaszkularis sejtekben, de nem detektalhatod
a perikondriumban, a perioszteumban, a mezenhimaban, és a PTHrP-hez hasonléan a
differencialodott porcsejtekben sem. Mint lathatdé, az agancsban is megfigyelhetd a
novekedési porclemezhez hasonl6 vertikalis elkiiloniilés a PTHrP és Ihh expresszidjaban. Az,
hogy az Ihh nem expresszalodik a perioszteumban azt jelzi, hogy az Ihh-nak az
agancsfejlédés soran csak az endokondralis csontosodasban lehet szerepe.

Allen et al. (2002) a kiilonboz6 retinsav (RA) izoformak és azok receptorait (RAR) vizsgalta
agancsban. A legszembetlin6bb kiilonbség az agancs és a végtagok fejlodése kozott az volt,
hogy agancsban nagyon alacsony a RARy szintje, valamint a 9-cisz-RA megjelenése az
agancsban, amely a végtagkezdeményekben nem detektalhato. Exogén RA adagolas hatdséara
felgyorsul az agancsnovekedés, de megvaltozik az agancs formaja is (Bubenik AB, 1990). A
retinsav egyébként lokalisan szintetizalédik a RALDH enzim hatasara, amely enzimet szintén
kimutattak az agancsban.

Mundy et al. (2001) agancs kivonatban vizsgalta kiilonb6z6 oszteoblaszt stimuldlod faktorok
jelenlétét. A kisérlet mar korabban is leirt molekuldk jelenlétét igazolta, pl. a BMP-4 (Feng
JQ et al., 1995), BMP-2 (Feng JQ et al., 1997), FGF molekuldk ¢és az IGF-I és IGF-II
jelenlétét, amely utdbbiak tehat nem csak a keringésben vannak jelen, hanem lokalisan is
szintetizalodnak. Agancsban azonositottdk az OT-2 molekulat, amely 70%-o0s egyezést mutat
az IGF-I-el és agancs metszeteken expresszidja az oszteoklasztokhoz kapcsolhatd (Guitierrez
G et al., 1993). Francis ¢s Suttie (1998) szdmos mRNS-t azonositott RT-PCR segitségével:
TGFp1, TGFp2, c-fos, c-myc, valamint az IGF-I ¢és IGF-II RNS molekuldkat. Ugyan ez a
csoport szubtraktiv PCR segitségével azonositotta a dermatopontin és a glutathione-
peroxidase (GPX4) molekuldkat, amely utobbi nem expresszalodik adult szervezetben (Lord
E et al., 2001).

Egy masik 0j-zélandi csoport szamos ndvekedési faktort s azok receptorait vizsgalta immun-
hisztokémiai technikaval: EGF, EGFR, FGF2, FGFR1, -2 ¢és -3, BMP-2, -4 és -14, valamint a
BMP receptor BmpR1B és ACTRII molekuldkat (Barling PM et al., 2004a,b).

A Wnt szignal utvonal, amely fontos szerepet jatszik a vel6léc-sejtek sorsdeterminacidjaban,
al., 1998), Ggy tlinik az agancsregeneracioban is képviselteti magat. Mount et al. (2006) a
kanonikus Wnt szignal utvonalat vizsgalta agancs metszeteken és sejttenyészetben a B-catenin

immunlokalizalasaval ill. az utvonal specifikus gatldsaval. A PB-catenin expresszidja az
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agancsban leginkdbb a differencialatlan sejttipusokhoz volt kothetd, az Gtvonal gatlasa pedig
fokozta a sejtek apoptotikus elhalasat, valamint eldsegitette a differenciaciot.

A differenciacid folyamatat Korpos és munkatarsai (2005) a matrilinek és egyéb ECM
molekuldk segitségével tanulmanyoztdk. A mezenhima sejtek leginkdbb a Matrilin-2-6t
termelik. Az elé-porc sejtek elkezdik termelni a Il-es tipusu kollagént, a link-proteint és a
Matrilin 4-et. Az érett porcban a Matrilin 1 expresszidja a legmagasabb.

Csoportunk AFLP-alapti Differential Display technikat alkalmazva keresett olyan géneket,
amelyek a novekedési porclemezhez képest eltéréen expresszalodnak (Molnar A et al., 2007).
Vizsgalatunk sordn 36 olyan gént azonositottunk, amely a novekedési porclemezhez képest
eltéréen expresszalodik. Ezek koziil 3 gént in situ hibridizacidval is jellemeztiink: az Annexin
(anxa?2) 11, Aplipoprotein D (apoD) és a-Tropomiozin (TM1) géneket. Ezek a gének (valamint
a Transgelint, a Phosphatidylethanolamine-binding proteint kodold gének) érdekes modon
rosszindulati daganatokban csokkent expresszidot mutatnak, amely felhivja a figyelmet a
nagyon intenziv agancsndvekedés szabdlyozott voltara. A fentiekkel Osszefiiggésben
megjegyezném, hogy mind az Annexin II (Wang W ¢és Kirsch T, 2002), mind pedig az
Apolipoprotein D (Lopez-Boado YS et al., 1994) expresszidjat a retinsav indukalja. Habar az
Annexin II szerepe a porc mineralizacidoban (a matrix vezikulumok ion-csatorndinak része) jol
dokumentalt (Kirsch T et al., 2000), az ApoD megnyilvanuldsa az agancs porcszdvetben

teljesen 1j eredmény, funkcioja ismeretlen.

2.2.3. Az agancsnovekedés idegrendszeri szabalyozasa

crer

sebességgel novekszenek, mint maga az agancs, kovetik annak litemét. Az agancs érzo-
idegrostokkal gazdagon ellatott szerv, amely poziciondlis informaciot nyujt a szarvasnak
agancsanak helyzetérdl, ezaltal segit megvédeni a fejlédésben 1évd agancsot a sériilésektol.
Az agancsot a haromosztatii ideg temporalis és szupraoptikus agai idegzik be (Wislocki és
Singer, 1946). Az agancs epidermisz és dermisz rétegében mielin hiivellyel ellatott és csupasz
idegrostok egyarant megtalalhatok (Vacek Z, 1955). Wislocki és Singer (1946) azt talaltak,
hogy a denervalt agancs hossza és forméja eltér a normalistol. Ha a csap perioszteum szovetét
elektomos uton stimulaltdk, nemcsak az agancs mérete ¢és tomege, de az alakja is
megvaltozott, a mineralizaci6 folyamata pedig késett (Bubenik GA et al., 1982). A kovetkezd

évben, elektromos stimulus hidnyaban is abnormalis formaji agancs fejlédott. Ez vezetett
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ahhoz a felismeréshez, hogy az idegeknek koziik lehet az un. tréfikus memoria jelenségéhez.
A fogalmat Bubenik és Pavlansky (1965) vezette be, és arra utal, hogy az agancs sériilése
esetén, a szarvas ,,teste” (innen a trofikus jelzd) valahogy megjegyzi a sériilés emlékét és a
rakovetkezo években is torzult agancs fejlodik. Az egymast kovetd években a torzulas lassan
»Kijavitodik™, de minél erdsebb volt a sériilés, €s az agancsfejlédésben minél korabban tortént,
anndl hosszabb ideig tart a ,,memoria”.

Agancsban eddig mar szdmos neuropeptidet és idegndvekedési faktort azonositottak. Gray et
al. (1992) szerint a Calcitonin gene-related peptide és a Substance-P fontos szerepet jatszik az
agancs gyors novekedésében. Egy masik csoport mRNS szinten azonositotta a
Neurothrophin-3 és Nerve growth factor molekulakat, amelyek expresszidjat szoveti
z6nadkhoz rendelték (Garcia RL et al., 1997; Li C et al., 2006). Mindemellett az idegrendszer
hatasa az agancsnovekedésre a legkevésbé ismert folyamat.

Osszességében elmondhatjuk, hogy az eddigi ismeretek azt bizonyitjak, hogy a faj-specifikus
agancs kialakuldsa harom f6 tényezotol fiigg: (1) a homlokcsonton elhelyezkedd induktiv v.
agancsképzd perioszteum jelenlététdl; (2) a tesztoszteron permissziv koncentracigjatol, amely
az induktiv perioszteum indukciojaval létrehozza a csapot; (3) és a megfeleld idegi
Osszekottetéstol, amely az induktiv perioszteum ¢és egy agyban talalhato, feltételezett
agancsnovekedési kozpont (AGC) kozott 1étesiil. Ugy gondoljak, hogy az AGC adja a trofikus
utmutatast a faj-specifikus agancs méretéhez és mintazatdhoz (Bubenik GA ef al., , 1982). A
fenti hipotézis azt feltételezi, hogy az AGC és az induktiv perioszteum kozotti dsszekottetés
nélkiilozhetetlen az agancsndvekedés létrejottéhez. Viszont ha mar 1étrejott a megfeleld
Osszekottetés, a csap szovetei mar nem sziikségesek a tovabbi agancsképzéshez. Amennyiben
a csapot eltavolitottdk, az nem gatolta meg a tovabbi agancs kialakulasat; a seb
begyogyultaval az idegek és a perioszteum taldlkozasi pontjanal 1j agancs létrehozasa volt

lehetséges (Bubenik AB és Pavlansky R, 1965).

2.3. A gimszarvas genetikai jellemz6i

Az 0sszehasonlité géntérképezés, azaz a gének helyzetének és sorrendjének fajok kozotti
Osszehasonlitasa, alkalmas a genom-szervezddés evolucids aspektusainak feltarasara,
masrészt alkalmazhatd egy ismeretlen géntérképii faj gén-elrendezddésének megismerésére
egy mar jol feltérképezett faj adatai alapjan. Tagabb értelemben két f6 markertipus
hasznalhato a térképezéshez (O’Brien S et al., 1993). Az egyik az n. I-es tipusti markerek

hasznalata, amelyek a fajok kozott erésen konzervaltak, de fajon beliil nem variabilisak. A
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masik, az un. Il-es tipusu markerek csoportja, amelyek altaldban polimorfok fajon beliil, de
alig konzervaltak a fajok kozott (pl. mikroszatellitdk). Az utobbi évtizedben a parosujju
patasok géntérképezésének az volt a f6 célja, hogy termeléssel kapcsolatos mennyiségi
jellegeket azonositsanak. Ebbdl kifolydlag elsésorban Il-es tipusu markereket hasznaltak a
gazdasagi allatok genetikai térképezéséhez. Habar az igy megismert mennyiségi jellegekhez
kapcsolt markerek nagyrészt atjarhatok voltak a kiilonbozd kérddzd fajok kozott (pl. juh-
szarvasmarha), emberben ezek nem voltak hasznalhatok az Osszehasonlitdo géntérképezéshez
(amely a masik f6 célja lehet a mennyiségi jellegek megismerésének). A gimszarvas
géntérképezés célja is elsdsorban az, hogy végso soron hus- és agancstermeléssel kapcsolatos
mennyiségi jellegeket tudjanak azonositani. Ebben segitséget nytjt az emldsok 6sszehasonlitd
géntérképezése is (Orosz L, 2001). A gimszarvas genomika egyik lehetdsége, a II-es tipusu
szarvasmarha- és juh markerek felhasznalasa. A masik lehetdség az interspecifikus hibridek
létrehozasa, majd az F, vagy ,backross” populacié felhasznalasa a térképezéshez.
Mesterséges megtermékenyitéssel 1étrehozhatdk fajok kozotti hibridek, mint pl. a gimszarvas
¢s a szambar szarvas (Rusa unicolor), vagy a gimszarvas és a milu (Elaphurus davidianus)
kozott (Asher GW et al., 1988; Muir PD et al., 1997). Ez utdbbi hasznalhaténak bizonyult a
géntérképezéshez (Tate ML, 1995), annak ellenére, hogy genetikailag viszonylag tavoli
fajokrol van szo (Pitra et al., 2004; Kuehn et al., 2005), eltérd a szezonalitasuk, viselkedésiik
¢s morfoldgidjuk (pl. agancs); viszont azonos kromoszémaszammal (2n=68) rendelkeznek. A
meglepd az, hogy a Haldane - féle szaballyal ellentétben, az F; hibrid nemzedék him
(heterogamétas) egyedei fertilisek, igy felhaszndlhatok a backcross térképezd populacio
létrehozasahoz, gimszarvas tehenek visszakeresztezése révén (ld. Bevezetés). Ezzel a
modszerrel Tate et al. (1995) ,elsd korben” négy kapcsoltsagi csoportot azonositottak,
elsésorban I-es tipust markerek (RFLV) felhasznalasaval, amelyet kés6bb kiegészitettek mas
kérédzokbol szarmazo, Il-es tipusi markerek segitségével kapott adatokkal (Slate J et al.,
2002). A térképadatokat 6sszesen 33 kapcsoltsagi csoportba rendezték. A kapott eredmények
azt tikrozték, hogy nagyfoku, konzervalt homolég szakaszok figyelhetd meg a szarvas,
szarvasmarha és ember kromoszomai kozott. Ez a tanulmany 48 szinténikus (kapcsoltsagi)
szakaszt irt le a gimszarvas és ember kozott, amely a genom-elrendezddés konzervalt voltara

is ravilagit (O’Brien SJ et al. 1997).
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3. Anyag és Modszer

3.1. Mintavétel

Az agancs csucsokat a bdszénfai szarvasfarmon (Pannon Lovasakadémia, Szarvasagazat)
gytjtottik. A kabitott gimszarvasok (Cervus elaphus) bikaitol késd tavasszal vettiik a
mintakat, miel6tt elérték volna a koronaagak szétvalasanak fazisat. Az agancs csucs felsd 10
cm-es végét tavolitottuk el és szovet zonakra szeparaltuk egy mar leirt modszer alapelveit
kovetve (Li et al. 2002) kisebb modositasokat végrehajtva: az agancs csucsat mezenhima, el6-
porc ¢és porc zonakra osztottuk, kozottiik atmeneti zondkat hagyva, valamint a mintavételt a
kozépso, periaxialis régiobol vettiik (9. dbra). A mintdk egy részét paraffinba agyaztuk, majd
metszEés utdn hematoxylin-eozin, valamint alcidn-kék festéssel (Carlson FL, 1997) allapitottuk
meg a szovet tipusok ill. a mintavétel helyességét.

A szarvas-magzati porcmintdkat egy hivatdsos vadadsz segitségével gyljtottilkk egy olyan
terlileten, ahol a bikédk és tehenek aranyat mesterségesen kell egyensulyban tartani, igy a
selejtezés elkeriilhetetlen. Az atlagosan 4 honapos kort (december vége és januar eleje kozott
gyljtott) magzatokat felboncolva, a hosszii csdvescsont kezdeményeket szeparaltuk és a
novekedési porclemezeket kivagtuk. Az iziileti porcot és a csont kézépdarabjat (diaphysis)
nem hasznaltuk fel. Mind az agancsmintdk, mind pedig a magzati mintdk tobb bikatol és
anyatdl szarmaztak, hogy elkeriiljiik az egyedi kiilonbségeket. A mintakat preparalasuk utan

azonnal folyékony nitrogénben fagyasztottuk és taroltuk.

3.2. RNS izolalas

A harom fent emlitett agancsmintabol (mezenhima, eld-porc és porc), valamint a magzati
porcbol kozvetleniil poliA-RNS-t izolaltunk Dynabeads Oligo(dT),s paramagneses gyongyok
segitségével (Dynal Biotech) a gyarté altal ajanlott pufferek és protokoll felhaszndldsaval. Az
30 percig 37°C-on, 80 unit RNasin (Promega) RN&4z inhibitor jelenlétében. Az RNS
mindségét 1%-os formaldehid-agar6z gélen -elektoforézissél, spektofotometridval és a
Glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz teljes hosszisagu transzkriptumanak amplifikalasaval

(G3PDH amplimer set, Clontech,) ellendriztiik.
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3.3. cDNS szintézis és konyvtarak létrehozasa

A cDNS szintézist és konyvtarak készitését a SMART cDNA Library Construction Kit
(Clontech) segitségével végeztik, kisebb eltérésekkel a megadott protokolltol. A c¢cDNS
szintézishez 1 pg mRNS mintakat hasznaltunk fel a CDSIII oligo(dT) primer és SMART IV
olig6 felhasznalaséaval. A reverz-transzkripcidhoz SuperScript II RNaseH-minus reverse
transcriptazt (Invitrogene) hasznaltunk 20 ul térfogatban, a gyartd ajanlasdnak megfeleld
eljarassal. A duplaszalu cDNS sokszorozasahoz 1 pl-t hasznaltunk az els6szal cDNS szintézis
reakcidelegyébdl, tovabba 1 pul ANTP mixet (egyenként 10 mM), 5 ul 10X BD Advantage2
PCR Puffert, 10 uM primereket (CDSII és 5’PCR), 1 pl 50X Advantage Polymerase
(Clontech) mixet és 1 pl (5 U) KlenTaq LA DNA Polymerase mixet (Sigma), 50 pl
végtérfogatban. A PCR reakcié ciklusai a kovetkezOk voltak: 5 perc 94 °C-os kezdeti
denaturacié egy ciklus hosszan, amelyet 94 °C-on 1 perces denaturacié és 68 °C-on 7 perces
elongacid kovetett 25 ciklus hosszan. A termékbdl 5 pl-t futtattunk 1 %-os agardz gélen, hogy
ellendrizziik a ¢cDNS mennyiségét és mindségét (hosszat). Tisztitds €s kicsapas utdn 3 pg
terméket Sfil (Promega) enzimmel vagtunk, majd méret frakcionaltuk SizeSep400
(Pharmacia) kromatografids oszlop segitségével. A keletkezd terméket kicsapas utan Sfil
emésztett, defoszforilalt ATriplEx2 fag-karokba ligaltuk, kiilonbozo ligalasi aranyok
felhasznalasaval. A ligalasi reakciokbol 1 ul mennyiségeket hasznaltunk az in vitro
pakolashoz (GigapackGold, Stratagene). Titralast kovetéen 1-2 x 10° pfu/ml rekombinans
fagot tovabb sokszoroztuk XL1-Blue baktérium térzsben, igy 10° - 10'° pfu/ml nagysagrendii
fagot kaptunk. A konyvtarakat 1xlabmda pufferben 10% DMSO hozzaadasaval, -80 °C-on
taroljuk.

A szarvasagancs cDNS klontarakat AFLP fragmentek azonositasara (konyvtarsziirés),
valamint agancs cDNS microarray fejlesztésére hasznaltuk, amely munkék kollégaim doktori
értekezését képezik.

A konyvtar készitése soran felhaszndlt primerek:

SMART IV™ Oligonucleotide

5 - AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTACGGCCGGG -3’
CDS 111/3' PCR Primer
5'-ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-d(T)30N—1N-3'
(N=A,G,C,vagy T; N-1 =A, G, vagy C)

5' PCR Primer

5'—- AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT -3’

5" Sequencing primer

5’ —= TCCGAGATCTGGACGAGC - 3’
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3’Sequencing primer

5" - TAATACGACTCACTATAGGG -3’

5’ Insertscreening

5’ —= CTCGGGAAGCGCGCCATTGTGTTGGT -3’

3’ Insertscreening

5’ — ATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGCC -3’

3.4. Microarray konstrukcio

A microarray készitését és hasznalatat mar korabban leirtak (Kitajka K et al. 2002; Puskas LG
et al. 2002b) ¢és az erre vonatkozo kisérleteket a Szegedi Biologiai Kézpont, Genomikai
Laborjaban végezték. Roviden: az egér microarray esetében 3200 szekvendldssal visszaigazolt
cDNS inzertet hasznaltak, amelyet pSPORT1 (Invitrogen) vektorrdl sokszoroztak fel, M13
forward ¢és reverse primerek felhasznalasaval. A termékeket MultiScreen-PCR plate
(Millipore) kit-el tisztitottak, 50%-0s DMSO/viz elegyben oldottdk és FMB cDNS lemezre
nyomtattdk MicroGrid Total Array System (BioRobotics) robot segitségével. A DNS
mintdkat duplikatumban nyomtattdk 16 tlivel, 4x4-es formatumban. A pontok atlagos mérete
200 um volt. Nyomtatas utan a DNS mintakat UV keresztkototték (Stratagene, 700 mJ), majd
utokezelés és blokkolasi 1épések kovetkeztek (Puskas LG et al. 2002a; Puskas LG et al
2002b).

M13-forward primer: 5'-GTA AAA CGA CGG CCA GT-3'
M13-reverse primer: 5'-GGA AAC AGC TAT GAC CAT G-3'

3.5. Probakészités és microarray hibridizéacio

Proba készitéséhez 300 nanogramm egyesitett agancs mRNS-t (100-100 nanogramm
mennyisében a mezenhimabdl, elé-porcbol és porcbol) és 300 nanogramm magzati porc
eredetit mRNS-t hasznaltunk, amelyeket a Genisphere Expression Array 350 Detection
system (Genisphere) segitségével irtak at a gyartd ajanlasanak megfeleléen. A jeldlt cDNS
mintadkat Ventana hibridizacidés automataban (Ventana Discovery) hibridizaltattdk az egér
c¢DNS microarray-hez un. ,,antitest” protokoll segitségével. Az els6 hibridizaciot 40 °C-on 6
oran keresztiil végezték Chyphyb pufferben (Ventana), majd 2,5-2,5 ul Cy5 és Cy3 ,,capture”
reagenst adtak hozza 200 upl “Ribohyb” hibridizacios pufferben (Ventana) jelamplifikacio
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céljabol és 2 oran keresztiil 42 °C-on inkubaltak. A hibridizaciot kovetden kétszer mostak

0.2XSSC-ben szobahdmérsékleten, majd megszaritottak és szkenneltek.

3.6. Az adatok beolvasasa (scanning) és kiértékelése

A szkennelést zold (543 nm a Cy3 jeldléshez) és vords (633 nm a Cy5 jeldléshez) 1ézerrel
veégezték ScanArray Lite (GSI Lumonics) konfokalis 1ézerszkennerrel 10 pm-es felbontason.
A beolvasott adatokat GenePix3.0 (Axon Instruments Inc.) software-el értékelték. Az
adatpontokat automatikusan pozicionaltdk egy racshald segitségével. Mindkét csatornara
megallapitottdk az atlag és médian intenzitds aranyokat, valamint meghatdroztadk minden
egyes pontra a helyi hatteret és kiszamitottdk az atlagos expresszids aranyokat, ami az atlagos
helyi hattérrel korrigalt pixel intenzitas ardnyait jeldli (Kitajka K et al. 2002; Puskas LG et al.
2002b). A normalizalast a globalis Lowess-mddszerrel végezték (Puskas LG et al. 2002b).
Kizartuk azokat az eredményeket, amelyek eltértek az azonos array-en 1évo replika ponttol
vagy az ismétléstél. A dolgozatban szerepld eredmények 4 adatpontbdl és 2 fiiggetlen
kisérletbdl szarmaznak (i.e. RNS tisztitds, jelolés €és hibridizacio). Azokat az eredményeket
definialtuk ,,up-reguléltnak” v. ,,down-reguldltnak”, ahol legalabb kétszeres volt az atlagos

expresszios kiilonbség.

3.7. Klénozaési eljarasok

Az Osszes agancsbol azonositott (de nem a cDNS konyvtarbol szdrmazd) cDNS fragmentet
pBluescriptKS (R,.,) (Stratagen) vagy pGemTeasy (R..,) (Promega) vektorba ligaltuk, majd
DH5a baktériumtorzsbe transzformaltuk. A transzformaldshoz hasznalt kompetens sejteket a
Mandel és Higa (1970) altal leirt modszer szerint készitettik és -80 °C-on taroltuk.
Transzformalds soran a kompetens sejteket 10 percig jégen tartottuk, majd a ligalasi
reakcioval elegyitve tovabbi 30 percig jégen hagytuk. Ezt kovetéen 2 perces hdsokkot
alkalmaztunk 42 °C-on, majd 5 percig jégen hiitottiikk a sejteket. A szelektiv taptalajon vald
szélesztés elbtt 1 oran keresztiil antibiotikum-mentes LB tapoldatban, 37 °C-on regeneraltuk a
sejteket. A klonozas sikerességét a felndtt baktériumtelepekbdl szarmazd plazmid DNS
restrikcios emésztésével végeztiik. Plazmid DNS tisztitdsdhoz a Qiaprep plazmid miniprep
kitet hasznéltuk (Qiagen). A pozitiv klonok valddisagat szekvenaldssal igazoltuk, amelyet
Perkin Elmer ABI prism 377 DNS szekvenalo késziiléken végeztek a Mezdgazdasagi

Biotechnolégiai Kutatokdzpont szekvenalo laborjaban.
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A felhasznalt primereket az Oligo vagy a Primer3 software-el terveztiik. Az oligonukleotid

szekvenciakat a mellékletben foglaltam dssze.

3.8. Valos-ideji mennyiségi RT-PCR (Real-Time Q-PCR)

A mennyiségi meghatarozdshoz 1 pg mRNS-t irtunk &t 300 unit Superscript II reverz
transzkriptaz (Life Technologies) segitségével 40 ul térfogatban, 200 nanogramm random
hexamer (Promega) ¢s 60 unit RNasin ribonukledz inhibitor hozziadéasaval. Az egyes
transzkriptumok gyakorisagatol fliggéen az els@ szl cDNS-t 10-100 szorosra higitottuk,
amelybdl 2 pl-t hasznaltunk fel a PCR reakcioban. Ennek dsszetétele a kovetkezd volt: 10 uM
primerek, 5 uM TagMan proba (Fam+Tamra), 10 pl JumpStart Taq ReadyMix 2X premix
(Sigma), valamint 0,5 pl (10 mg/ml) BSA (New England Biolabs), 20 ul végtérfogatban
Osszemérve. A PCR reakciokat LightCycler 3 (Roche) késziilékben futtattuk. Minden egyes
kisérlet haromszoros ismétlésben szerepelt (mind az agancsmintdk esetében, ami a ,.target”
volt, mind pedig a magzati porc esetében, ami referenciaként szolgalt). A mért adatokat (Cr
értékeket) a béta-aktin gén expresszidjahoz normalizaltuk (méréseink szerint a béta-aktin gén
expresszioja nem valtozik a vizsgalt agancszonakon beliil) és a RelQuant software (Roche)
segitségével elemeztiik. A felhasznalt oligonukleotidok és probdk szekvenciaja a mellékletben

talalhatok.

3.9. In situ hibridizaci6 agancs metszeteken

A hibridizacidkat egy korabban leirt mddszert kovetve végeztiik (Korpos et al., 2005). A
szarvas C2lorf70 és szarvas Osterix cDNS-eket pGemTeasy vektorba klonoztuk, a szarvas
Collagen 2al gént a klontarbol azonositottuk (pTriplEx vektorba agyazva). A plazmid
konstrukciok linearizaladsat kovetéen az in vitro transzkripciot SP6, T7 vagy T3 RNS
polimerdz enzimmel végeztiik, amelyek segitségével jeldlt sense és antisense ribo-probakat
nyertiink digoxigenin-UTP (Roche) beépitésével. A hibridizaciot 60 °C-on (C21orf70) vagy
55 °C-on (Osterix, Col2al) végeztiik. A hibridizaciot kdvetden mosasi sornak vetettiik ala:
kétszer 2XSSC-50%formamid, kétszer 2XSSC-25%formamid, majd kétszer 0,2XSSC-
0,1%Tween20 oldatok felhasznalasaval. A detektalast a 3.10. fejezetben ismertetem.
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3.10. Hibridizacio teljes egér embridokon (whole-mount) és egér embrid metszeteken

Az egér cDNS-ek azonositdsdhoz mRNS-t izoldltunk E10.5 (a vagina-dugd megjelenésétdl
szamitott napok szdma) egér embriokbol. Az egér C210rf70 (ezutdn mC210rf70) esetében egy
1280 bp hosszu szakaszt amplifikaltunk a kovetkezd primerek segitségével: forward pimer:
5’-TGCCATGAGATCTAGAGGACTC-3’, and reverse primer: 5-AAGGTGCTCGCC
ATGGCCAGAC-3’. A Tenascin-C esetében egy 701 bp hosszt szakaszt amplifikaltunk a
kovetkezo primerek segitségével: forward primer 5’-ATCAGT ACCACGGCTACCACAGA-
3’; reverse primer 5° — GTGCGTGTAACTTC TGGCACTCT - 3°. A termékeket
pBluescriptKS (mC21orf70) ill. pGEM-Teasy (Tenascin-C) vektorokba kloénoztuk A
Digoxigenin-UTP jeldlt probdkat a fentebb leirtak alapjan végeztiik. A hibridizaciét standard
protokoll szerint végeztiik (Xu Q and Wilkinson DG 1998), 5 um vastag metszeteken (agancs
és egér esetében egyarant), amelyeket Microm (Microm GmBh, Germany) késziilékkel
metszettiink . Roviden, 10 pg/ml proteinase K emésztést alkalmaztunk a teljes embriok €s a
metszetek feltarasahoz, természetesen az embrid stddiumdhoz optimalizalt ideig. A
hibridizaciot 67 ‘C-on (mC21orf70, whole-mount), 60 ‘C-on (mC2/0rf70, metszet), vagy 53
‘C-on (Tenascin-C, metszet) végeztik a 3.15-0s szekcioban feltiintetett pufferekben. A
digoxigenin jelolt RNS-t juh anti-digoxigenin-alkalikus-foszfatdz antitestel (Fab fragment,
Roche) detektaltuk alkalikus foszfatdz reakcioval egybekotve. Kromogén szubsztratként
nitrotetrazolium-kék- kloridot (NBT) és a  5-bromo-4-kloro-3-indolyl foszfatazt (BCIP)

hasznaltunk (Sigma). A metszeteket Kaiser-féle glicerines zselatinnal (Pharmacia) fedtiik le.

3.11. A rekombinans mC21orf70 fehérje szub-cellularis lokalizacioja

Az mC21orf70 teljes kodolo szekvencidjat Pfu DNS polimerazzal (Promega) amplifikaltuk a
kovetkezo primerek segitségével: forward 5° - TAG CGG AAT TCT CCA GGG AAG ATG -
3°, reverse 5’ - CCT CTA GAT CTC ATG GCA CAC ACT - 3°. A PCR terméket EcoRI-
Bglll enzimekkel emésztettiik, majd EcoRI-BamHI emésztett pEGFP-C1 (Clontech) vektorba
ligaltuk. A kapott konstrukciét (pC2lorf70-EGFP) szekvenalassal ellendriztiik. Egér
embrionadlis fibroblasztot (MEF) E13.5 egér embriokbol izolaltuk (ICR tdrzs), amelyet
antibiotikum ¢és 10% FBS-el kiegészitett DMEM médiumban tartottunk fel. A tranziens

transzfekcidhoz 5 pg plazmidot (kontrol és kisérleti) elektroporaltunk a sejtekbe Genew
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Pulser X-cell (BioRad) késziilék segitségével, elektroporacidos pufferben, a kovetkezo
beallitasokon: 240 V, 500 uF, 250 Q ; 4 mm elektréd tavolsagu kiivettaban. A kisérletet 24
oraval kovetéen a sejteket fotografaltuk Olympos IF71 mikroszkép és DP70 kamera
(Olympos) felhasznalasaval.

3.12. Tultermeltetési teszt (overexpresszid) RCS sejtekben és szemikvantitativ RT-PCR

Az mC21lorf70 ¢cDNS-t pCDNA3 (Rumpineo) vektorba (Life Technologies) ligaltuk, DHS5a
baktérium torzsbe transzformaltuk, majd szekvenalassal -ellendriztik. Az RCS (Rat
Chondrosarcoma) sejteket 6 liregli lemezekben novesztettilk, majd Kollagenaz-A (Sigma)
enzimes emésztést (Mukhopadhyay K et al. 1995) kovetéen 3 parhuzamos kulturat
transzfektaltunk FuGene6 (Roche) transzfekcios reagens felhasznalasaval. Az €16 sejtszdm
normalizalasdhoz MTT tesztet végeztiink standard eljaras szerint (DeLise AM és Tuan RS,
2000). A transzfekcids hatékonysagot a gyartd instrukcioinak megfeleldoen optimalizaltuk
pEGFP-CI1 vektor felhasznalasaval. A transzfecié mértékét FACS analizissel hataroztuk meg.
A FuGene6 reagens higitasahoz OptiMeM (Life Technologies) szérum-mentes tapoldatot
hasznaltunk. A sejtek inkubaldsat 24 ora elteltével befejeztiik és totdl RNS-t tisztitottunk
beloliik RNA Bi (AMS Biotechnology, UK) reagens felhasznalasaval.

A szemikvantitativ. PCR analizishez 4 pg DNazl-kezelt RNS-t irtunk at reverz
transzkripciéval a fent emlitett modon, majd tizszeres higitast kovetden 2-2 ul templatot
hasznaltunk a PCR reakciokhoz. A ciklusszdmot minden egyes vizsgalt génre nézve ugy
optimalizaltuk, hogy az amplifikacié kezdeti, linearis fazisaban tudjuk detektalni. A
primereket gy terveztiik, hogy 300 bp koriil legyenek. Az oligonukleotid szekvencidk a
mellékletben taldlhatok. A PCR protokoll a kovetkezd volt: kezdeti denaturacido 94 C°-on 5
percig (1 ciklus), majd 94C° 40 masodpercig, 58 C° 30 masodpercig és 72 C° 45 masodpercig
kiilonb6z6 ciklusszammal (Id. melléklet), végiil 72 C° 5 percig (1 ciklus). A reakcidkat 3
parhuzamos kisérletben végeztilk. A PCR termékeket 1,5%-0s agar6z/TBE gélen futtattuk,
majd gél képeket készitettiink Kodak Digital Science 1D (Kodak, USA) késziilek
segitségével. A csik intenzitdsokat GeneTools softwear (Syngene) segitségével analizaltuk és

a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogendz gén expresszidjahoz normalizaltuk.
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3.13. Northern hibridizacio

A total RNS tisztitasa soran a Chomczynski, P. és Sacchi, N. (1987) féle modszert kovettiik.
A folyékony nitrogénben tarolt szdvetmintakat (kb. 500 mg-os darabokat) el0szor porra
tortiik, ezt kovetden két térfogat 5 M guanidium-tiociandtban homogenizéltuk, majd savas
fenol-kloroformban vontuk ki. A totdl RNS-t izopropanollal csaptuk ki, majd 80 %-os
etanolban mostuk, szaritas utdn RN4az-mentes vizben oldottuk. A Northern analizishez 10 pg
RNS mintakat futattunk 1,2 %-os formaldehid-agaréz gélen, majd HybondN+ (Amersham)
membranra vittiikk at kapillaris blottolasi technikaval (Sambrook J et al., 1989). A probakat
(kb. 50 ng) [o**P]dATP —vel jeldltiik random hexamer és E. coli DNA Polymerase I Large
(Klenow) Fragment (Promega) felhasznaldsaval, ,,random priming” pufferben.

A hibridizaciokat 65 C°-on végeztik PerfectHyb TM Plus (Sigma) pufferben, majd a
membranokat ugyan ezen a hémérsékleten (2xSSC-0,1%SDS, majd 0,2xSSC-0,1%SDS)

mostuk. A radioaktiv jelet Storm Phosphorimager késziilék (Molecular Dynamics)

segitségével detektaltuk.

3.15. Standard pufferek:

10xMAE (pH 7): MOPS 0,5M
EDTA 100 mM
10xlambda puffer: NaCl 1.0M
MgSO4+7H20 0.1 M

Tris-HCI (pH 7.5)  0.35M

1xlambda puffer: 10x lambda puffer tizszeres higitasa desztillalt vizzel és 0,01% zselatin
hozzaadasa

SxTBE: Tris bazis 445 mM
Borsav 445 mM
EDTA 10 mM

20xSSC: Natrium-citrat 300 mM
NaCl 3M

Random priming jel61d puffer: TrisCl (pH 8.0) 0,5M
BSA 4 mg/ml
MgCl, 50 mM
DTT 100 mM
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dNTP mix 20 mM dCTP, dGTP, TTP
HEPES (pH 6,5) 2 mM

Hibridizécios puffer- whole mount: Blocking reagens 1%
Formamid 50%
SSC 5x
Torula RNS 1 mg/ml
Heparin 1 mg/ml
Tween-20 0,1%
CHAPS 0,1%
EDTA 5 mM

Hibridizéciods puffer-in situ: Formamid 50%
Tris-Cl (pH 7,6) 100mM
tRNS 0,2 mg/ml
Denhard’s reagens  1x
Dextran-szulfat 10%
NaCl 0,5M
SDS 0,05%
EDTA 1 mM

Detektal6 puffer- in situ: Polivinil-alkohol 10%
Tris-Cl (pH 9,5) 100 mM
NaCl 100 mM
MgCl, 5mM

Elektroporacids puffer: HEPES (pH 7.0) 20 mM
NaCl 137 mM
KCl1 5 mM
Na,HPO4 0,7mM
gliikoz 6 mM
B-merkaptoetanol 0,1 mM

Taptalajok:

LB médium: Bacto tripton 10g

(pH 7.0) Bacto ¢éleszt6 kivonat S5¢g 1000 ml

NaCl 10g

LB agar lemez: 12g agar/1 liter LB médium
LB top agar: 7g agar/1 liter LB médium
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A felhasznalt baktériumtorzsek genotipusa:
E. coli DHS5a supE44 AlacU169 (p80 LacZAM15)
(Hanahan, 1983) hsdR17 RecAl gyrA96 thi-1 relAl

E. coli. XLL1-Blue endAl, gyrA96, hsdR17, lac —, recAl, relAl, supE44, thi-1,
(Wood et al., 1985) [F'lacl gZ DM135, proAB, Tnl0]
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4. EREDMENYEK

4.1. A vizsgélt agancsminték és a magzati porclemez szovettani leirdsa

Az agancs csucs szovettani leirdsa korabbi publikaciokban részletesen megtalalhaté (Banks
JW és Newbry WJ 1983; Price JS et al. 1996; Korpos E et al. 2005). A dolgozat
szempontjabol azonban Iényegesnek tartom annak rovid leirasat a sajat tapasztalataink szerint,
amely jol egyezik a fenti leirasokkal.

Munkank soran az un. barkas-barsonyos agancsot harom f0 szovettanilag elkiilonithetd zonara
szeparaltuk: mezenhima, elé-porc és porc zondkra (9.A. abra).

Az agancs csucs apikalis részén taldlhaté a mezenhima szovetréteg, vagy mas néven tartalék
mezenhima, amely elnevezés arra utal, hogy az amigy embrionalis kotoszovetek kozé tartozo
mezenhima szovet megmarad a feln6tt allatban és intenziv osztddasaval templatot szolgaltat
uj szovetek létrehozasdhoz. A csucsi részben, kdzvetleniil a dermisz alatt talalhato régidoban a
perichondrium fibrozus rétege taldlhatd, amely itt nagyon keskeny sejtekbdl allo, rostos
kotdszoveti extracellularis matrixban gazdag szovet. Ez alatt taldlhatdé a mezenhimdbdl
szarmaztathatd (nem publikalt megfigyelésiink) porchartya sejtes allomanya, amely itt
szorosan egyiitt 4119, ors6 alaku sejtekbdl all. A mezenhima mélyebb rétegében a sejtek csillag
formajuva valnak és a differenciacié elérehaladtaval megnd a térfogatuk. A mezenhima réteg
a csucsi részben a legvastagabb, azonban megtalalhato végig az agancs oldalsé felszinén is
korkordsen, mint a perikondrium és késébb a perioszteum belso, sejtes rétegeként (ezutan
,oldals6 mezenhima”). Az altalunk mar nem vizsgalt zonaban (proximalisan a vizsgalt porc
zonat6l) intramembran csontosodassal csontgallér képzddik kozvetleniil a mezenhimabol. A
csucsi mezenhima keskeny vérereket tartalmaz vékony perivaszkularis szovettel dvezve,
amelyek parhuzamosan futnak az agancs hossztengelyére nézve.

Az elO-porcszoveti zoéna morfologiailag nagyon hasonld, de sejttanilag heterogén pre-
kondroblasztokbdl és kondroblasztokbdl tevodik Ossze. A tojasdad vagy orso alakt sejtek a
vérerek mentén hengeres elrendezésben épiilnek fel. A vérerek itt mar vaskosabbak, mint a
mezenhimaban, a perivaszkularis zéna is kifejezettebb.

A vizsgalt porcszdveti zona foleg érett és hipertof sejtekbdl all és a vérerek kodzott porc-
gerendakat hoz 1étre (9.BC. éabra). JOl szemlélteti a porc fejlodését a Il-es tipusu kollagén
(Col2al) progressziv felhalmozodasa, amit az 1. abra in situ hibridizacios képei mutatnak: a
mezenhiméaban gyakorlatilag nem detektalhatd, az elé-porcban gyenge, mig a porcban

erdteljes expressziot mutat a Col2al gén (9.D. abra). Szintén jol megfigyelhetd alcian-kék
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festés segitségével a GAG molekuldk progressziv felhalmozédasa a mezenhimatdl a
porcszovet iranyaba.

Az Osszehasonitasként szerepld szarvas magzati porclemezben felismerhetdk a jol definialt
képletek: nyugvd, osztdédo, hipertof porcsejtek, valamint az elsédleges csontosodési kozpont

egy része (13.F. abra).

A B C D

Alcian-kék Col2al

O

9. dbra: Az agancscsucs sematikus abrazolasa
A.: Az abra az agancscstcs 6 szovetzonait jeloli. M: mezenhima; PC: elé-porc; C: pore; TZ:
atmeneti zondk. A szaggatott vonalak kozotti teriilet a mintavételi helyeket jeloli. Apro
rozsaszin alakzatok: mezenhima; kék ovalis formék: elé-porc; zold ovélis formdk: porc;
fekete csikok: perikondrium; fekete hullamos vonalak: vérerek. A harom-irdnyu nyil a
mezenhima sejtpopulaciok utvonalat jeloli (fekete nyil a perikondrium-, kék nyil az el6-porc
iranyaba). B.: H&E: hematoxilin és eozin festés; C.: alcian-kék festés; D.: Col2al: Il-es

tipusu kollagén - in situ hibridizacié. Vonalmérték: 100 pm.

4.2. Az egér cDNS microarray-en detektalt agancs génexpresszios profil

Az agancs csucs génexpresszios profiljat szarvas magzat novekedési porclemezével
hasonlitottuk 6ssze, mivel széles korben elfogadott nézet szerint az agancs képzddése egy

modosult endokondralis csontosodasi tipust képvisel. Mivel a kisérlet idején még nem létezett
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szarvas microarray (azota mar létrehoztuk az elsét a vilagon), ezért egy olyan egér cDNS
microarray-t készitettiink, amely 3200, vegyes konyvtarakbol szarmazéd génprobat hordozott,
majd ezt haszndltuk az expresszios profil feldllitisahoz. Mivel a magzati ndvekedési
porclemez nem tartalmazza az agancsban megtalalhatd homoldég szdoveteket, mint a
mezenhima és el-pore, ezért azoknak a géneknek a fokozott mitkkddését vartuk az agancsban
a porclemezhez képest, amelyek (i) szerepet jatszanak a mezenhima porc (€s talan csont)
felelds lehet az agancs intenziv ndvekedésében. Ezzel az Osszehasonlitdsi eljarassal a
haztartasi gének nagy része is kiszlirhetd, hacsak magas expressziojuk nem sziikséges a
robosztus agancsnovekedést jellemzé fokozott metabolikus igényhez. A microarray
hibridizacié eredményeként 15 olyan gént kaptunk, amely expresszidja minimum kétszerese
volt a novekedési porclemezben tapasztaltaknak (1. tdblazat). Eredményként megjelentek a
magas metabolikus igényt reprezentalé gének, mint pl. a Peroxysomal long-chain acyl-CoA
thioesterase (peroxiszomalis enzim), Gluthatione-S-transferase alpha 2 (mitokondralis
enzim), CTD small phosphatase 2 (riboszoma, megndvekedett transzlacios aktivitas) és a
Golgi reassembly stacking protein 1 (Golgi-apparatus, megnovekedett poszt-transzlacios
aktivitads). A géneket tovabb osztalyoztuk annak alapjan, hogy ismert e a szerepiik a porc-,
vagy csontképzddés kapcsan. Kiilonosen érdekesnek talaltuk az un. Polycomb gének
megjelenését, hiszen eddig kevés publikacio emliti feltételezhetd szerepiiket a csontfejodés
kapcsan. Az 1. tablazat a gének és az 6roklodd betegségek kapcsolatat is feltiinteti, valamint
azt, hogy az eddigi kutatdsok vizsgaltdk e valamilyen &llat modellen a funkcidjukat
(homozigdta null-mutans egér, géncsendesitett vagy taltermeltetett gén).

Természetesen az un. ,,down-regulalt” géneket is megvizsgaltuk a microarray hibridizacio
soran, azonban ez nem tartozott az eredeti kérdésfeltevéshez, valamint a fenti kifejezés itt mas
értelmet nyer: erdsebben expresszalodd géneket jelent a magzati porclemezben (Id. a 2.
tablazatot az M2.1. mellékletben). Szembetlind volt a fehérjelebontds in. proteoszémas
utvonal génjeinek (és egyéb haztartasi gének) megjelenése, azonban ezekrdl a génekrdl nem
talaltunk informéciot, hogy milyen szerepiik lehet a vazfejlddésben. A fehérjelebontas
génjeinek csokkent miikodése szamunkra azt jelenti, hogy az agancsndvekedés soran a

felépités (anabolizmus) dominal a lebont6 folyamatok (katabolizmus) felett.
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1. tablizat: A heterolég microarray hibridizicioé eredménye. Az aganesfejlodésben szerepet jatszo kandidans
gének, amelyek expressidja 22X értéket mutat a kontroll szarvas magzati porchoz képest (médian értékek)

A.: Gének, amelyeket mar kapcsolatba hoztak a vazfejlodéssel. B.: Gének, amelyek szerepét még nem igazoltak
a vazfejlodeés kapesan

ELERESI A VALTOZAS

A GEN NEVE SZAM MERTEKE FUNKCIO MUTANS FENOTIPUS
Growth arrest specific 2 AA423395 200V Apoptdzis és Fokozott érzékenység a
(Gas2) kondrogenezis a p53 figgd apoptozisra (ov-ex) (a)
Bmp Receptor type 2 AA276913 2,04V TGF-béta signalizdcid Primary pulmonary hypertension(OMIM-
(BmpR2) 600799), gasztrulicid lealldsa (</-) (b)
Glypican 3 AA274932 2,08V Bmp4 r.n'igna]i.c‘;icifl Simpson-Golabi-Behmel

modulilisa Szindroma (OMIM300037)
Sprouty homolog 1 WR2G68 225V FGF szignalizicid Chondrodisplasia (ov-ex) (¢}
B G-rich sequence binding AA222738 2,00V Transzlicios szabilyozis  Megrividiilt hitulso testfel,

factor 1 (Grsf1) Wnt szignalizicio A neuroepitélium tilnévése (RN AT (d)
Peroxisomal long-chain W70705 2,00 Metabolizmus ND
acyl-CoA thioesterase
CTD small phosphatase 2 AA253923 2,00 Transzlacio ND
Ring 1 and YY1 binding AWS45359 2,16 Transzkripcids represszio ND
protein (Rybp) (D)
Mitochondrial ribosomal AA200443 2,20 Metabolizmus ND
protein 825
Glutathione-S-transferase AA2TA682 241 Transzlacid ND
alpha 2 (Ye2)
Neuronal protein 3.1 AA259807 245V TGF-béta szignalizicid ND
(p3ll)
C2lorf70 AA242200 2,50 [smeretlen ND
Golgi reassembly AA222141 275V Golgi struktarilis protein ND
stacking protein 1
Tribbles homolog 2 AA268333 291V Sejtosztodas ND
(Trb2)
Ring finger protein 2 AA407545 350V Transzkripcios represszid  Gasztrulacio ledllasa (</-)
(Rnf2) (D) homeotikus transzformicio (ov-ex) (e, 1)

V.: Validdlva valos ideji RT-PCR-el

ND.: Nem vizsgilt; D.: két kiilonboz0 matrixponton detektalt
OV-EX.: ha taltermeltették: (-/-): homozigdta null-mutins egér
RNAIL: gén-csendesitett

a.: Benetti R et al. (2001)

b.: Beppu H et al. (2000)

.» Minowada G et al. (1999)

d.: Lickert H et al. (2005)

e.: Voncken JW ctal. (2003)

f.: Suzuki M et al. (2002)

~

4.3. A szarvas ortoldg gének azonositasa

Ahhoz, hogy meg tudjuk erdsiteni a heterolég microarray hibridizacié eredményeként kapott
géneket, sziikségiink volt az ortolog szarvas gének szekvencidinak ismeretére. Fiiggetlen
modszernek a mennyiségi valos idejii QRT-PCR-t valasztottuk. Az 1. tablazat génjei koziil 9
olyan gént valasztottunk ki, amelyeknek valamilyen koziik lehet a csontfejlédéshez, vagy nem
ismert a funkciojuk. A tizedik gén a béta-actin haztartasi gén volt, amely mint normalizacids

kontroll szerepelt.
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Mivel nagyon csekély szamu szarvas cDNS szerepel az adatbazisokban a szarvas ortolog
gének azonositdsdhoz az altalunk zoo-klonozasi eljarasnak elnevezett modszert fejlesztettiik
ki. Lényege, hogy eldszor az egér cDNS szekvencidval BLAST keresést végeztiink a
szarvasmarha EST adatbazisban. Az igy kapott taladlatokat a SeqMan (DNAstar) program
segitségével kontigokba rendeztik, igy az atfedé6 EST szekvencidkbodl viszonylag hosszi
szekvenciakat nyertiink. Ezen hosszabb szekvenciakkal jra BLAST keresést végeztiink, hogy
ellendrizziik valoban az adott mRNS-t kodolja a kapott nukleotidsorrend (10. abra). Mivel a
szarvasfélek (Cervus) és a marhafélék (Bos) kozeli rokonsidgban 4ll6 nemzetségek, a
szarvasmarha felépitett mRNS kontigok kdédold szakaszara terveztik a primereket. A
tapasztalatunk azt mutatta, hogy a hasonlosadg a gimszarvas és a szarvasmarha szekvenciak
kozott 90-99%-o0s az mRNS-ek kodolo részén. Abban az esetben, ha az adatbazisok nem
tartalmaztak az adott mRNS-nek megfelel6 EST szekvencidkat, tobbszords illesztést
végeztiink annyi emldsfajtol szarmazo szekvencidkkal, amennyi elérhetd volt. Az igy kapott
konszenzus szekvenciadkra terveztik a primereket. A Gas2, Grsfl, Glypican3, p311,
C210rf70, Trb2, és Rnf2 génekre a marha szekvenciak felhasznalasaval, mig a BmpR2 és
Sproutyl génekre a konszenzus szekvencidk alapjan terveztiik a primereket. A kapott cDNS
fragmenteket klonozas utan szekvenaltuk. Az eredmény azt mutatta, hogy az adott szarvas
mRNS 80-98%-0s hasonlosdgot mutat a megfeleld egér génszakasszal, 83-94%-o0s
hasonlosdgot az emberi, és ahogy azt reméltiik, 91-98%-o0s hasonldsdgot a szarvasmarha gén
szakaszokkal (M.2.6. melléklet, 6. tablazat). A gimszarvas mRNS szekvenciakat elkiildtiik a
GenBank adatbéazisba. A primerek oligonukleotid sorrendje, valamint a GenBank elérési
szamok a mellékletben talalhatok (3. tablazat).

A fenti két moddszerrel szamos porc- és csontfejlodési marker gént is azonositottunk a
gimszarvasban: Cbfal, Bone sialoprotein, Msx1, Bmp2, Bmp4, DIx5, Fgf8, FGFR4, Gdnf, N-
cadherin, Osteopontin, Osterix, Sox9, Twistl, Tenascin-C és Wntl géneket (nem publikalt

eredmények).
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Ellenorzo BLAST keresés a konszenzus szelivenciaval

E— Primer tervezés a kodols
— szelkvenciara

10 abra: A zoo-kl6zozasi eljardas munkafolyamata

4.4. A microarray adatok validalasa

A microarray adatok megerdsitése kvantitativ PCR segitségével tortént. A kilenc kivalasztott
gén koziil hat gén esetében tapasztaltunk a microarray adatokkal egybees6 eredményeket. Egy
gén esetében (p311) szintén fokozott expressziot tapasztaltunk (1,43- szoros kiilonbség), de
nem érte el a kétszeres expresszios kiilonbséget. Két gén esetében ellentétes eredményeket
mutatott a kvantitativ PCR, tehat a magzati porclemezben magasabb volt az expressziojuk

(11. abra). Ezeket a géneket kizartuk a tovabbi vizsgalatokbol.
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11. &bra:

A heteroldég microarray hibridizacié (lires oszlopok) €s a kvantitativ valos-idejiit PCR

(csikozott oszlopok) eredmények 0sszehasonlitasa 9 kivalasztott gén esetében. Relativ

expresszio: génexpresszio az agancsban per génexpresszid a magzati névekedési

porclemezben.

A gének expresszios profiljat az agancs kiilonbozé szovetrétegeiben is meghataroztuk (12.

abra). A kivalasztott (validalt) gének expresszids szintjét, a p311 nevii gént is beleértve (mivel

err6l a génr6l még nem szerepelt eddig informéci6 a vazfejlédés kapcsan) paronként

elemeztiik: (1) a mezenhiméat viszonyitottuk az el6-porchoz, (2) a mezenhimat viszonyitottuk

a porchoz, (3) valamint az eld-porcot viszonyitottuk a porchoz. Természetesen ebben az

esetben is az expresszios értékeket a béta-aktin gén expresszidjadhoz normalizaltuk. Az

expresszios értékek a 12.A dbran lathatok. Ahhoz, hogy az expresszids dinamikat szemléltetni

tudjuk, bevezettiink egy un. expresszios logot. Ennek célja, hogy egyszerii ratekintéssel meg

tudjuk allapitani azt, hogy melyik agancs zoénaban a legerdsebb az egyes gének expresszidja,

valamint azt, hogy hogyan véltozik az expresszidjuk az agancsfejlédés soran, ami egyben azt

is jelenti, hogy hogyan valtozik a gének aktivitdsa a differencidcié soran a mezenhimabol

porcszovet irdnyaba (12.B abra).
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A hét vizsgalt gén koziil 2 génnek a mezenhimaban volt a legmagasabb az expresszidja
(Grsfl, Sproutyl), 3 génnek az el6-porcban (Trb2, Rnf2, C21orf70) és 2 génnek a porcban
(p311, BmpR2). Ez utobbi géneket ,robusztus” tipustiaknak neveztiik el, mivel a
porcszovetben mutatott magas expresszidjuk hozzédjarulhat az agancs felfokozott
novekedéséhez. Ha az expresszids valtozasokat is figyelembe vessziik Otféle expresszios
mintazatot lathatunk. Azonban hdrom esetben tapasztalhatdo az agancs szovetrétegek kozotti
jelentds expresszios valtozas: a Sproutyl (4,7- szeres), az Rnf2 (3,5- szeres) és a BmpR2 (4-

szeres) esetében.

A Grsfl  Sprowtyl C2lorf70 Trb2  Ruf2  BmpR2 P31
Mezenhma 1,367 1,761 0,896 0,919 0283 0,601 0960
per + + + + + + +
Eld-pore 0107 0112 0063 0,137 0038 0001 0023
Mezenhima 1563 4700 1210 1411 0404 0250 0,569
per I + + + + + +

Paorc 0038 0234 008 0111 0,011 0024 (0085
ElG-pore 1,144  z2g2z 1,351 1615 1,582 0412 (580
per + + + * + + *

Porc 0,117 0251 0127 0087 0,31 0,038 0,043
B
Mezenhima 0 0 0
Elo-pore 3,53 @
¥ o
Pore 1 1 1 {1 4,0001,78

12. abra:
Génexpresszids aranyok és dinamikak az agancs vizsgalt szoveti zonaiban.
A.: Génexpressziok kvantitativ, paronkénti Osszehasonlitisa az agancs harom (a
differenciacioban egymast kdvetd) szoveti zonaban, valos idejii kvatitativ PCR segitségével.
B.: Az expressziok sematikus abrazolasa ,logd” segitségével az abra (A) részének adatai
alapjan. Rombusz: mezenhima-; kor: eld-porc-; négyzet: porc zénat jeloli. A szimbolumokon
beliili szamok relativ expresszios értékeket jelolnek, ha a legalacsonyabb expressziot

egységnek tekintjiik.

4.5. A szarvas C21orf70 mRNS in situ lokalizalasa agancs metszeteken

crer

vazfejlédés kapcsan, ezért kivancsiak voltunk, hogy az agancs milyen sejttipusaihoz kothetd
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az aktivitasa. Ez a C210rf70 (a human 21-es kromoszoma 70-es nyitott leolvasasi kerete)
nevi gén volt. Ezt a gént emberben talaltak a 21-es kromoszoma transzkripcids egységeinek
vizsgalatakor és PREDS6-nak nevezték el (Reymond et al., 2001).

Az agancs cstcsban in situ hibridizacioval detektaltuk a C21orf70 (szarvas ortolog)
transzkriptum jelenlétét (13. abra). A mezenhimaban egyontetiien kozepesen erds jelet
detektaltunk. Az el6-porc zondban valamivel erdsebb jelet kaptunk. A képzddd eld-porc
nodulusok (kondenzicids egységek) sz€lsd, laposabb sejtjei erdsebb expresszidot mutattak,
mint a csomok kozepén elhelyezkedd mar differencialtabb, kerek sejtek. A perivaszkularis
zona sejtjei hasonlo intenzitdst mutattak, mint a mezenhima sejtjei. A porcszoveti zonaban,
mind a mezenhimahoz, mind az elé-porchoz képest gyengébb expresszidt tapasztaltunk. A
kapott eredmény Osszhangban van a kvantitativ PCR mérések adataival. Megvizsgaltuk a
C210rf70 expressziojat a szarvas magzati porclemezben is, de a mi rendszeriinkben a
detektalasi hatar alatt maradt, mig a pozitiv kontrollként szereplé Col2al antiszensz proba

erds jelet adott.

13. &bra
A C210rf70 RNS (szarvas ortoldg) in situ lokalizalasa agancs metszeteken.
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13. &bra jelmagyarazat: A voros nyil az erek kozotti elé-porc kondenzaciokat mutatja, a
sarga nyil a perivaszkularis szovetet jeloli. A: mezenhima; B: elé-porc; C: porc-szdveti
zondk. D: In situ hibridizacio szensz C210rf70 RNS probaval agancs metszeten (negativ
kontroll). E: In situ hibridizacio antiszensz Col2al probaval agancs metszeten (pozitiv
kontroll). F: Példa a kisérletekben szerepld szarvas magzat ndvekedési porclemezének
szovettani felépitésére; hematoxilin-eozin festés. G: In situ hibridizacié antiszensz C21orf70
RNS probaval szarvas magzati porclemezen. H: In situ hibridizacié antiszensz Col2al RNS
probaval szarvas magzati porclemezen (pozitiv kontroll).

Meértékvonalak: 80 pm (A-C); 100 um (E); 200 pm (F); 50 um (H).

4.6. Az egér C21orf70 mRNS in situ lokalizalasa teljes embriokon és metszeteken

Téagabb értelemben véve az agancsregeneracid soran torténd differencidcié nagyban hasonlit
az embrionalis végtag fejlddéséhez, azzal az eltéréssel, hogy ott izomelemek képzddése is
koveti a porcelemek kialakulasat. A C21orf70 embrionalis fejlédés alatti expresszidja nem
ismert. A gén expressziojanak lokalizalasdhoz E9.0, E10.5, E11.5, E12.5 és E13.5 stadiumu
teljes embriokon ill. metszeteken végeztiink in situ hibridizacios kisérleteket. Az embriok
stadiumat a parzasi nyalkatomldé megjelenésétdl szamitottuk (plusz fél nap), valamint a
boncolés utan megallapitottuk a fejlettségiiket a szomitak szama és egyéb jellegzetes képletek
alapjan (EMAP, embryo stage selector, http://genex.hgu.mrc.ac.uk/Atlas/intro.html). Az
anatomiai képleteket atlasz segitségével azonositottuk (Kaufman MH, 1992).

Az E9.0 stadiumu embridkban (15-18 par szomita) a legjellegzetesebb a feji mezenhimaban
tapasztalhatd szignal volt az eld- és kozépagy szintjén kozépvonalban, a veldesd eliilsd
végének zarddasa. Szintén erds jelet kaptunk a fejlodd 1ato-holyag teriiletén, de nem tudtuk
eldonteni, hogy a tapasztalt jel a neuroepitéliumban vagy pedig a feji mezenhimaban van,
amely utobbi ebben a stadiumban még elvalasztja a latd-holyagot a felszini ektodermatol.
Kozepesen erds jelet tapasztaltunk az elsd kopoltyuiv allkapcsi részében. Erre a stadiumra
jellemzd a testfal oldalsé részén megjelend redd, ahol kozepes erdsségli jelet detektaltunk
azon a tajékon, ahol az eliilsé végtagbimbo kitlirddése varhatd. A jel azonban joval diffuzabb
Az E10.5 stadiumu embridkban (35-38 par szomita) gyenge jelent kaptunk mindenhol a testen
(14.B. abra). Erds jelet tapasztaltunk azonban az eléagy, az oldalsé frontonazalis nyulvany és

a kozépagy oldalso teriiletén. A 1ato-holyagban tapasztalt szignal az el6z6 stadiumhoz képest
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nagymértékben csokkent. Kozepesen erds jelet tapasztaltunk a hallo-holyag kornyékén ¢és a
masodik kopoltytiv csticsanak poszterio-lateralis oldalan. A legjellegzetesebb az erds ¢€s ¢€les
szigndl volt az apikalis ektodermaredd koriil (AER).

Az E11.5 stadiumt embridkban (43-48 par szomita) a C21orf70 expresszidja dominansan az
idegrendszerben jelent meg legerésebben (14.C. abra). A gerincveldi idegek szegmentalt
elrendez6dése a test hossztengelye mentén jol latszodott a jelolt C21lorf70 mRNS
lokalizalasaval. Az apikalis ektodermaredd koriili jel nagyrészt eltiint. Valamivel fejlettebb
allapotu E11.5 embriokat (14.D. abra) megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a végtagbimbok
atvilagitasaval viszonylag gyenge jelet adtak, de jol latszodtak a végtagban kialakulo
mezenhimalis eld-porc kondenzaciok (ujjak, alkar és labszarcsontok elé-alakjai). Ugy véljiik,
hogy az mC21orf70 specifikusan a mezenhimalis kondenzacidohoz toborzodo sejtekben
expresszalodik, tehat a kondenzacido meginditasaban jatszik szerepet.

Az E12.5 stadiumi embriokban (48-51 par szomita) az mC21orf70 expresszidjat csak a
kozépagy teriiletén detektaltuk (az adat nem latszik), valamint gyengén a fejlodo
végtaglemezekben az ujjak kozotti hartyaban (14.E. abra). Ugy gondoljuk, hogy a
mezenhimalis elé-porc kondenzacié ebben a stadiumban még folytatodik az altal, hogy Uj
mezenhima sejtek toborzodnak és rakodnak rd a fejlddé blasztémara az ujjak kozotti
mezenhimabol.

Az E13.5 stadiumt embriokban (52-55 par szomita) az mC210rf70 expresszidja mar nagyon
gyenge, csak a gerincveld (nem latszik), az wujjakat létrehozo porc elemeket o6leld
perikondrium és az ujjak csucsi része mutatott gyenge expressziot (14.F. abra). Valosziniileg a
mezenhima sejtek hozzarakodasa az ujjak cstcsi részéhez hozzajarul azok hosszanti
novekedéséhez.

Az in situ hibridizaciot elvégeztiik E12.5 stadiumi embriok hosszanti metszetén is, hiszen
ebben a stadiumban torténik a csigolyatestek kialakuldsa a szklerotom egységekbdl.
Péarhuzamos kisérletben elvégeztiikk a Tenascin-C hibridizacigjat is, amely gén expresszidja
egy jellemzé markere a mezenhimalis kondenzacionak. Az eredmény azt mutatta, hogy a
mC21orf70 expresszidja (14.G. abra) parhuzamosan jelenik meg a ventralis szklerotémok
gyakorlatilag teljesen atfedett a C21orf70 expresszidjaval, azonban az utdbbi valamivel
specifikusabban jelent meg a szlerotomok kranialis oldalan.

Az EI13.5 stddiumi embridkon végzett hibridizdcido gyakorlatilag nem adott jelet a
gerinctengely mentén; a mar kondenzalodott és fejlodésnek indult (epitél sejtekkel koriilvett)

elé-porc elemek nem expresszaltak a mC210rf70 mRNS-t (az adat nem latszik).

51



4. EREDMENYEK

52



4, EREDMENYEK

14. 4bra

14. &bra jelmagyarézat: Teljes embrié (whole mount) in situ hibridizacio (A-F) és in situ
hibridizacié egér embrid metszeteken (G-J) egér C21orf70 riboprobaval. Az mC21orf70
génexpresszid altalanos fenotipusos jellemzoi korai stadiumu egér embridkon. A: E9.0 egér
embrid; B: E10.5 egér embrid; C: E11.5 egér embrid. D-I: Teljes embrion és egér embriod
metszetek végzett in Situ hibridizaci6 mC21orf7/0 RNS probaval a mezenhimalis
kondenzaciok jellemzé helyszinein. D: Késéi stadiumu E11.5 embrio6 eliilsé végtaglemeze. E:
E12.5 embrio hatulsé végtaglemeze. G-l1: E12.5 embriok szaggitalis (egymast kovetod)
metszetei. G: In situ hibridizacio mC210rf70 antiszensz riboprobaval. H: hematoxilin-eozin
festés. I: In situ hibridizaci6 Tenascin-C antiszensz probaval. J: In situ hibridizacio
mC21orf70 szensz riboprobaval. Mértékvonalak: 500 um (A); 1000 um (B); 1500 pm (C);
500 um (D-E); 1000 um (F); 250 um (G-I). Jelolések: AER: apikalis ektoderma red6; Fb:
eléagy; Otv: hallohdlyag; Bal: elsé kopoltytiv;, Ba2: masodik kopoltyaiv; Flb: eliilsé
végtagbimbo; HIb: hatulsé végtagbimbo; Ov: latoholyag; Spn: gerincveldi idegek kiagazasai;
Di: az ujjak mezenhima kondenzacioi; U: a singcsont (ulna) mezenhima kondenzacioja; R: az
orsocsont (radius) mezenhima kondenzécioja; ID: ujjak kozotti hartya; DC: az ujjak porc-
eldalakja; Sc: a ventralis szklerotomok mezenhimalis el6-porc kondenzacioi; Nc: gerinchar.
K-L: A C21orf70-EGFP fehérje sejtmagi lokalizacidja egér embriondlis fibroblasztban. K:

sOtét latomezo; L: vilagos latdbmezd. Mérték: 5 um.

4.7. Rekombinans mC21orf70 fehérje sejten bellli lokalizalasa

A C21orf70 fehérje szekvencidk tobbszoros illesztése (MultAlign; http://prodes.toulouse.inra.
fr/multalin/multalin.html) (Corpet F, 1988) azt mutatta, hogy ez a fehérje emldsok kozott
erésen konzervalt (15. abra). A szekvencidk analizise egy feltételezett kétrészes, sejtmagi
lokalizacids szignal motivumra hivta fel a figyelmet (emberben 93-110. aminosavaknal,
egérben 81-89. aminosavaknal). Ezt a predikcidt szerettik volna ellendrizni, ezért
létrehoztunk egy EGFP-vel jelolt C2lorf70 c¢DNS-t tartalmazd expresszids plazmid
konstrukciot, majd egér embriondlis fibroblaszt sejtekbe juttattuk elektroporacioval. Az
eredményként kapott fluorescensz jel egyértelmiien bizonyitotta, hogy a fehérje bejutott a

sejtmagba és még szub-nuklearis foltokat is kijelolt (14.K.L. édbra). A sejteket azonban nem
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tudtuk sokaig fenntartani, a még jelet ado sejtekben 5 nap inkubacio elteltével apoptotikus
holyagok jelentek meg, majd lekerekedtek és elpusztultak, mig a kontroll kisérletben 1évo
EGFP expresszalo sejtek tuléltek. Megemliteném, hogy a fehérje ,,in silico” vizsgalata nem
talalt a fehérjében ismert, konzervalt DNS-k6td motivumot. Emberben a C210rf70 fehérjének

(ill. transzkriptumanak) két izofromdjat sikeriilt eddig azonositani (Reymond et al., 2001).
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15. abra
A C21orf70 fehérjék tobbszoros illesztése. Cervus: gimszarvas; Bos: szarvasmarha; Mus:

haziegér; Rattus: patkdny; HomoA: Pred56A; HomoB: Pred56B (Homo sapiens).
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4.8. Az egér C21orf70 fehérje taltermeltetése

Kisérleteink soran szerettilk volna kideriteni, hogy a C21orf70 fehérje mikodése hogyan
kapcsolodik a porcfejlédés folyamataba, vagyis a fehérje tultermeltetése okoz e valamilyen
indukdlo vagy represszalo hatdst mas gének milkédésében. Ehhez egy patkany
kondroszarkoma (RCS) sejtvonalat vélasztottunk, amelyet Swarm-kondroszarkoma tumorbol
hoztak létre (Mukhopadhyay et al. 1995). Ez a sejtvonal a legtobb porcra jellemzé marker
gént expresszalja, emellett egy sor kevésbé differencidlodott porcra jellemzé marker gént is
kifejez.

Ahhoz, hogy sikeresen transzfektilni tudjuk ezt a sejtvonalat optimalizalnunk kellett a
génbevitel modszerét. Ehhez a pEGFP-C1 plazmidot hasznaltuk fel, majd a transzfektans
sejtek aranyat FACS méréssel allapitottuk meg. Az eldkisérletek azt mutattak, hogy a sejteket
pajzsként koriilvevd ECM burok a tripszines kezelés ellenére meggatolja a sikeres
transzfekciot (maximalisan 3,7 % transzfektans sejtet kaptunk). Ezért a sejteket transzfekcid
elott CollagenaseA enzimmel kezeltiik, amely elemésztette a sejthartyat 6leld6 ECM pajzsot. A
transzfekcios reagens felhasznalasdnak optimalizaldsat kovetden maximum 22% pozitiv sejtet
kaptunk (16. abra). A pCDNA3 vektorba dgyazott C210rf70 cDNS-rdl tortént tultermeltetés
(CMV promoterrél) az mC21orf70 transzkriptum kb. nyolcszoros mennyiségi novekedését
hozta a szemikvantitativ RT-PCR szerint. E mellett, 31-féle porc- és haztartasi gén
kifejez0dését is vizsgaltuk. Ezek koziil 9 gén nem adott jelet a PCR reakciokban, 20 gén
expresszidja pedig nem valtozott a C21orf70 fehérje stimulusra. Két gén esetében kaptunk
valtozast: a Bone morphogenetic protein receptor type Il (BmpR2) mRNS 1,7-szeres, mig a
Tenascin-C (TnC) mRNS 2,7-szeres expresszios novekedést mutatott (17. abra). Az utobbit

szignifikans valtozasnak tartjuk.
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A transzfekci6 eredménye FACS méréssel reprezentalva az optimalizalds utani legjobb
transzfekcios hatékonysagot (gated = 22%). A fekete nyil az EGFP-t expresszalo sejtek

aranyat mutatja az 0sszes sejtszamhoz viszonyitva.
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17. abra jelmagyarazat: A mC2lorf70 tultermeltetésének hatasa a Tenascin-C, BmpR2,
altalanos porc-marker gének ¢és haztartasi gének expresszidjara. Az RCS sejteket nem
transzfektaltuk (Ctrl), dal-transzfektaltuk (Mock), pCDNA3 vektorral transzfektaltuk
(pCDNA3), vagy mC2lorf70-el transzfektaltuk a pCDNA3 expresszios vektorban
(mC21orf70). A sejtekbdl totdl RNS-t tisztitottunk 24 o6ra elteltével, a mintakat
szemikvantitativ RT-PCR segitségével analizaltuk. Porc marker gének: Il-es tipusu kollagen
alfa (Col2al); Aggrecan 1 (Agcl). Haztartasi gének: Cell division cycle 2a (Cdc2a) és
Glycerinealdehide-3-phosphate  dehydrogenase (Gapdh). A valtozasok mértékét a
csikintenzitasokbol szamoltuk (mC210rf70 transzfektalt / a kontrollok atlaga).

4.9. Az agancs csontosodas kezdetének vizsgalata

Az agancs porcszdvete abban kiilonbozik a csdvescsontok fejédése soran 1étrejovo livegporc
templattdl, hogy erekkel gazdagon atszétt, erésen vaszkularizalt. A proximo-disztalis
iranyban névekedo erek ugyan olyan gyorsan fejlddnek, mint maga az agancs, hiszen sziikség
van ez utobbi tapanyaggal vald ellatdsdra, vastagsidga folytdn az mar diffazidoval nem
megoldhatdo. Az uUjonnan fejlédé ereket egy fokozatosan kialakuld, vastagod6d tn.
perivaszkularis szovet oleli. Ugy is mondtatnank, hogy egyre tdbb sejtsorbol 4llo
perivaszkularis hiively veszi koriil az ereket. Ennek a szovetnek a sejtjei lapos, elnyujtott
alakuak, morfologiailag a kotészoveti miofibroblaszt/pericita sejtekre emlékeztetnek. Erdekes
modon ezek a sejtek agancsban gyengén expresszaljak az I-es tipusu kollagént (Collal), az
alkalikus-foszfatazt (ALP) és az oszteokalcin (OC) géneket (Price JS et al.,, 1996; Allen et al.,
2002), amelyek csontfejlédési marker géneknek tekinthetdk. Szintén érdekes megfigyelés volt
az, hogy ezek a sejtek mar az altalunk vizsgalt porczondban elkezdik az asvanyi anyagok
lerakésat (19 abra, alirazin), valamint erésen expresszaljak a Bone sialoprotein (BSP) mRNS-t
(18. abra). Ez vezetett ahhoz a feltevéshez, hogy a perivaszkularis szovet sejtjei is a csticsi
mezenhimabol szarmaznak ¢és képesek fokozatosan csontsejtekké atalakulni. Irodalmi adatok
is alatamasztjak ezen sejtek transz-differenciacios képességét (Collett GDM és Canfield AE,
2005).

Munkank soran ezért olyan molekularis markert keresiink, amely kizarolag az oszteoblaszt

sejtekre jellemz6. A Cbfal (Runx2) gén, mint a csontfejloddés ,,mester-regulatora” sajnos nem
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hasznalhato erre a célra, hiszen expresszioja végig kiséri a differenciaciét a mezenhimalis
kondenzaciétdl a hipertrof porcsejtek kialakuldsaig, igy az agancsban, ahol a porc- és
csontsejtek egymas mellett ,,élnek”, nem ad j6 megkiilonboztetési lehetdséget. A Northern-
hibridizacié is azt mutatta, hogy a Cbfal mRNS mindharom vizsgalt agancsszovetben

kifejezodik (18. abra).
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18. abra
N¢éhany, a csontfejlddésben szerepet jatszo gén, valamint a veldléc-sejtek marker génjének

(Wntl) Northern-hibridizacioja.

A fellelhet6 kozlemények alapjan az Osterix gén expresszidja kothetd legspecifikusabban a
csontsejtek differenciaciojahoz (Nakashima K és de Crombrugghe, 2003). A Northern-
hibridizaci6 azonban meglepd eredményt hozott: a vizsgalt agancsszovetek koziil
legerdsebben a mezenhimaban fejezddott ki, majd fokozatosan lecsengett a porc irdnyaba (18.
abra). Agancs metszeteken elvégeztiik az Osterix mRNS in situ hibridizaciés vizsgalatat is
(19. abra). Az eredmények egybevagtak a Northern blot-hibridizacioval és alatdmasztottak a
fenti feltevésiinket. Az Osterix gén viszonylag erésen fejezOdik ki a csicsi mezenhima
sejtjeiben. A mezenhimalis szovetzonan beliil is kiilonbségek figyelheték meg. Kozvetleniil a
dermisz alatt talalhatdé mezenhima sejtek gyengén expresszaljak az Osterix mRNS-t, majd

fokozatosan erdsddik megnyilvanulasa €s legerdsebben a mezenhima atmeneti zéna felé eso

crer
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folytatasdnak tekinthet6 oldals6 (lateralis) mezenhimaban, amely gyakorlatilag a

perikondrium sejtes rétege.
Az agancs hosszanti tengelye mentén az eldporcban még viszonylag magas az expresszidja,

azonban a porcrétegben mar kizarélag a perivaszkularis sejtekre korlatozodik a kifejezddése

(19. abra).
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19. abra
Az Osterix mRNS in situ lokalizalasa agancs metszeteken és azok térbeli elhelyezkedése az
agancs hossztengelye mentén. M: mezenhima; TZ: 4&tmeneti zéna; PC: el6-porc; C: porc; MC:

mineralizalodo porc. Az alcian-kék + alirazin-vorods festés a porc zonaban a perivaszkularis

szovet mineralizacidjat szemlélteti.
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4.10. Uj tudomanyos eredmények

Munkénk soran a fejlddd szarvasagancs molekularis biologiai elemzését valositottuk meg,

amelyhez a kisérleti metodikak széles eszkoztarat fejlesztettiik ki. Ezaltal lehetové valt a

fejlodé agancscsucsban a mezenhimalis sejt-differencidcid folyamatanak tanulmanyozasa és

egyéb modell rendszerekben az analog folyamatok (embriondlis vazfejlodés) feltarasa.

4.10.1.

4.10.2.

Metodikai eredmények

A differencidcioban egymast kovetd, harom agancsszoveti zonabol (mezenhima, eld-
porc, porc) cDNS konyvtarakat hoztunk létre, amely alapjat képezte a laborunkban
folytatott egyéb munkdknak.

Elészor alkalmaztunk c¢DNS microarray-t az agancs génexpresszids profiljanak
vizsgalatara egy heterolog kisérleti felallast alkalmazva.

Valos-idejli mennyiségi PCR mérések segitségével a heterolog microarray hibridizacio
alkalmazhatdsaga bizonyitéast nyert.

Egy hatékony eljarast dolgoztunk ki a gimszarvas ortoldog gének azonositdsara (zoo-

klonozas).

Funkciondlis eredmények

Agancsban és egérben in situ hibridizacioval jellemeztiik az eddig ismeretlen
funkcioju fehérjét kodold C21orf70 transzkriptum megnyilvanulasat a porc- €s csont-

differenciaciohoz kapcsoloddan.

Bizonyitottuk, hogy a C2lorf70 fehérje erdsen konzervalt emldsokben és a
sejtmagban lokalizalodik. Ez a fehérje feltételezésiink szerint szabalyozo funkciot tolt

be.

Funkcionalis teszttel bizonyitottuk, hogy a C2lorf70 fehérje szabalyozo feladatot
lathat el a Tenascin-C transzkripcidjanak aktivalasaban. A Tenascin-C fehérje az

extracelluldris matrix alkotorészeként fontos feladatot 1at el a mezenhimalis
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kondenzaci6 folyamatdban, a kondenzaciot megel6zé epitélidlis-mezenhimalis
interakciokban, ¢és a citoszkeletdlis rendszer szabalyozdsdn keresztiil a tumorok
progressziojaban.

4.10.3. Modellek

e Bevezettiink egy expresszios logot, amely az egyes gének agancson beliili expresszids

dinamikajat szemlélteti kvantitativ PCR adatokra tdmaszkodva.

e Egy lehetséges modellt irtunk le az Osterix gén expresszidja alapjan, miszerint az

agancs csucs mezenhima sejtpoulécidja csontképzési potenciallal is rendelkezhet.
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5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

5.1. Agancsregeneracio és heterolég microarray hibridizacio

Az utobbi évtized egyik legintenzivebben kutatott orvosi-biologiai teriilete a szervek és
szovetek regeneracidja. Ezen belill is a csont- és porcszovet, mint a vazrendszer
épitdkoveinek orvoslasa kiilonleges jelentdséggel bir; a WHO a madasodik évezred elsd
dekadjat a csontok ¢és iziiletek évtizedének nyilvanitotta. Mig a csont-defektusok kijavitasara
spontan modon képes a szervezet (Johnstone B és Yoo JU 1999) a csontveld eredeti MSC
osztodasa és differencialodasa altal (Shapiro F et al. 1993), addig a porcszovet csak kis
mértékben képes regenerdlodni. A felndtt emberben csak patologids koriilmények kozott
jatszodik le masodlagos, nem-neoplasztikus kondrogenezis. Az iziileti porcot érintd
leromlasok (pl iziileti gyulladds) gyakran gondot okoznak a mozgasban, az egészséges
életben.

A legtobb tanulmdny a viszonylag konnyen kezelhetd sejtkulturak felhasznaldséval probal
informaciokat gylijteni a csont- és porcszovet differencidciojat kiséré molekularis
mechanizmusokrél, azonban nagyon kevés ismeretiink van az MSC-rdl a nativ kdrnyezetében
(Baksh D et al. 2004). Ezzel ellentétben az évenkénti agancsregeneracié egy természetes
modell rendszert szolgaltat ezen sejtek vizsgélatira, amely egy felndtt szervezetben
egyediilallo és az agancsban jol koriilhatarolodéan jelenik meg. Ugy gondoljuk, hogy az
agancsnovekedés génexpresszidos mintdzatdnak megismerésével fontos Uj informacidkat
nyerhetiink arr6l, hogyan képes egy differencidlatlan mezenhima szdvet porc-, ill.
csontszovetté fejlédni.

Munkank soran egy heterolog kisérleti felallasban (egér vs. szarvas), cDNS microarray
hibridizacié segitségével vizsgaltuk az agancs csucsi novekedését, amely az emldsokben
egyarant megtalalhaté kodold szekvencidk hasonlosagan alapul, s amelyrdl (szarvas vs egér,
szarvas VS ember vonatkozdsdban) magunk is meggy6zddtiink a gimszarvas gének klonozasan
¢s szekvenaldsan keresztiil. A fajok kozotti DNS-hibridizéciok sikeressége azonban szdmos
tényezotol fliigg. Fontos a lemezre felkotott templat hossza (ezért pl. oligonukleotid
microarray nem hasznalhat6), de az sem mindegy, hogy a templat cDNS melyik szakasza
talalhat6 ott (kodold és nem-kodolo szekvencidk és azok hosszlisagbeli aranya). E mellett
természetesen a fajok kozotti szekvencia hasonlosdg is befolyasolja a hibridizacio
eredményességét, a konzervaltsag foka forditottan ardnyos az evolicids tavolsaggal. Az

eredmény specifikussagat még ronthatja a multigén csaladokra jellemz6 szekvencia-domének
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hasonlosaga (pl. HMG-box koédold szekvencia a Sox csaladban, homeodomén kodolo
szekvencia a Hox csaladban), amely mar RNS szinten is jelentds lehet. Ezektdl a tényezoktol
fiiggetleniil is sziikséges azonban minden génexpresszios vizsgéalatnal egy fiiggetlen
ellendrzési 1épésre. Ehhez mi a valos idejii QRT-PCR technikat valasztottuk. A 15 gén koziil
9 gént valasztottunk ki az ellendrzéshez. Ebbol a 9-bél 6 mutatott egyezést az elsd sziirési
1épéssel, a microarray hibridizacioval. A microarray kisérletben kapott géneket két szélesebb
kategoriaba lehet sorolni: (1) azok a gének, amelyek az agancsndvekedés felfokozott

metabolikus igényéhez sziikségesek, és (2) azok, amelyek a differenciaciora specifikusabbak.

5.2. Agancsnovekedés és szignal utvonalak

A microarray hibridizacioban kapott és kvantitativ PCR segitségével igazolt gének koziil
szamos a kiilonboz6é szignal utvonalakhoz rendelhetd; név szerint a FGF, TGFB ¢és Wnt
utvonalakhoz. Az FGF tutvonalra j6 példa a Sprouty 1 homolog gén, amely az agancsban
elsésorban a mezenhimaban expresszalodik. El6szor Drosophila-ban azonositottak a Sprouty
gént, mint az FGF jelatvitel negativ szabdlyoz6 molekuldjat, a trachea elagazasok
morfogenezise soran (Hacohen N et al. 1998). Kimutattak, hogy az FGF és EGF jelatvitel
soran gatolja a Ras tirozin kinaz receptor/MAPK medialt utvonalat (Kramer S et al. 1999;
Reich A et al. 1999). Egér embridkban a Sprouty 1 homolog az FGF szignalkdzpontok
mentén expresszalodik (Minowada G et al. 1999). Emberben prosztata rakot vizsgalva azt
tapasztaltak, hogy a Sprouty 1 ortolog génje csokkent expressziot mutat, ennek kdvetkeztében
magas FGF szintet mértek, amely utobbi jelentdsen fokozza a sejt proliferaciot (Kwabi-Addo
B et al. 2004). Egy Gjabb tanulmany szerint, amelyben inaktivaltak a Spryl gént egérben, a
vese kialakuldsa soran a sprouty 1 fehérje a GDNF/Ret szignal ,,feedback™ antagonistaja
(Basson MA et al., 2005). Mivel a GDNF a TGFB-szupercsalad tagja (Chang H et al., 2002),
a sprouty fehérje kapcsot jelenthet az FGF és TGF-f3 itvonal kozott.

A Wnt (Wingless) utvonalat a G-rich RNA sequence-binding factor-1 (GRSF1) gén képviseli.
A Sprouty 1-hez hasonldéan az agancsban a GRSF1 is a mezenhimdban expresszalodik
elsésorban. Ez a gén egy olyan celluléris fehérjét kodol, amely konzervalt guanin-gazdag
szekvencia régiokhoz kapcsolodik (Qian Z and Willusz J 1994) és bizonyos mRNS-ek
stabilizalasdval hozzajarulhat azok poszt-transzkripcids szabdlyozasdhoz. Egy legljabb

tanulmany szerint a GRSF1 a Wnt/B-catenin utvonalhoz rendelhetd és szerepe van a kozép- és
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utoagy fejlodésében, a testtengely hatulsé részének megnytlasdban valamint a mezoderma
specifikaciojaban (Lickert H et al., 2005).

Agancsban a TGFp-utvonalat a p311 és BmpR2 gének képviselik, amelyek dominansan a porc
zonaban expresszalodnak. A p311 (vagy mas néven neuronal protein 3.1, PTZ17) funkciojat
eldszor izomban és idegszovetben irtak le (Studler JM 1993). Kimutattdk, hogy a p311
fehérje negativan szabalyozza a TGFfB-1 és TGF-2 inditotta szignal utvonalakat (Pan D et al.
2002). A BmpR2 gén egy Il-es tipusu szerin/treonin kinaz receptort kodol, amely a ligand
kotését kovetden képes heterodimér komplexet alkotni az I-es tipusu receptorral, igy szignalt
inditani a sejt belseje felé (Liu F et al. 1995). A BmpR2 gén célzott inaktivalasa egérben
bizonyitotta, hogy funkcidja esszencidlis az epiblaszt differenciacioban és a mezoderma

kialakulasaban a korai embrionalis fejlddés soran (Beppu H et al. 2000).

5.3. Negativ szabalyozas az agancsfejlodésben

A microarray adataink egy érdekes feltételezést engedtek meg: a nagyon intenziv
agancsnovekedés soran egy erds gatldo mechanizmus érvényesiil, amely szabalyozza a
kontrollalatlan sejtproliferaciét. Harom gén esetében taldltunk a negativ szabalyozashoz
kapcsolhato funkciot: Sproutyl, Tribbles2 és a p311 gének kapcsan. Ha figyelembe vessziik
az agancsszovetek egy tengely mentén valo elhelyezkedését és azt, hogy a differencidciod
iranya ezzel azonos (agancscsucstol, mint disztalistél a proximalis irdnyban, a test felé), a
Sprouty 1 gén expresszidja a mezenhimaban felelds lehet az FGF/EGF szignal ,,fékezéséért”,
amely utobbi a dermisz iranyabol torténhet. Ez a jelenség nagyon emlékeztet a mar jol
dokumentalt embrionalis végtagfejlédés kapcsan leirt AER-mezenhima interakcid kapcsan
megismert folyamathoz (Gilbert, 2002).

Emlosokben a Tribbles 2 fehérje a sejtosztodds negativ szabdlyozoja az altal, hogy
kontrollalja a MAPK foszforilacidjat (Kiss-Toth et al., 2004). Ecetmuslicaban, ahol a gén
»proto-ortologjat” azonositottdk (Tribbles), kimutattdk, hogy gétolja a mitozist a String
(CDC25 homolog) fehérjén keresztiil (Grosshans J and Wieschaus E 2000).

Ahhoz, hogy értelmezni tudjuk a p311 fehérje gatlo hatasat a TGFB-utvonal kapcsan,
figyelembe kell venniink, hogy a ndvekedési porclemezzel ellentétben a fejlodé agancs
erekkel dusan atszétt szerv. Ugy gondoljuk, hogy a p311 fehérje az ereket koriilvevd

perivaszkularis szdvet miofibroblaszt/pericita-szerli sejtjeinek tulzott osztédasat tartja

kordaban.
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5.4. Polycomb fehérjék

Az agancsfejodés microarray vizsgalata két Polycomb csalddba tartoz6 gént azonositott: az
Rnf2 (RinglB) és a Ringl- and YY1- binding protein (Rybp) kodolé géneket. E mellett az
Rnf2 gént sikeresen validaltuk és expreszidjat az eldporc zonahoz kapcsoltuk. A Polycomb-
csoport (PcG) tagjainak funkcidja jol ismert: kromatin-asszocialt multimér komplexek
alkotoelemei, amelyek fejlédésbioldgiailag fontos szabalyozo gének transzkripcidjat tartjak
represszalt allapotban. Mutéaciojuk sulyos kovetkezményekkel jarnak a fejlédési
folyamatokban. Hipomorf Rnf2 allélt hordozo egerekben homeotikus transzformacio
tapasztalhatd a tengelyvaz hatuls6 szakaszan; tultermeltetésiik csirke embridkban pedig
gatolja a HoxB9 kifejez6dését a veléesében (Suzuki et al. 2002). Az Rnf2”" muténs egér
embrionalis fejlodése leall az un. ,.fejred6” (headfold) stadium elétt (Voncken JW et al.
2002).

Erdemes megemliteni, hogy egy masik microarray hibridizacios kisérletben (amely nem
témaja dolgozatomnak), amelyben human cDNS templatot hasznaltunk az agancs cDNS
ellenében, két masik PcG kapcsolt faktort hozott felszinre: az E2F6 és a SUV39H-t kodolod
géneket. Ez a két fehérje képes komplexet alkotni az Rnf2 ¢és Rybp fehérjékkel a
kromoszémalis célszekvencidkhoz kapcsolodas soran (Otte és Kwaks, 2003). Ugy gondoljuk,
hogy az agancsban torténd megnyilvanulasuk egy genetikai kapcsold (switch) része. Szerepiik
az altal van, hogy bizonyos sejtvonalak hovatartozasat biztositjak gy, hogy epigenetiai
szinten represszaljak a mas iranyba torténd fejlodésiiket. A fejlodo ,,barkas-barsonyos™ agancs
egy olyan emlds szervnek tekinthetd, ahol az elé-porcszdveti zona térben jol elkiiloniil és az
ehhez a zondhoz tart6zo génexpresszids mintazat jol jellemezhetd. Az ,,upstream” szdvetnek
tekinthetd mezenhima Iétrehozza a megfeleldé mennyiségli templat sejtet, majd a
fejlodéstanilag soron kovetkezd elo-porcban a sejtproliferacid lelassul ¢€s elkezdédik a
differenciacio. Az Rnf2 gén dominans megnyilvanuldsa az elé-porcban ezzel a folyamattal

lehet 6sszhangban.

5.5. Kovetkeztetések a C21o0rf70 fehérjét illetéen

A C210rf70 gén agancsban dominansan a mezenhima és el6-porc zonaban nyilvanul meg. Ezt

a gént emberben a 21-es kromoszdémara térképezték, ezért lehetségesnek véljiik, hogy az extra
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gén altal megnovelt géndozis hozzajarulhat a Down-szindroma okozta fenotipus
kialakulasahoz (Menzel O et al. 2004). A teljes egér embridkon végzett hibridizaciok azt
mutattak, hogy a mC21orf70 gén a fejlddd agyban, kopoltytivekben, a szem- és fiilhdlyagok
koriil és az apikalis ektoderma redében (AER) mutat fokozott expressziot. Ez utdbbi a
végtagbimbd fejlodésében betdltott szerepét sejteti. Ez az expresszids mintdzat parhuzamot
mutat a 21-es kromoszoma triszémia okozta fenotipussal, amely kiilonb6z6 penetranciaval, de
szamos szervet érint, beleértve a végtagokat is (Epstein CJ 1995; Antonarakis SE et al. 2004).
A mC210rf70 expresszids mintazata a migracio utani veléléc sejtek lokalizacidjara emlékeztet
(fulholyagok, a fej frontonazalis teriiletei és kopoltyuivek), bar az AER-ben torténd
megnyilvanulasa nem illik bele ebbe a képbe. Iddsebb stadiumu (E11-12) embridkon végzett
hibridizaciok azt mutattdk, hogy nem csak a veldléc eredetli sejtek expresszaljak a
mC21orf70-et, hanem azok is, amelyek a ventralis szklerotomok kialakitasaért feleldsek, i.e.
azok, amelyek a paraxidlis mezodermabol szarmaznak (a veldléc-sejtek nem telepitik be a
perinotokordalis teret (Rickmann et al., 1985).

A ventralis szklerotomok hozzék 1étre a csigolyatesteket €s a csigolydk kozotti korongokat.
Ugy tiinik a mC210rf70 inkabb a szklerotomok kranialis felében expresszalodik, amelyek a
csigolyatesteket alakitjak ki.

A taltermeltetési kisérlet azt mutatta, hogy a C21lorf70, mint sejtmagi fehérje szabalyozo
funkciot tolthet be az er6sen plejotrop gén, a Tenascin-C transzkripcidjaban. A két génnek
nagyon hasonlé az expresszidos doménje. A tenascin-C gatolja a fibronectin kapcsolodasat a
viszont gatolja azt (Orend G et al. 2003). E mellett szamos sejt felszini receptorral és
fehérjével kapcsolodik, mint pl. integrinekkel, annexin Il-vel, stb, igy befolydsolja a sejt-
matrix interakcidkat. Az idegrendszerben is széles korben megnyilvanul, ahol neuronalis
membran fehérjékhez kapcsolodik (Zacharias U et al. 1999). Egérben a C210rf70 dominansan
a kozponti- és kornyéki idegrendszerben nyilvanul meg, amely nem meglepd a Tenascin-C-
hez kapcsolhatd szabalyozo funkci6 tiikrében. Habar a C21orf70 nem porc specifikus gén,
ugy gondoljuk, hogy azaltal, hogy részt vesz a csigolyatestek és végtagkezdemények
mezenhima kondenzacidinak kialakitasaban, hozzajarul a tengely- és fiiggelékvaz

kialakitasahoz.
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5.6. Az Osterix megnyilvanulasa, a porc-€és csontképzodés kapcsolodasa agancsban

Az agancs novekedése nagyon gyors és effektiv folyamat. Természetesen ehhez megfeleld
tapanyag- és oxigénellatas sziikséges, amelyet az agancs gazdag erezettsége biztosit. Az erek
fejlodése proximo-disztalis iranyban torténik, a legvékonyabb kapillarisok a csucsi
mezenhiméaban végzddnek. Az eredmények jo Gsszhangba hozhatok egy olyan modellben,
ahol a csticsi mezenhima sejtjei interakcioba 1épnek a kapillarisok endotél sejtjeivel, ahonnan
lokalis morfogének (pl. BMP-2, BMP4)(Guillotin B. et al., 2004; Shin V. et al., 2004; Kaigler
D. et al., 2005), valamint a keringéssel hormonok juthatnak oda. A kolcsonhatas
kovetkeztében proximalis iranyban egy fokozatosan vastagodé hiively, perivaszkularis szovet
alakul ki az erek koriil. Elgondolasunk szerint ezen szdvet sejtjei elkezdik az 4svanyi anyagok
berakésat az altal, hogy kdrnyezetiik megvaltozik, koriilottiik hipertrof porcsejtek lesznek (i.e.
itt is szOvet-interakciok jatszanak szerepet). Ez a folyamat hasonldé a novekedési porclemez
porchartyaja ¢és hipertof sejtek kozotti kolcsonhatdshoz. Ezen elméleteinket nagyban
alatamasztjak az Osterix génnel végzett in situ hibridizacios kisérletek. Az irodalmi adatok
alapjan, az Osterix tekinhtetd jelenleg a csontfejlédés legspecifikusabb marker génjének.
Egérben a 13. nap utan (post coitum) jelenik meg expresszidja a szklerotomokban és
végtagkezdeményekben, a Cbfal (Runx2) gén expressziojat kovetden, amelynek az Osterix a
»downstream” célpontja. Agancsban érdekes modon méar a csicsi mezenhimaban
megnyilvanul az Osterix gén, ami azt tiikkrdzi, hogy a mezenhima sejtjei mar elkotelezettek,
mind a porc-, mind a csontfejlédés iranyaban. A differenciacio elérehaladtaval az Osterix
expresszioja csak az oldals6 mezenhima ¢€s a perivaszkularis szovet sejtjeiben marad meg (az
Osterix gén expresszidjat a 20. sematikus abran foglaltam 6ssze). Ugy gondoljuk, hogy az
erek koriili sejtek képesek oszteoblasztta alakulni. Tehat ellentétben a ndvekedési
porclemezben tapasztalhatd csontosodédsi folyamattal, ahol a diafizis feldl betord erek
,magukkal hozzdk” a perikondrium mezenhima sejtjeit (€s amelyek oszteoblasztokka
differencidlodnak), agancsban ezek a sejtek a csucsi mezenhimabdl szarmaznak.
Elgondolasunk szerint a kialakul6 perivaszkularis szovet, mint ,,belsé porchartya” miikodik.
Ennek a szovetnek a funkcidja a mineralizaci6 meginditdsa, amely biztositja a gyors
csontosodasi folyamatot, az agancs hatékony novekedését, a szilardsag gyors elérését (20.

abra).
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A: Az Osterix expressziojanak sematikus abrazolasa az agancscsucsban (hosszmetszeti
nézet), és B: a mineralizacié folyamatanak teoretikus vézlata (keresztmetszeti nézet). Piros
ovalisok: vérerek; szaggatott vonalak az erek koriil a perivaszkularis hiivelyt jelolik. A
pontos- szaggatott vonali ovalis egy nem-definialt hatart jelol. C: Feltételezett szovet-
interakciok az agancscsticsban. M: mezenhima; PC: eld-porc; C: porc; MC: mineralizalodo
porc. Piros nyil a csucson: dermisz-mezenhima interakcio; kis z6ld nyil: ér-epitél-mezenhima
interakcid; vildgoskék nyil a porcban: hipertréf porcsejt-perivaszkularis szoveti sejtek
interakcioja; lila nyil az MC-ben: perioszteum-porc interakcidé az intramembran csontosodas
kezdeti helyén; kék sziv a csticsban: idegvégzddés a dermiszben, amely a mezenhimat

stimulalja.

5.7. Javaslatok

e Ugy gondoljuk, hogy az agancs, mint csontfejlddési modell nagyon jol hasznalhato,
mivel a térben jol elkiilontld szdvetzondkhoz rendelhetd expressziés mintdzat
konnyen Osszehasonlithaté. Ebben a tanulmanyban egy 3,2K cDNS microarray-t
alkalmaztunk, de szeretnénk kisérleteinket kiterjeszteni egy egész genomot atfogod
microarray kisérlettel. A kérddzok kozeli evolicids rokonsdga kovetkeztében az
ortolog gének homoldgidja rendkiviil nagy foku, ezért Gigy gondoljuk, hogy ezen
nagyfokl homologia miatt célszerli lenne a szarvasmarha microarray hasznalata, igy
csOkkenthetd lenne a ,,fals pozitiv” és ,,fals negativ”’ gének szama. A vizsgalt szoveti

zonakat is célszerli lenne kiterjeszteni a porcszovettdl proximalisan talalhaté zonékra:

a mineralizalddott porcszdvetre €s csontszovetre.
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Az agancsfejlodés megismerésével hasznos informéciokat nyerhetnénk a vazrendszert
érintd neopldzidkrol. A kondroszarkémak pl. az egyik leggyakrabban el6fordulod
tipusai a csont-szarkdmaknak; a részesedésiik kb. 25% (Sandberg AA and Bridge JA
2003). A mezenhimalis tipusi kondroszarkémak olyan multifokalisan kialakuld
elfajulasai a pre-kondrogén sejteknek, ahol a differencidcié az egész porcosodasi
folyamatot végigjarja, hasonléan a végtagfejlodéshez (Aigner T 2002). Az agancs
fejlodése egy kapcsot jelenthet a végtagfejodés és a vazrendszerben kialakulo
rosszindulati daganatok kialakuldsa kozott. Az agancsban jelenlévd negativ
szabalyoz6 molekuldk fokozott expresszidja arra hivja fel a figyelmet, hogy
esetlegesen ezen gének a rosszindulati kondrogén elfajuldsokban hibasan vagy
megvaltozott modon mitkddnek.

Az agancsfejlodés génexpresszids mintazatanak megismerésével fontos informaciokat
kaphatunk a csontregeneracio terén. Az ¢ldvilagban nem taldlhatd még egy emlds,
amely felndtt korban (és nem patologias okbodl) képes lenne egy csontszerv teljes
ujraképzésére. Széles korben elterjedt nézet szerint a regenerdcié és tumorok
kialakuldsa soran, a leginkabb csak embriondlis korban miikodé gének ujra
aktivalodnak. A kiilonbség az, hogy tumorok esetében nem szabalyozott (de-regulalt),
mig regeneraciokor szabalyozott médon Iépnek miikodésbe. Az agancsfejlodés
felfoghat6 egy embrionalis fejlédésnek is, hiszen olyan gének aktivak, amelyek feln6tt
egyedben egyébként nem miikddnek. J6 példa erre az agancsbol mar azonositott
FGF8, Wntl ¢és GDNF gének, amely felndtt egyedben csak a csiravonalban
detektalhatok.

A C2lorf70 expresszigja a kondenzdlodd mezenhima sejtekhez kothetd. A
multipotens mezenhima sejtek azonban tobbféle irdnyba képesek differencialodni,
ezért érdemes volna a C2lorf70 funkcidjat sejtkultirdban megvizsgdlni egy
mezenhima sejtvonalban is (pl. C3HI10T1/2, embrionalis végtagbimbod-eredetii
mezenhima sejtvonalban). A taltermeltetés mellett a géncsendesitést (RNAi) is
bevezetném kisérleteinkben, ezéltal fenokopizalva a gének funkcidvesztését.

Frdekes lenne egy C2lorf70 taltermeld transzgénikus egérmodell létrehozasa,
amellyel esetleg betekintést nyerhetnénk, hogy a gén milyen mértékben jarul hozza

Down-szindromas fenotipus kialakuldsahoz. Természetesen a gén inaktivalasa egér

crer
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A C2lorf70 fehérje ellen termeltetett antitesttel lehetdvé valna a lehetséges

fehérjepartnerek azonositasa immunprecipitacios és két-hibrid kisérletekben.

crer

crer

nyert ,,predikci¢” alapjan tesztelhetd lenne a C2lorf70 gén transzkripcidjanak
szabalyozasaban feltételezhetéen részt vevo transzkripceids faktorok (transz elemek)
szerepe sejtkulturaban, ,,két-plazmidos” riporter rendszer (pl. a vizsgalt transzkripcids
faktor expressidos-, valamint C2lorf70 prométer-luciferaz riporter plazmid

konstrukcioval, ko-transzfektalva) segitségével.
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crer

egyediilalld az emldsok kozott. Az elsd agancs az Un. agancsképzd perioszteumbdl fejlodik,
amely folyamatot pubertds korban a tesztoszteron indukcidja valt ki. Az agancs hosszanti
novekedését az agancs mezenhima proliferacidja tartja fent, amely akar napi 1 cm agankénti
novekedést is eredményezhet. A novekedés liteme meghaladja a legtobb rosszindulata daganat
novekedési sebességét, de ellentétben azzal, az agancs novekedése szabalyozott folyamat. Az
agancs fejlodése egy moddosult endokondralis csontosoddsnak tekinthetd, de intramembran
csontosodasi folyamatok is szerepet kapnak.

Jelen tanulmannyal az volt a célunk, hogy (i) betekintést nyerjlink az agancscsucs génexpresszios
mintazataba, beleértve a gének szovettani lokalizaltsagat, valamint (ii) hogy Osszehasonlitsuk az
agancscstcs porcrétegének €s a magzati novekedési porclemeznek az expresszios profiljat
(agancsban torténd robosztus csontfejlddés korai fazisa vs a vazrendszer csontfejlddésének korai
fazisa).

Kisérleteink soran egy 3.2K egér cDNS microarrayt hasznaltunk vizsgéalatainkhoz heterolog
kisérleti felallasban (gimszarvas cDNS vs egér cDNS templat). A génexpresszios adatokat valos
ideji QRT-PCR segitségével validaltuk. Az egyik gént (C210rf70) részletesebben is jellemeztiink
in situ hibridizacidéval és ,,whole mount” in sSitu hibridizacidéval, agancs- és egér embrid
metszetek, valamint teljes egérembriok felhaszndldsaval. A C21lorf70 fehérjét sejten beliil
lokalizaltuk egér embrionalis fibroblaszt sejtekben. A fehérjét taltermeltettiik patkany
kondroszarkéma sejtvonalban azzal a céllal, hogy az altala befolyasolt génmiikddésekrdl képet
kapjunk. Az agancs mezenhima csontképzési potencialjat az Osterix gén expresszios
mintazatanak segitségével vizsgaltuk.

Az eredmények azt mutatjak, hogy a gimszarvas és egér, és altalaban az emlds ortolog
szekvencidk hasonlosaga altal a heterolog microarray hibridizacié hatékony eljaras lehet. A
microarray kisérlet eredményeként 15 gént kaptunk, amelyek intenzivebben miikédnek az
agancsban, mint a magzati novekedési porclemezben. A kapott géneket a szerint osztalyoztuk,
hogy funkcidjuk ismert vagy sem a csontfejlodési folyamatokban. Egy hatékony eljarast
fejlesztettiink ki (zoo-klonozas), amely segitségével az emlds szekvencidk alapjan azonosithatok

a megfeleld gimszarvas ortolog gének. A validalashoz 9 gént valasztottunk ki, amelyek koziil 6
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mutatott megegyezd eredményt a microarray expresszidos adatokkal. A visszaigazolt gének
expresszidjat az agancscsucs kiilonboz6 zonaiban is jellemeztiik és a mennyiségi adatokat egy
expresszios logo segitségével abrazoltuk. Az eddig ismeretlen funkcioji C210rf70 gén specifikus
expressziés mintazatot mutatott az emlds (egér) embriondlis fejlodése alatt, elsdsorban a
mezenhimalis kondenzacio eléfordulési helyein. A C21o0rf70 fehérje a sejtmagban lokalizalodik,
a taltermeltetése hozzajarul a Tenascin-C gén aktivalasdhoz. Az agancs mezenhima fejlédési
potencidljat az Osterix mRNS szovettani lokalizalasaval, in situ hibridizacio segitségével
vizsgaltuk. Az eredmények azt jelzik, hogy az agancscsucs mezenhimalis sejtpopulacidja porc- €s
csontképzeési potenciallal is rendelkezhet. A microarray segitségével kapott expresszids profil, az
agancsnovekedés negativ szabalyoz6 molekuldira hivja fel a figyelmet, amelyek az
agancsnovekedés robosztus, de finoman szabalyozott voltat tiikrozik, ellentétben a tumorokkal. A
validalt géneket kiilonbozo szignal utvonalakhoz tudtuk rendezni (FGF, TGFp, Wnt), aktiv
jelenlétiik az agancsban csak az embrionalis fejlédéshez hasonlithato.

Osszefoglalva az eredményeket, munkank sordn eldszér alkalmaztuk a microarray technologiat
az agancscsUcs génexpresszidos mintadzatanak megismeréséhez. A modszer sikeresnek bizonyult,
az eredményeket QRT-PCR segitségével erdsitettik meg. Megallapitottuk, hogy a legtobb
azonositott gén, az agancscstcson beliili mérések alapjan, részt vesz a mezenhimalis sejt-
differenciaciéban. Az eddig ismeretlen funkcidju C21orf70 gént az emlds (egér) embriondlis
fejlédéséhez kapcsolddoan jellemeztiik. Az expresszids mintazat jol értelmezheté a Tenascin-C -
hez kapcsolt szabalyozo funkcid tiikrében (mezenhimalis-epitélialis interakciok, mezenhimalis
kondenzaci6). Erdemes megemliteni, hogy az extra C21orf70 géndézis emberben hozzajarulhat a
triszomia okozta Down-szindroma fenotipushoz.

A kozel 100 %-os szekvencia hasonldsag miatt, a jovoben ajanlatosnak tartjuk a szarvasmarha
microarray hasznalatat (jelenleg mar kereskedésben is kaphatd) gimszarvas esetén végzett
génexpresszios vizsgalatokban. Mivel a C2lorf70 gén elsdsorban a csont- és porcfejodési
»switch” el6étt  expresszalodik, ajanlatosnak tartjuk egy mezenhimalis sejtvonalban is

megvizsgalni a funkciojat.
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6. SUMMARY

Decidually developing antler of deer is complete organ regeneration which unique among
mammals. The initiation of the first antler derived from the antlerogenic periosteum and induced
by the gonadal hormone testosterone around puberty. The longitudinal growth of antler
maintained by the proliferation of the apical mesenchyme and the growth rate can reach 1 cm per
day per tine, which exceeding the growth rate of the most malignant tumors. However, contrary
to cancers it proceeds in a finely regulated fashion. Antler develops in a manner of modified
endochondral ossification and also by intramembranous bone formation. The process itself
resembles to embryonic limb development.

In this study, our aim were (i) to get an insight into the gene expressions, including their
histological localization in the developing antler tip and (ii) to compare the expression pattern of
the antler tip cartilage and the fetal growth plate cartilage (i.e. antler vs. skeleton).

In this investigation we used a 3.2K mouse cDNA microarray in a heterologous hybridization set-
up (deer vs mouse cDNAs). Validation of gene expression data were done by Real-time QRT-
PCR. One of the genes (C21orf70) was further examined by in situ hybridization and whole
mount hybridizations on antler and mouse tissue sections and whole mouse embryos. The
C2lorf70 protein was intracellularly localized in mouse embryonic fibroblast and the
downstream targets in its overexpressed status in rat chondrosarcoma cells was assessed.

The results indicated that due to the high homology between red deer and mouse orthologous
genes the heterologous hybridization can be efficient with high fidelity. We identified 15 genes
by the microarray assay and they were classified according their known or unknown function in
bone development. We have invented an efficient, gene cloning method, called zoo-cloning, to
get the corresponding deer ortologs in hand (required for the validation step). Nine of the genes
were selected for validation and 6 of them showed concordant outcome with microarray data. The
expressions of the validated genes were further quantified in the different regions of the antler
itself and the results were visualized by the invention of an expression logo.

The gene C21orf70 with previously unknown function showed specific hybridization pattern and
localized mostly to the site of mesenchymal condensations. The cognate protein is localized to
the nucleus and its overexpression showed that its function contribute to the activation of the

gene Tenascin-C.
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The differentiation potential of the antler mesenchyme was investigated by the in situ
hybridization of the gene Osterix, which demonstrated that the cell population of the apical
mesenchyme may have bipotential features, i.e. chondrogenic- and osteogenic potential.

The gene expression profile, we got by microarray, calls the attention to the involvement of the
negative regulations during antler development that reflect the highly controlled tissue growth in
the development of the antler. The validated genes can be classified into different signaling
pathways (FGF, TGFp and Wnt), their vivid activity during antler development resembles and is
comparable to only the embryonic development.

In summary, we utilized microarray technology as first in order to study the gene expressions of
the antler tip. The method proved to be successful as confirmed by QRT-PCR and based on the
QRT-PCR measures in antler, most of the identified genes link to mesenchymal cell
differentiation. The gene C210rf70 with previously unknown function was characterized during
mouse embryonic development and its expression pattern can be interpreted in the light of its
possible regulatory role on Tenascin-C transcription. It is worth to mention that the extra
C21orf70 gene dosage may contribute in human to the Down-syndrome phenotype, caused by
21™ chromosome trisomy.

We propose the introduction of cow cDNA microarray (now it is already available commercially)
in the future for gene expression studies in red deer. The higher degree of sequence similarity
should improve significantly the fidelity of quantitative charachterization in changes of gene
expressions. We also propose further investigations on the function of C210rf70 in mesenchymal
cell lines because its role can be coupled to stages before chondrogenic- and osteogenic cell

differentiation.
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Melléklet 2.2.
2. tablazat: Az agancscsics és a magzati nivekedési porclemez dsszehasonlitasa alapjan az
agancshan csikkent aktivitast mutatd gének a heterolog microarray hibridizacid szennt,
(22X expresszits kildnbségek, médidn értékek)

A oén neve Elérési szim A viltozas mértéke
Synaptotagmin bndng, AADBE2OR -3.47
cytoplasmic RNA interacting protein

Simnilar to myosin, light polypeptid 6, AAZI0024 -3.33

alkall, smooth musclef&non-muscle

RIKEN cDNA 0910001 AD6 gene AA274203 -2.68

(0910001 ADGRIk)

Proteasome(prosome, macropain) AWS45777 -2,54

subunit, alpha type 1 (Psmal)

Sarla gene homolog (Saral) AWS544555 -2,50

Proteasome (prosome, macropaim )

; 2,49
26S subunit, ATPase 5 (Psmc5) AW3I42410 ’
Basic leucin zipper and AADRRIA 247
W2 domains 2 (Bew2)

Proteasome (prosome, macropam) AAZ45003 2240
28, subunit 3 (Psme3) )
Similar to Ddx S protein AAZITIR4 -2.38
CAP, andenylate cyclase- 1z 215
associated protem | (Capl) AWSI9801 )
Proteasome | prosome, macropain) AAITTOSE 215
subunit, alpha type 4 (Psmad)

Cell division cycle 42 AAZGGITS -2,10
homaolog (Cded2)

Eukaryotic translation AWE40082 -2,09
termmation factor | (Etf1)

Chaperonin subumt 3 AWSI61R3 -2.09
(gamma) (Cet3)

ATPase, Na+/K+ transporting AWS44502 -2.06
beta | polypetide (Atplbl)

Actin related protein 2/3 AWEA09R0 =200
complex, subunit 5 (Arpes)

Villin 2 (Vil2) AWS2365 -2,00
RIKEN cDNA |E10006K2] AA4] 7044 =200

protem (1810006K 21 Rik)
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Melléklet 2.3.

94

3. tablazat: A szarvas ortoldg gének azonositdsahoz felhasznalt primerek. NP: nem publikalt szekvenciak.

A gén neve

Gas2
Grsfl
Glypican3
BmpRII
Sproutyl
C21orf70
p311
Trb2

Rnf2
B-actin
FGFR4
Msx1

Fgf8

DIx5
Twistl
BSP
Osterix
Osteopontin
Bmp2
Bmp4
Gdnf
N-Cadherin
Sox9
TenascinC
Cbfal
Whntl

Elérési szam
DQ239791
DQ239792
DQ239790
DQ239788
DQ239788
DQ239789
DQ239793
DQ239795
DQ239794
DQ233465

NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP
NP

Forward primer

5’- TCTGAGCCCAAAGGTACGCAGTG -3’

5" -GAAGGCCACTGGAGAAGCTGATGT -3’
5' - AAGGGCCCAACATGCTGCTCAA - 3

5 -TGGAGCTGATTGGCCGAGGT- 3’
5'-CAG GCAGCATAGTTCTGTGACA -3
5" -CCTGGGAAGATGGGGAAAGTGAG- 3’
5" -CCCCAAGGAAGTGAACCGCAAGAA- 3’
5" -CCCCGAGCCCGCCTGAGACT- 3

5' - GCTGAAGATACAGGCCATGAACAG - 3
5" -GAAATTGCCGCCCTCGTCATC- 3’

5 - TGAGGATGCAGGCGAGTACA -3’

5 - GACCGCTCGGCCATTTCT -3’

5 -TGCTGTTGCACTTGCTGGTT -3’

5" - CCAGAGCAGCCCCACAGCCAATT -3
5 - TTGGCACGACCTCTTGAGAATG -3’

5" - GGAATGGCCTGTGCTCTTTCAA -3’

5’ - CGAAAGAAGCCGATCCACAGTTG - 3’
5 - AAGGGTGTTACCATGAAGCCACAC -3’
5 - GCAGCCAGCCGAGCCAACAC -3

5 - CCATGAGCCTCCTTCGGGACTT -3’

5 - CGGACGGGACTCTAAGATGAAGT - &
5 - AACCAGCCCTACCTGAGGATTC -3

5 - CATGAAGATGACGGAGCAGGAGA -3
5 - TGGATGGCACAGTCAAGGAAGT -3’

5 - ACAGTCTTCCCCGCCGTGGTCCTAT -3’
5" - CACGACCTCGTCTACTTCGAG -3

Reverse primer

5’ -GGTGAAGGAGAAGGGGCAGAGAGT -3’
5" -GGATGAGGAGGGGATGGGTTAGAC -3’
5'- GCCATACAGCCTTGCATGACCAC- 3

5" -~AGCCGAGCCTCTGCATCCTGGT- 3’
5’-GTA AGA GTG GACTGT GAAATGCA -3
5 -TCGTGGGTGGCCTCGGTGCTCTC- 3’

5’ -GTGATTGCTCCCGCTACAGTGACT- 3’
5’ -CTCCTCTCCGCTGCCCTCTCT- 3’

5' - GTAAATGGTGTACTGCTTCTCACTG -3
5-CAGGAAGGACGGCTGGAAGAG-3’

5" - ACCTGGTAGGCGCAGGAGAC -3’

5" - TGTCAGGTGGTACATGCTGTAG -3’

5’ - GAAGTGGACTTCGCGCTGGT -3’

5" - TAGCTGGACGCGGGGGACTGGT -3’
5" - AGTCCTACGAGGAGCTGCAGAC -3’
5" - CACGAGGATCTCCGTTCTCACT -3’

5’ - GACGGCCTGAGATGAGAGTTTGC -3
5 - TGATGGCCGAGGTGATAGTGTG -3’

5" - CACCCACAGCCCTCCACAACCAT -3
5’ - CACCCCTCTACCACCATCTCC -3

5’ - AAAGGACAGGTCGTCATCAAAGG -3
5’ - CGCTGATTCTGTAGATGGCGTT -3’

5 - AGTCCGGGTGGTCCTTCTTGT -3’

5’ - TGGAACCAGTTAACGCCCTGAC -3’

5’ - GAACTGCTGTGGCTTCCGTCAG -3’

5 - GGAGAGGGAGGGAGGTAGGTC -3’
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Melléklet 2.4.
4. tablazat: A QRT-PCR mérésekhez felhasznalt primerek és prébak.
Gene name forward primerek reverse primerek
5'-6FAM™ /3' TAMRA™ jelolt probak
Gas? 5" - TTATCCTGGTGCCGAGATTTA -3 5" - GAAGGGGCAGAGAGTGTTTCT -3’
TAGAGCTTGGCCGGATTGCAGC
Grsfl 5 — CTTTAGATCCCAAGTCCAAGAAAG -3’ 5" - AAGCTGATGTGCACTTCGATAC - 3’
AACATGGGACCGATCCTTGAGCA
Glypican3 5’- GGAACAACTGCTTCAGTCTGC - 3’ 5’- TCTAAGGTGGACTCTGGAAGG - 3’
TGTTGTTCGCCACGCCAAGAA
BmpRII 5 - CCATCTGCAGTGACTCTCTCATC -3’ 5’ - CGAGGTCGATATGGAGCTGTA -3’
AGCGAGCAATGTTGTCATGTTCCATC
Sproutyl 5" - GGACTGTGAAATGCATCTGG - 3 5 - CCCAGAGTACCCAATCAAATG -3’
TTATGACAAGAGCCTCTGCCATCCA
C210rf70 5 - CTCTGCAGACCTCGATTGGT - 3’ 5’ - TCAGCTTCAGCTTCTCCTTCTT -3’
AGGAGTTGGCTTGCGTGAACGCTA
p311 5 - TGACTCAAGTGAAAACGCTCA -3’ 5 - GACTCTCAGCCTCTGCAAGAA -3’
TCTGCTCTCACACAACCGGTCCA
Trb2 5 — CTTGACCCGAGTCCTTTCTTC -3’ 5" — TGTTCTTTGAGCGGAGCTATG -3’
TTGCAGGTGCGGACGAAGGAA
Rnf2 5" - GTGGGATGAGGCCTGAATACT - 3’ 5’ — AGCAGAGGACAATGGAGACAG - 3’
TGATTGCTGTGCGTGGATGCG
B-actin 5’- GATCTGGCACCACACCTTCTA -3’ 5’- CCCAGAGTCCATGACAATACC - 3’

ATGTGGCCATCCAGGCTGTGC
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Melléklet 2.5.

5. tblazat: A szemikvantitativ RT-PCR soran hasznalt primerek.

Gén neve Primerek Ciklus szamok

rat C21orf70 F: GAAGAGTGTGGTGTCCCTAAAGA 26
R: GTCCTCTCTTCCTCAAGAAGCTG

mouse C21orf70 F: GAGTGTGGTGTCCCTAAAGAGAG 26
R: CTGCCTCTGTACTGTGGTCATTC

Tnf F: CTACTCCCAGGTTCTCTTCAAGG NED
R: GCAATGACTCCAAAGTAGACCTG

Col9al F: ACTCCAGGAGCTGATGGATTAAC 28
R: GGGTCTCAATCATGAAATCCAA

lhh F: CAACTACAATCCCGACATCATCT NED
R: GACTCGTAATACACCCAGTCGAA

Col2al F: CACCTACCACTGTAAGAACAGCA 21
R: TTACAAGAAACAGACAGGCCCTA

Cbfal F: CGGGAATGATGAGAACTACTCTG 27
R: CTCTCATACTGGGATGAGGAATG

Sox9 F: AGAAGGAGAGCGAGGAAGATAAA 29
R:CTCCACGAAGGGTCTCTTCTC

Betal-integrin F: CTGCAGTAACAATGGAGAGTGTG 26
R: GAACTTGGGATCTGTGCACTTAC

Syndecanl F: CAGGGTATGGACTATCTGTTTGG 28
R: TCTTGTCAACTTCCAGGAGAAAG

Twistl F: AGACACCGGATCTATTTGCATT 28
R: AGAGGTCTTGCCAATCAGTCAT

Aggrecan F: AAATGCTCAAGACTACCAGTGGA 18
R:TCTCATAGCGATCTTTCTTCTGC

Cdk2 F: TAGTGTTTGGCCTCATCTAGCAA 24
R: GAAGAACTGAACTTCCCAAAGGA

Cdc2a F: GAAGTGTGGCCAGAAGTAGAGTC 26
R: ATACAAGACAGGAAGAGCCAACA

BmpR2 F: ACAGCTGACAGAAGAAGACTTGG 27
R: TAGGTCTCTTCGGAAGGTTCTGT

Bmp4 F: GCCATGCTAGTTTGATACCTGAG NED
R: GATGTTCTTCGTGATGGAAACTC

FgfR3 F: GATACTCCTAGCTCCAGCTCGTC 26
R: GCCAGTCAGGAGATCATTCTACA

FgfR4 F: GAGGCCTTCTGTTCCAAACTTAT 37
R: AGGCTCCTTCAACAAGATGCTA

Msx1 F: TTAAACCCTTCGCTACACAGTTC 35
R: GTCTCTTGGAGCACCAAATAACA

Tgf-betal F: CTGCTCTTGTGACAGCAAAGATA 28
R: CAGACAGAAGTTGGCATGGTAG

Tenascin C F: CACTGGATACCTCCTGGTCTATG 37
R: GACTTCCAGTGCTTGAGTCTTGT

N-CAM F: ATCTGGTCAAGTACAGAGCGAAG 37
R: TTGTTCAGGAAGTAGCAGGTGAT

N-Cadherin F: AAACCTGTGGGAATCAGACG 27
R: ATACATGTCGGCCAGCTTCT
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5. tblazat folytatasa

Pax1

Bapx1

Delta-likel

EphB3

Hoxa2

Notch2

Whnt3a

Whnt7a

Beta-catenin

BmpR1A

BmpR1B

Noggin

Pax9

F: AAGTGTTCGCTGCTTATCTAACG
R: ATGGAAAGTCCGTGTAAGCTACC
F: CTTTAACCATCAGCGCTACCTG

R: CCGGGAGACAGTAGTAAGGGTAG
F: CGACTGAGGTTTAAGGTGGAAGT
: TGAACTCAAGTCACTCGTCCATT

: AAATCGTCAACACGCTAGACAAG
: ACTGCTGAGGATCTTCTTCTGGT

: CCACAAAGAATCCCTGGAAATAG
R: TGACTTCTCTTCCTCGTCTTCCT

F: GAGTGCCTCAGTTACACATGGAC
R: GACAACAGGCATTCATCGTACTC
F: TGAATTTGGAGGAATGGTCTCTC
R: AAGTATGTGTAACGTGGCCTCAA
F: GATCCTGGAGGAGAACATGAAAC
R: TCACTGGGTCCTCTTCACAGTAA
F: ATACCATTCCACTGTTTGTGCAG
R: GAGATCAGCAGTCTCATTCCAAG
F: TCAGATGCAGTAAGGCAGACTCC
R: TGTGGCCAGTGGTTTAAATATGC
F: GAGATTGCAAGGAGATGTGTTTC
R: GTGTAATTCCTTGCTCTGTCCAC
F: TCATTTCCGAGTGTAAGTGTTCC
R: TACAGTAGAAGCCGGGTAACTTT
F:CATCGCCTGTCTGGAGACATAAC

R: AGGCTAATGCAACAGCTTGAAGA

R
E
R
E

NED

NED

NED

NED

NED

NED

37

37

40

24

26

29

29

ND: nem detektalt
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Melléklet 2.6.

6. tdblazat: Gimszarvas gének hasonldsaga a szarvasmarha-, egér- és human-eredetii
ortologokhoz (azonossag/szakaszhossz).

Forras: www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

Az azonositott gén | Bos taurus Mus musculus Homo sapiens
és hossza (bp)

GRSF1 (901) | 667/694 (96%) 215/246 (87%) 271/302 (89%)
Glypican3 (657) | 644/657 (98%) 605/657 (92%) 623/657 (94%)
BmpR2 (854) | 842/851 (98%) 764/851 (89%) 806/851 (94%)
Sprouty | (1875) | 1561/1602 (97%) 552/654 (84%) 996/1074 (92%)
C21orf70 (808) | 685/717 (91%) 302/373 (80%) 364/441 (83%)
P311 (924) | 889/925 (96%) 317/347 (98%) 423/448 (94%)
Trb2 (960) | 941/960 (98%) 833/943 (88%) 869/933 (93%)
Rnf2 (455) | 431/442 (97%) 397/443 (89%) 411/440 (93%)
Gas2 (795) | 536/546 (97%) 485/542 (89%) 515/546 (94%)
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