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Bevezetés

1. BEVEZETES

Minden este banva banjak,
Hogy e vadat mér’ kivanjak,
Meért is iizik egyre, nyomba,
Tevelyito bus vadonba.

Mégis, mégis, ha reggel lett,
A gimszarvast tizni kellett,
Mint toviset szél jatéka;
Mint madarat az arnyéka

Arany Janos: Buda haléla, 6. ének

A gimszarvas mindig fontos szerepet toltott be mitologidnkban: csodaszarvasunk nem csak
az 1j hazaba vezetd utat mutatta meg, de a késobbi korok legendaiban is feltlinik (lasd: Szent
Laszlohoz kapcsolddd mondakort). A szarvas 6sidOk oOta a bdség, a termékenység €s a bolcsesség
egyetemes jelképe. A szarvasbikdk fahoz hasonlo, tavasszal ,kirligyez6”, télen lehulld, dgas-bogas
agancsa maga az ¢letfa, a megujulas, az ujjasziiletés szimboluma.

Az agancsot sok nép hasznalta/hasznalja mitikus amulettként. A keleti gyogyaszatban
orvossagként alkalmazzak — nemcsak mint afrodizidkumot. A megszaritott barkds-barsonyos
agancsbol, a pantenbdl késziilt szerek hatasa a biologiailag aktiv Osszetevok magas szintjén
alapszik, és a Fold szdmos orszagaban hasznositjak étrend-kiegészitokben.

Napjainkban a modern tudomany is ,,felfedezte” maganak a csodaszarvast, az agancs-ciklus
mogott zajlo élettani folyamatok csodajat. Hiszen az évenként lehullatott €s Gjrandvesztett agancs
egyediilallo és latvanyos példdja egy szerv teljes regenerdldsanak az emlésok korében. A
gimszarvas bikaja mintegy 100-120 nap alatt rakja fel az akar 14-17 kg-os hatalmas trofeajat. Ez
napi 1-2 cm-es novekedést jelent agvégenként, amihez hihetetlen gyors szdvetgyarapodas €s sejt-
differencidcio sziikséges. Ez az erdteljes novekedés a cstlicsi részben elhelyezkedd embrionalis
jellegli mezenchimasejtek intenziv sejtosztodasara vezethetd vissza (amely parhuzamba allithato a
még kevés ismeretiink van, az elmondhatd, hogy multipotens sejtek, amelyekbdl porc- és
csontszovet mellett vérerek is fejlodnek, valamint idegek is regeneralédnak. Ezért az agancsfejlodés
jobb megismerése nemcsak a porc- €és csontfejlddés jobb megértésében, hanem a vaszkularizacid és
az idegregeneracio folyamatanak feltardsdban is el6bbre visz. Emellett sok 1j informacioval
szolgalhat a differenciacid €s a regeneracié mechanizmusairdl, amelyek korunk egyik legnagyobb

orvos-bioldgiai kihivasa.



Bevezetés

Az agancs elcsontosodasahoz sok asvanyi anyag szilikségeltetik, amelyet a szarvasbika nem
képes a mineralizacié mintegy 3 hete alatt csupan taplalékabol fedezni. Ezért hatalmas mennyiségi
kalcium ¢s foszfor szallitodik a szegycsontbol, bordakbol és a gerincoszlop csontozatabol az
agancsba. A vazcsontok eme oszteopoOrozis-szerii folyamata a bdgést megel6zd iddszakban
megfordul, az agancs letisztuldsa idején az 4asvanyi anyagok a taplalékbol visszapotlodnak a
csontokba. Ezt a folyamatot nevezik ciklikus fiziologids oszteopordzisnak, amely genetikai
hatterének feltérképezése kozelebb visz benniinket a human csontritkulas megértéséhez és ennek
révén kezeléséhez és megelézéséhez.

Ezek ismertében érthetd, hogy a vildg szdmos orszdgadban miért kezdték meg az
agancsképzddés vizsgalatat. Tekintve, hogy a vilag legjobb mindségli gimszarvas éalloméanya
hazankban talalhato, értetd volt az az ambicionk, hogy mi is bekapcsolodjunk ezekbe a kutatasokba.

Munkénk alapgondolata az volt, hogy a gimszarvas agancs fejlddésének vizsgalataval
feltarjuk a robosztus csontfejlodés genetikai hatterét. A folyamat az egyik legerdteljesebb
szovetgyarapodds, amelyet az ¢éldvilagban ismeriink, még a malignus tumorok ndvekedését is
tulszarnyalja. Ugyanakkor az oszteoszarkomat idézé, un. pardkas-tumoros agancsbol sem
tapasztaltak attéteket, ami az intenziv ndvekedés hatékony ellendrzéttségére és szabalyozottsagara
utal. Ezt tdmasztja ald az évenként Ujrafejlédd agancs formajanak, agrendszerének nagyfoku
allandoséaga is. Az agancsfejlédés mogott megbujé molekularis biologiai folyamatok megismerése
kozelebb vihet a csontfejlodés, kiilonbozo csontbetegségek (pl.: oszteoporodzis, osteogenesis
imperfecta) megértéséhez. A robosztus ndvekedés szabdlyozasanak ismerete felhasznalhato a
tumor €s a szervregeneracio kutatasaban.

Az agancs kiilonb6z6é szoveteinek és a magzati ndvekedési porclemez génexpresszios
mintazatat hasonlitottuk 0ssze, célul tizve ki:

(1) a mezenchima—porc differencidcidés tUtvonal génexpresszids valtozasainak

megfigyelését,

(i1) olyan gének azonositasat, amelyek szerepet jatszhatnak a mezenchimasejtek intenziv

osztodasanak szabalyozasaban, illetve a porc-differenciacio folyamataban,

(ii1) az agancsfejlodést a magzati novekedési porclemezzel Osszevetve olyan gének

felismerését, amelyek a robosztus fejlodésért felelosek.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A gimszarvas

A gimszarvas (Cervus elaphus) a szarvasfélék (Cervidae) csaladjaba tartozé paros ujja patas
allat. Holoartikus faj, Europaban a létszamat tekintve a nyugati allomanyok jelentOsebbek, a
mindséget azonban a kozép-eurdpai allomanyok képviselik, hazankkal az élen. A magyar,
elsdsorban dél-dundntali dlloméany kivaldsadga a gimszarvas szdmara optimdlis ¢l6hely meglétének
¢s a tudatos vadgazdalkodéasnak kdszonhetd.

A gimszarvas testhossza 165-250 cm, farok hossza 12-14 cm, marmagassaga 100-150 cm,
tomege 100-350 kg. A szarvastehén negyedével, harmadéaval konnyebb, mint a bika. Eltekintve a
borjak pettyezettségétdl, a gimszarvas egyszinli: nyaron rozsdabarna, télen sziirkésbarna.

Testalkatuk erdteljes, hosszu labaik és kecses csiilkeik miatt mégis konnyednek latszanak (1. &bra).

1.4bra: Gimszarvasok (Cervus elaphus)

(Pannon Lovasakadémia szarvasfarmja, Boszénfa)
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A gimszarvasok tisztasokkal és rétekkel tarkitott lombos- és elegyes erddket kedvelik, a
legjobb ¢letteret a folyok arterei biztositjak szamukra. Elsésorban lagyszart novényeket legelnek,
azonban tavasszal szivesen csipegetnek rligyeket, Osszel pedig a makkterméssel egészitik ki
étrendjiliket, hogy vastag szalonna réteget fejleszthessenek télre. A gimszarvasok un. rudlikban
¢lnek, amelyek — a bogési idészakot leszamitva — csak tehenekbdl és borjaikbol vagy csak bikakbol
allnak.

Szaporodasi iddszakuk, a szarvasbOgés ideje szeptember-oktoberre esik. A borjak a
kovetkezd év majus-jiniusi idészakdban jonnek a vildgra. A tehenek altalaban csak egy borjat

ellenek, amely a kovetkezd ellésig marad az anyaval.

2.1.1. A gimszarvas genetikaja

A gimszarvas és a milu vagy David-atya szarvas (Elaphurus davidianus) keresztezése 1j
fejezetet nyitott az interspecifikus keresztezések és a kérddzok géntérképezésének torténetében. E
két faj a genetikai divergencia magas fokat mutatja, hasonldéan a Mus spretus és M. musculus
fajokhoz (Bonhomme et al., 1984). A két szarvas faj mind megjelenésiikben (az agancs, a lab és a
farok morfologiaja), mind bioldgidjukban (szezonalitas, betegségek elleni rezisztencia, viselkedés)
jelentdsen eltérnek egymastol, azonban kromoszéma szdmuk megegyezik (2n=68) és kariotipusuk
is rendkiviil hasonld6 (Wang, 1988). A két faj hibridjei fertilisek, méghozza - a Haldane
fajhibridekre vonatkozd szaballyal ellentétben - a himek. Ez rendkiviil elény6s a géntérképezéshez
sziikséges nagy egyedszdmu F, backcross populacidé létrehozasandl, amit tovabb konnyit a
mesterséges megtermékenyités sikeres alkalmazasa.

A szarvasfélék esetén hidnyzott az eldzetes genetikai térkép, de sikeresen alkalmazhatoak
voltak az evolucidésan konzervalt 10kuszok, az Un. I-es tipusit markerek a kapcsoltsagi csoportok
meghatarozasdnal (Tate et al, 1995). Tovabbi térképpontok azonositdsira felhasznaltak
szarvasmarha ¢és birka mikroszatelliteket, amelyek a II-es tipusti markerek koz¢é tartoznak (Slate et
al., 2002). Ezek alapjan 33 autoszomalis kapcsoltsagi csoportot alkottak. Az igy kapott 2532 cM
hosszu szarvas kapcsoltsagi térkép ugyan rovidebb, mint a szarvasmarha (3532 ¢cM Barendse et al.,
1994) vagy a birka (3063 cM de Gortari et al., 1998) géntérképe. Ennek okai lehetnek a szarvas
genom térkép hianyai illetve, hogy az interspecifikus hibridekben a rekombinacids rata
alacsonyabb. Mindazonaltal a szarvas interspecifikus géntérkép alkalmas a haszonallatok
Osszehasonlitd géntérképezéséhez: barmely human vagy egér gén gyorsan térképezhetd szarvasban,
¢s az Osszehasonlitd géntérképezés révén gazdasagilag fontos génekre lehet kovetkeztetni, illetve a

modszer a masik irdnyba is jarhatd: a gimszarvastdl mas fajok felé.
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2.2. Az agancs-ciklus

A szarvasfélék himjének jellegzetes masodlagos nemi jelleget tikr6z6 képzédménye az

agancs, amely a homlokcsont két csapjabdl, a r6ézsatébdl minden évben kifejlddd csontos szerv. A

bikék altal viselt agas-bogas agancs megjelenése megfelel az éllat kordnak és még inkabb

2. abra: A gimszarvas agancsanak évenkénti fejlédése (Brehm: Az allatok vilaga utan)

A legjobb éveiben és ereje teljében 1évo bika sokdgu, erds agancsot fejleszt. Az 6reg bikdk fejdisze
akar huszonnégyes, kivételesen még ennél is tobbagu lehet. A legfelsé agak alkotjak az in. koronat.

Az agancs messzir6l megmutatja viseldje erejét, dominancidjat, méretei és az allat
kondicioja kozdtt szoros Osszefliggés van. Amikor a szarvasbika taljutott élete deleldjén, agancsa is

leszallo agba keriil, ahogy a vadaszok mondjak: ,,a bika visszarak”.

2.2.1. Az agancs-ciklus hormonalis szabalyozasa

A minden évben ujra kifejlodé agancs egyediilalld példdja egy teljes szerv tokéletes
Az agancs évenkénti regeneralodasa, az agancs-ciklus szorosan kapcsoldodik a vilagossag €s
a sOtétség ordinak valtozasaihoz. A mérsékelt égovi szarvasok késo tavasszal-kora nyaron fejlesztik
koronajukat. Ez alol az 6z (Capreolus capreolus) képez kivételt a téli agancsnovekedésével

(Bubenik, 1990).
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A tél végének kozeledtével, mikor a nappalok egyre hosszabbak lesznek, a szarvasbika
lehullatja el6z6 évi fejdiszét. Néhany nappal ezutdn mar meg is indul az 01j agancs képzddése, amely
mintegy 120 nap alatt éri el teljes kifejlettségét. Ez a folyamat rendkiviil intenziv szovetgyarapodas
¢s —differencidcido mellett jatszodik le. Eme robosztus novekedés a napi 1 cm-es sebességet is
elérheti. Az agancs a nyar folyaman elcsontosodik, majd az agancsot boritdé bdr, a barka elhal

(3.4bra).

- .:r.'.';-. _:J
| A

Pa™ W2
:g"’r "'{".

Agancs
hullatas

Agancsfejlodés

Osteoporosis

3. &bra: Az agancs-ciklus (adaptalva: Borsy et al., 2008)

A nappalok hossza a tobozmirigyben termel6dd melatonin mennyiségén keresztiil képes
szabalyozni az ¢letfolyamatokat. A melatonin a hipotalamusz-hipofizis-ivarmirigy utvonalon
keresztiil nemcsak az agancs-ciklusra, de a szaporodasi €s egyéb szezonalis életfolyamatokra (pl.:
szOrvaltas) is hatdssal van. A fényt a retina sejtjei érzékelik, innen tovabbitodik a jel a
tobozmirigybe, ahol kémiai szignalla alakul a melatonin termelésére gyakorolt hatdsa révén. A
melatonin szintje a vérben nappal alacsony, éjszaka megndvekszik (Reiter, 1991). Minél
hosszabbak az ¢jszakak, annal t6bb melatonin keriil a vérbe, igy a szintje 6raként és naptarként is
»szolgal”. A tobozmirigy eltavolitisa nem sziinteti meg teljesen az életfolyamatokban

megfigyelhetd szenzonalitdst, azonban az évszakok sordan megfigyelhetd kiilonb6z6 hormonok

10
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szintjeinek valtozasait Osszezavarja (Brown et al., 1978). Ilyen hormon példaul a prolaktin (PRL),

crer

csokkenését a PRL emelkedése koveti, amely juniusban éri el maximumat. A prolaktin hatasa a

sargatest serkentd hormonon (luteinizal6 hormon, LH) keresztiil érvényesiil, amely a testis Leydig-

crer

crer
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4. 4bra: A prolaktin (PRL), luteinizal6 hormon (LH), tiiszOserkent6 hormon (follikulus stimulalo
hormon, FSH) és a tesztoszteron (T) koncentracidja fehérfarka szarvas (Odocoileus virginianus)

vérszérumaban az agancs-ciklus alatt (adaptalva: Bubenik, 2006).

A tesztoszteron az agancs-ciklus szabalyozasanak egyik kulcseleme. Az agancs ndvekedése
alacsony tesztoszteron szint mellett indul el tavasszal. Ebben az id6szakban a vérben 1évé kevés
tesztoszteron elsdsorban a mellékvesébdl szarmazik. A nemi hormon késdé nyéaron-kora dsszel
megfigyelhetd gyors emelkedése a herében megindulo tesztoszteron termelésre vezethetd vissza (az
LH késletett hatasa, 4. abra). Ekkor indul meg a spermiogenezis is, illetve ekkor kezdédik meg az
agancs mineralizacidja (Bubenik, 1990). Tesztoszteron hidnyaban (pl. kasztralast kovetden) az

agancs nem csontosodik el, hanem daganatszeri szdvetszaporulatként, Un, pardkds agancsként

allandosul.
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A magas tesztoszteron koncentrdcionak esszencialis szerepe van az agancs
mineralizaciojaban, ugyanakkor a tavaszi alacsony tesztoszteron szint serkentdleg hat az agancs
novekedésére (Bartos et al., 2000), mivel gatldo hatdsa van a sejtproliferaciora. Ezért lehetséges,
hogy a tesztoszteron a regeneracid egyik természetes inhibitora (Price és Allen, 2004).

A tesztoszteron kiilonb6z6 szervekben, szovetekben (herék, mellékvese, zsirszovet, fejlodod
agancs — Bubenik et al., 2005) ndi nemi hormonnd, 0sztrogénné alakulhat. Az 6sztrogén hasonld
szerepet tolthet be az agancsfejlodésben, mint a tesztoszteron, mi tobb az agancs elcsontosodasaban
50-szer hatdsosabbnak bizonyult (Morris és Bubenik, 1982). Ugyanakkor az 6sztrogén receptorai
nem talalhatoak meg az agancs csontszovetében, bar a porc- és csonthartydban, valamint a porcban
kimutathatdak (Lewis és Barrell, 1994).

Végso soron elmondhato, hogy a szaporodasi ciklussal szorosan 6sszefliggd agancs-ciklusban

mind a tesztoszteron, mind az 0sztrogén fontos szerepet jatszik.

2.3. Az agancs fejlodése

A gimszarvas agancsfejlodése nagyon hasonlo a testi csontok, elsésorban a csoves csontok,
kialakulasdhoz, annak egy rendkiviil felgyorsitott és leegyszertisitett valtozata. Felgyorsitott, hiszen
az agancs novekedésénél intenzivebb csontfejlédést nem ismeriink, és egyszerlibb, mivel a testi
csontoknal jol ismert — és funkcidjuk ellatdsdhoz nélkiilozhetetlen - remodelling folyamata a

gimszarvas agancsanak fejlodésénél hianyzik.

2.3.1. A vazcsontozat kialakulasa

A csontszovet fejlddéstani szempontbol mezodermalis eredetli és altaldban masodlagosan
keletkezik, vagyis egy mar meglévd szovet atépiilése révén. Emellett ritkdn — megfeleld feltételek
mellett — kozvetlentil is kialakulhat csontszovet. Ebben az esetben nincs elézetes alapszovet, a
folyamat a kisebb erek burjanzasaval kezdddik. Az ereket 6vezd sejtek, mikdzben csontsejtté
(osteocyta) differencidlodnak, csontdlloméanyt termelnek. A csontosoddsnak ezt a formajat nevezik
els6dleges csontosodasnak, amelyet eldszor Krompecher Istvan figyelt meg a koponyacsont
varratok tajékan. Az elsddleges csontosodas feltételei a keskeny csonthézag €s a tartdés nyugalom,
amelyek pontosan Osszeillesztett torott csontvégek esetén is megvalosulhat, és igy a tort végek
szinte észrevehetetlen csontheggel gydgyulhatnak (Szentdgothai és Réthelyi, 1985).

A masodlagos csontosodds esetén a csontok kialakuldsa a differencidltatlan mezenchima
sejtek tomoriilésével kezdddik a leendd vazelem helyén. Ezek az un. mezenchimalis kondenzéciok a
csontok alakjanak megfeleléen formalodnak, és két tuton fejléddhetnek csonttd. Az un.

intramembralis vagy desmalis csontosodas soran a mezenchima sejtek kozvetleniil osteoblastokka
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(csontképzé sejtekké) differencialodnak. igy alakulnak ki az agy- és arckoponya csontjainak nagy
része €s a kulcscsont kdzéprésze. A csontfejlodés a kondenzacion beliil az un. csontosodasi magban
(punctum ossificationis) indul meg €s fokozatosan terjeszkedik (Szentdgothai és Réthelyi, 1985).

A tobbi csont endochondralis csontosodéssal jon létre. Ez a folyamat két f6 szakaszra
bonthato: a chondro- és az osteogenezisre. A mezenchimalis kondenzacid sejtjei porcsejtekké
differencidlodnak, 1étrehozva a leendd csont porcos eldtelepét. A végsd stadiumban a porcsejtek
hipertrofizalodnak: osztédasuk megall, megduzzadnak, majd zsugorodnak és elpusztulnak
(Karsenty, 2001). Ekozben az extracellularis matrix fokozatosan kalcifikalodik, majd a periféria
felol vérerek tornek be, amelyek osteoblast-progenitorokat széllitanak. A progenitor sejtek a
porcgerendéakra tapadva differencialédnak és megkezdik a csontra jellemz6 matrix termelését.

A csontszovet fokozatos kiterjedésével a porcsejtek egy keskeny zonaba, az un. névekedési
vagy epifizis porclemezre korlatozodnak. Ez biztositja a csontok hosszanti ndvekedését. A
novekedési porclemezben a porcsejtek négy zonara oszlanak: a nyugalmi, az 0szt6do, a prehipertrof

¢s a hipertrof porcsejtekére (5. abra).

csontosodasi zona

S5.4bra: A ndvekedési porclemez (forras: JayDoc HistoWeb, University of Kansas Medical Center)
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Az 0todik régiot, a csontosodasi zonat a vérerek betdrése €s az osteoblastok megjelenése
jelzi. Miutan az osteoblast koOrbeveszi magéat csontmatrixszal, lacunat alakit ki maganak
canaliculusokkal, €és csontsejtté alakul. Az osteocytak mechano- és kemoreceptorként viselkednek, a
csont mechanikai, biokémiai ingerekre adott valaszreakcioit szabalyozzak.

A novekedési porclemez egyes régioi a porcsejtek morfologidja és a specifikus molekularis
markerek alapjan jol megkiilonboztethetdek egymastél (Mundlos, 1994). A nyugalmi zénaban a
sejtek kicsik €s kerekdedek. A proliferacios régidban a porcsejtek intenziven osztodnak, az ellapult
sejtek jellegzetes kukoricaszemekre emlékeztetd oszlopokat hoznak létre. Mind a nyugalmi fazisban
1évé, mind a proliferdlodd porcsejtek termelik a ol (II) tipusa kollagént. A prehipertrof
chondrocytak is expresszaljak a al (II) tipusu kollagént, de alacsonyabb szintén. Végiil a hipertrof
porcsejtek a al (X) tipusu kollagént termelik.

2.3.2. Az endochondralis csontosodas molekularis mechanizmusa

A ndvekedési porclemezben a porcsejtek egy finoman Osszehangolt és pontosan ellendrzott

folyamaton mennek keresztiil, amely magaba foglalja a sejtosztodast, -érést és —halalt (6. abra).

porchartya szivacsos csont
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6. abra: Az endochondralis csontosodasban szerepet jatszo fontosabb fehérjék (adaptalva: Provot és

Schipani, 2005)
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A korai porcképzodés mester regulatorai: Sox fehérjék

A porcképzddés nélkiilozhetetlen szabdlyoz6i a Sox fehérjék: a Sox9, Sox5 és a Sox6,
amelyek HMG (high-mobility-group) DNS-k6t6 domént tartalmazé transzkripcids faktorok. A Sox9
a csontfejlodés legkorabbi szakaszaban megjelenik: alapvetden sziikséges a mezenchimalis
kondenzacidhoz, igy a skeletogenesis inicidlasahoz és a porcsejt-differenciaciohoz (Akiyama et al.,
2002). A porcmatrix kialakitdsaban fontos szerepet jatszé géneket, mint példaul: az aggrekan,
matrilin-1 vagy a Il , IX és XI tipusu kollagén génjeit a Sox9 képes serkenteni (Sekiya et al., 2000,
Rentsendorj et al., 2005, Bridgewater et al., 1998,). Bell és mtsai. (1997) kimutattak, hogy a Sox9
kozvetleniil kotddik a I tipusu kollagén génjének porcsejt-specifikus cisz eleméhez és képes
szabalyozni annak expresszidjat. Szamos kisérlet igazolta, hogy a Sox9 pozitivan szabalyozza a
proliferacidt és negativan a porcsejtek hipertrofizaldédasat. A Sox9-et az 0sztddod és a prehipertrof
porcsejtek is expresszaljak (Bi et al, 1999).

A Sox9 mellett a Sox5 és a Sox6 is nélkiilozhetetlen a porcsejtek fejlodéséhez. Bar az egyedi
Sox5”" vagy Sox6” genotipusii egerek csak minimalis porc defektust mutattak, a dupla nullmutans
egereknél sulyos porchiany keletkezett a sejtosztédas €s a porcmatrix termelésének elégtelensége
miatt. Mindkettd fehérje képes indukalni porcsejt differencidcios markerek, mint a al II kollagén,
vagy az aggrekdn expressziojat a Sox9-cel egylitt, ugyanakkor expressziojukhoz sziikséges a Sox9

(Smith et al., 2001).

Az FGF szignal utvonal szerepe az endochondralis csontosodasban

Az FGF (Fibroblast Growth Factor) szignal alapvetd szerepet jatszik mind az
intramembralis, mind az endochondralis csontosodasban. Az FGF-ek csaladja 23, strukturalisan
hasonl6 fehérjéket kodold génbdl 4ll, amelyek hasonld biokémiai €s funkciondlis tulajdonsagokkal
rendelkeznek. A négy FGF receptor (FGFR1-4) tirozin-kindz molekula, amely képes kotni és
aktivalodni a legtobb FGF altal. Egyedi ligand-kotd képességiik alternative mRNS splicing
eredménye (Ornitz et al., 1996). Az FGF-ek aktivitdsat és specializacidjat heparan-szulfat
oligoszacharidok 1is szabdlyozzdk, ugyanis az FGF, FGFR ¢és a heparin/heparan szulfat
trimolekularis komplexet képez, ahol a heparan lanc szovetspecifikus modositasokkal rendelkezik
(Rapraeger, 1995).

Az FGF szignal jelentéségére a vazfejlodésben eldszor az FGFR3 transzmembran
doménjében bekovetkezett pontmuticid vilagitott ra, amely egyértelmiien felelossé tehetd az
achondroplasidért, a human torpeség leggyakoribb formajaért (Rousseau et al. 1994). Azbdta szamos
egyéb human szkeletalis diszplaziat hoztak kapcsolatba az FGF receptor 1, 2 vagy 3-mal (Muenke
¢és Schell, 1995; Cohen, 2000; Britto et al., 2001), de a legtdbb informacié az FGFR3- rél van.
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Az FGFR3-at a proliferalodé porcsejtek termelik és képes kotni az FGF1, 2, 4, 8, 9, és a 18
faktorokat, amelyek a perichondriumban expresszalodnak. Allatkisérletekkel igazoltak, hogy
negativan befolydsolja a porcsejtek osztodasat. Hatasat a Statl transzkripcios faktoron keresztiil
1999). Legvalosziniibb funkcionalis ligandja a FGF18, mivel az fgfi-3” és az fgf18" nullmutans
egér hasonl6é defektusat mutatja a csontfejlédésnek (Liu ef al., 2002).

Az fefrl a végtagkezdemény mezenchimajaban expresszalodik, valamint a mezenchimalis
kondenzacid perifériagjan. A végtagfejlodés késdbbi szakaszaban az fgfrr/-t a hipertr6éf porcsejtek
termelik. Az fgfi2 kifejezddik a végtagkezdemény ektodermajaban és a mezenchimalis kondenzacid
magjaban, valamint az osteoblastokban. Mind az fgfr/, mind az fgfr2 expresszalodik a
perichondriumban is (Delezoide et al., 1998).

Amig az fgfr2 ¢és az fgfr3 expresszioja kozott atfedés van, addig az fgfrl és fgfr3
expresszidja elkiilonithetd, ami arra utal, hogy funkciojuk nagyban eltér. Az fgfr3 a porcsejtek
ratara, az ECM termelésére vagy az apoptdzisra lehet hatassal (Delezoide et al., 1998). A hipertrof
porcsejtek zondjaban az FGFR1-hez az FGF9 és FGF18 képes kotddni és ezzel indukalni a vérerek
betorését a VEGF (vascular endothelial growth factor) és receptora (VEGFR) expresszidjan
keresztiil (Hung et al., 2007). A VEGF egy angiogenikus faktor, amelyet normal esetben a hipertrof
chondrocytak is termelnek.

Az fgf2, fef5, fef6, faf7 és fgf10 expressziojat els6sorban a mezenchimaban mutattak ki, az
fgf8 pedig az apikalis ektodermalis reddben (AER) termelddik, azonban ezek hianya a kisérletek
szerint semmilyen defektust nem okozott a vazfejlddésben (Ornitz és Marie, 2002). Valoszind, hogy

az FGF-ek sajatos kombinaciodja sziikséges a teljes FGF szignalizaciohoz.

A PTHrP/Ihh visszacsatolas

A parathyroid hormone-related peptide (PTHrP) egy auto/parakrin faktor, amely szamos
magzati €s felnott szovetben termelddik. A PTHrP koti és aktivalja a PTH/PTHrP receptort, amelyet
értelemszerlien a paratiroid hormon (PTH) is miikddésbe hoz. A PTH a kalcium/foszfat
metabolizmus kdzponti szabalyozoja, hatdsat a csontokban és a vesében fejti ki.

A PTH/PTHTrP receptor (PPR) alapvetd fontossagii mind az 4svanyi ion homeosztazisban,
mind a csontfejlédésben. Szamos szovetben kifejezddik, a legmagasabb expresszidja a vesében, a
porcban és a csontban van.

A PTHrP-t a perichondrium sejtjei és a periartikularis régio proliferal6dé porcsejtei termelik,
a PTH/PTHrP receptor mRNS-t a prehipertrof sejtek expresszaljak, bar alacsonyabb expresszio az
oszlopokba rendezddott osztédd porcsejteknél is kimutathatd (Vortkamp et al., 1996). Az aktivalt

16


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Ornitz%20DM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Marie%20PJ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

Irodalmi dttekintés

PTH/PTHrP receptorok gatoljak a porcsejtek érését, hipertrof porcsejtekké valéd differencialodasat,
ezaltal késleltetik a csont kialakulasat.(Lanske et al. 1996). A PTHrP emellett képes stimulalni a
sejtosztodast in vitro kisérletekben, mégpedig a CREB (cAMP response element-bindig protein)
foszforilalasan keresztiil. A CREB ezutan aktivalja a sejtciklus szabalyozasaban résztvevd ciklin
D1-et (Beier et al., 2001, Ionescu et al., 2001).

A PTHrP hatdsat tamogatja az Indian hedgehog (Ihh), amely az endochondralis
csontfejlodés egyik kozponti irdnyitdja. Az Thh-t a prehipertréf porcsejtek expresszaljak és a
perichondrium sejtjeire hat, ahol fokozza a PTHrP szintézisét (St-Jacques et al., 1999). Végsd soron
az Thh gatolja a porcsejtek hipertrofizalasat és késlelteti a porcmatrix mineralizalodasat.

Az Thh és PTHrP kozott egy negativ visszacsatolds jon létre (7. abra), hiszen az Ihh hatasara
megnovekvd PTHrP gatolja a pre- és hipertrof porcsejtek kialakuldsat, igy végiil is az Ihh
expressziojat. A PTHrP/Ihh szabalyoz6 mechanizmus meghatarozza a proliferalodd és a
hipertr6fizalodo porcsejtek ardnyat, biztositva, hogy a fejlédo csont elérhesse megfeleld nagysagat.

Az PTHrP/Ihh utvonallal az FGF és a BMP szignalizaciés utvonalak is kolesonhatnak (7.

abra).
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7. abra: A PTHrP, az IHH, a BMP-k, FGF-ek és a Runx2 kolcsonhatasai (adoptalva: Provot és
Schipani, 2005)

Az FGF szignal gatolja az lhh expresszidjat, azonban ez a hatasa a porcsejtek

crer

A BMP (Bone Morphogenetic Protein) fehérjék a porcsejtek osztodasara és érésére vannak
befolyéssal, valamint a csontgallér kialakuldsara. Ez utdébbinal az Ihh is elengedhetetlen, hatasat a

BMP-k kozvetitik (Long et al., 2004).
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A BMP-k alapvetéek a legkiilonbozobb fejlédési folyamatokban. Szerepiik van a
mezenchimalis kondenzaciéban is. A fejlédé csoves csontokban a perichondriumban
expresszalodnak (elsdsorban a BMP2, 3, 4, 5 és a 7), valamint a hipertrof porcsejtekben is

megtaldlhato mRNS-iik (BMP2-nek és 6-nak) (Minina et al., 2001).

A Runx2 szerepe a porcsejtek differencialodasaban

rrrrrr

molekula. A Runx2 (egyéb elnevezések: Cbfal, Ostl, AML3 stb.) a Runt transzkripcios faktor
csaladhoz tartozik (Ogawa et al., 1993), és az osteoblast differenciacidhoz elengedhetetlen
faktorként azonositottdk. A Runx2-deficiens egerekben ugyanis nincs csontképzddés, ugyanakkor in
vitro a Runx2 taltermeltetése osteoblast-specifikus gének (pl.: osteocalcin, bone sialoprotein,
alkalikus foszfataz) expresszidjat eredményezi, in vivo pedig ektopikus csontképzddéshez vezet
(Ducy et al., 1997, Komori et al., 1997).

A Runx2 az egér csontvaz fejlédésének legelején, a 10,5-12,5 napos embridban, minden
mezenchimalis kondezacidban expresszalédik. A Runx2-t termeld mezenchimalis sejtek az
osteoblastok és a porcsejtek kdzos progenitorai. A fejlodés tovabbi szakaszéban, az embrionalis élet
14,5 napjatol a sziiletésig, a Runx2 expresszidja az osteoblast vonalban fokozodik, a prehipertrof
porcsejtekben pedig csokken €s a sziiletéssel meg is sziinik (Takeda et al., 2001). A novekedési
porclemezben a Runx2-t a porcsejtek termelik, ¢és termelddése elinditja a porcsejtek
hipertrofizlodasat (Kim et al., 1999). A Runx2 taltermeltetése transzgénikus egerekben a porcsejtek
korai éréséhez vezetett a X-es tipusu kollagén, valamint mdas hipertrof porcsejtekre jellemzd
markerek expresszioja miatt (Takeda et al., 2001).
nem hidnyzik teljesen. Ez a megfigyelés vezetett annak felismeréséhez, hogy egyéb faktorok is
sziikségesek a hipertrof porcsejtek megjelenéséhez. A Runx2 a Runx3-mal egyiitt indukalja a
hipertrofizalodast (Yoshida et al., 2002). Szintén e folyamat pozitiv szabalyozojaként azonositottak
a CBFp-t (core-binding factor ), amelynek hidnya a Runx2-decifiens egerekhez hasonld fenotipust
eredményez. CBFf egy ko-transzkripcids faktor, amely a Runx proteinekkel heterodimert képez. A
Runx2-vel val6 kdlcsonhatasa sziikséges a Runx2 DNS-kotéséhez és transzkripcids aktivitdsahoz
(Kundu et al., 2002, Yoshida et al, 2004).

A porcsejtek termindlis differencidciora kifejtett hatdsit a Runx2 — részben — az lhh
expresszidjanak fokozéaséaval éri el. Az Ihh expresszidja pozitivan befolyasolja a PTHrP szintjét, ami

egy visszacsatolast hoz 1étre az oszt6do porcsejtek felé (7. abra).
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Ett6l a folyamattol fiiggetleniil a Runx2 szerepet jatszik a hipertrofizalodas masik
jelenségében is, a vérerek betdrésében. A Runx2-deficiens egerekben a vazelemek nem
vaszkularizaltak. In vitro kisérletekkel igazoltak, hogy a Runx2 képes aktivalni (Zelzer et al., 2001)

a VEGF (vascular endothelial growth factor) promoterét.

2.3.3. A rézsato és az elso agancs kialakulasa

Az agancs nem kozvetleniil a koponya csontjabol alakul ki, hanem a homlokcsont allando
képz6édményébdl, a rdzsatobol, amely a pubertas korban a tesztoszteron hatasara indul fejlodésnek
(Lincoln, 1973) — és ezaltal egyetlen példaja egy szerv késleltetett fejlédésének (Price et al. 2005).
Az agancs és a rozsatd borbdl és csontbdl, valamint vérerekbdl, idegekbdl és némi kdtdszovetbol
épiil fel.

Mind a rézsatd, mind a beldle évenként regeneralodd agancs a homlokcsont
vissza. Az AP eredete még nem teljesen tisztazott. Mivel a homlokcsontot a kranidlis vel6lemezbdl
szarmazo6 sejtek alakitjak ki (Jiang et al., 2002), ezért feltételezhetd, hogy az agancs és a rozsato is
veldlemez eredetli (Price és Allen, 2004). Az AP-t postnatalisan megmaradt embrionalis szovetnek
vélik szembeszokd differencialodasi képessége miatt (Li és Suttie, 2001). Magzati korban még
mindkét nemen megtalalhatd, azonban az androgén stimulus elmaradasa miatt szarvasteheneknél
inaktiv marad (kivételt ezalol a rénszarvas (Rangifer tarandus) képez, ahol a tehenek is viselnek
agancsot, €s a borjak néhany héttel a sziiletésiik utan megkezdik az agancsfejlesztést — Putman,
1989).

Az agancsképzd periosteum — mas csonthartydkhoz hasonléan — két rétegbdl all: a kiilsé
fibrozus ¢és a belso sejtes rétegbdl. Mindkét réteg sokkal vastagabb, mint a szomszédos csonthartya
rétegei. Agancs- €s rozsatoképzo tulajdonsagat transzplatancios kisérletekkel bizonyitottak: az AP
sejtek atiiltetése agancsfejlodést indukalt, akdr a homlokcsont mas teriiletérdl, akar a mellsdé 1ab
boralatti részérdl legyen sz6 (Hartwig, 1967, Goss és Powel, 1985). Az AP xenograft
transzplantacidja (immun-deficiens egér koponydjara) egy csontos kindvést eredményezett. (Li és
Suttie, 2001). Az AP-t boritd epidermis eltavolitasa ugyanakkor semmilyen defektust nem okoz, a
seb begyogyuldsa utan a fejlédés megindult.

A rozsaté kialakulasakor az AP agancsképzd sejtei osztodnak és osteoblastta
differencidlodnak frontolaterdlis nytlvanyt képezve desmalis csontosodassal. E szovet okozta
mechanikai nyomas interakcidt eredményez a foldtte elhelyezkedd borrel, aminek kdvetkeztében a

csontosodasi folyamat megvaltozik: Gn. atmeneti csontosoddssal csontos-porcos szovet képzddik.
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Végiil a rozsatd fejlédése modosult endochondralis csontosodassal fejezddik be, vérerekben gazdag

porc jelenik meg, amely kés6bb elcsontosodik (8. abra)(Li és Suttie, 1994).

& » |

agancs aECO

— — barka
neogenezis
rozsatd 3
2 | foszillés
| nyomas
IMO | | :
¢ 5mm
belsé rész 20 mm kiils5 rész
34 mm

8. dbra: A rozsatd kialakuldsanak sematikus rajza (adaptalva: Li és Suttie, 2000)
IMO: intramembrélis csontosodds, OPC: atmeneti csontosodas, pECO: a rézsatd endochondralis
csontosodasa, aECO: az agancs endochondralis csontosodasa. FErdekes, hogy a rozsatd
kialakulasakor a kiils6 (bor) és a belsd (csontos-porcos szovet) fejlodése nincs teljes szinkronban. A
rézsatdt boritd bor ugyanis a késéi pECO fazisban, a rozsatd kb. 4 cm-es hosszandl alakul at az
agancsot fedd barkava, mig a belsd rész a rdzsato teljes hosszanak (kb. 5 cm) elérésekor formalodik

at.

Miutén a rézsatd eléri fajspecifikus hosszat (ez a gimszarvas esetében 5-6 cm), az els6 agancs
novekedése spontan megindul a rozsatd distalis részébdl. Az elsd agancs kialakuldsat még nem
tekinthetjiik regenerativ eseménynek. Az els6 évben létrejové nem elagazo, Gn. nyarsas agancsot a
kovetkezd években egyre nagyobb és morfoldgiailag komplexebb agancsok kovetik. Ezekben az
esetekben mar ,,hipermorfotikus regeneraciorol” beszélhetiink.
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A bikak tél végén, tavasz elején hullatjak el az agancsukat. Ez az agancs €s a rozsatd hataran
bekovetkezd osteoclast eredetii csontfelszivodas eredménye. A rdézsaton keletkezett seben néhany
ora mulva heg keletkezik és megkezdddik a regeneracio. A kialakulo blasztéma sejtei valosziniileg
a rozsatd csonthartydjanak stem sejteibdl szarmaznak, mivel a csonthartydk altaldban tartalmaznak
multipotens stem sejteket, rdaddsul a periosteum megduzzad az agancs elhullatdsa utdn nem sokkal
a rozsato distalis részén (Kierdorf et al., 2003).

Az agancs robosztus fejlddése roppant nagy terhet r6 az allat 4svanyi anyag haztartasara.
Egyrészt az agancs elcsontosoddsdhoz sziikséges kalcium- és foszfationok nem fedezhetdek a
felvett taplalékbol, ezért a bika vazcsontozatdban oszteoporozis alakul ki (Chapman, 1975,
Bubenik, 1983). Masrészt az agancs elhullatdsakor a reszorpcié minimalis nagysagu, ennélfogva a

szarvasbikanak minden évben potolnia kell ezt az dsvanyi és €16 anyag mennyiséget.

2.3.4. A fejlodé agancs felépitése

Az agancs novekedése a csucsbol indul. Ebben a régioban tobb szovettipus van jelen,

amelyek alapvetden két nagy csoportot alkotnak: a belsd csontos-porcos adllomanyt és a kiilsé bort, a

barkat (9. abra)(Banks és Newbrey, 1983).

epidermis
barka
dermis

csucsi mezenchima

prechondroblastok p“’lif"“'édés
zéna

chondroblastok
chondrocytak

periosteum

fejlodo szivacsos csontallomany

szivacsos csontallomany

9. abra: A fejlodo agancs felépitése. Sematikus hosszmetszet (adaptalva: Banks és Newbrey, 1983).
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A novekvO agancsot a vérerekben és idegekben gazdag barka burkolja, amely a kiilso,
szOrszalakban gazdag epidermisre és a belso rostokban gazdag dermisre oszthatd. Bar a dermis also
régidja fokozatosan megy 4t a csucsi részen a perichondrium, a lentebbi régidokban a periosteum
fibrozus rétegébe, konnyen levalaszthatd az alatta hizodd mezenchimarol (Li et al., 2005).

A perichondrium ¢€s a periosteum kodzott az atmenet folytonos. A periosteum belsd, sejtes
rétege szamos osteogenikus sejtet tartalmaz, amelyek bizositjdk az agancs ,hizasat”. Ezek a
differencidlatlan mezenchima sejtekbdl kozvetleniil alakulnak ki osteoblastok (Banks és Newbrey,
1983). Ehhez hasonlo, un rarakodasos vagy periostalis csontosodds biztositja a testi csontok
vastagodasat.

A novekedési porclemezzel parhuzamba allitva a fejlodé agancsban a proliferacios zénat a
csucsi mezenchima, a prechondroblastok és chondroblastok altal alkotott régidoként azonosithatjuk.
Ez a réteg sapkaszerlien boritja az agancsadgak distalis részét. Kiilsé része a mezenchima, a
mitotikus aktivitds itt a legnagyobb, valamint az apoptétikus sejtek ardnya is (Banks és
Newbrey,1983). Ez a két jelenség szorosan Osszefligg, a gyors sejtosztddas mutagenezist
eredményezhet, amely ellen védelmet jelent az apoptozis. Hasonlo jelenséget a kétéltiiek végtag-
regeneracional is leirtak (Brockes, 1998).

Az agancs mezenchima szdveti régidja szdmos véreret tartalmaz, amelyek az agancs
hossztengelyével parhuzamosan futnak. A prechondroblastokba, chondroblastokba vald atmenet
fokozatos, aminek kovetkeztében egy meglehetdésen heterogén szovetréteg alakul ki (Banks és
Newbrey,1983). Az egyes sejtek eltérd differencidlodasi stadiumban talalhatoak, de altalanossagban
a kevésbé differencialt sejtektél a differencialt sejtek felé mutatd irdny distoproxalis. A
differencidlatlan mezenchima sejtekre jellemzd, hogy az osteoblast- és fibroblast sejtvonalakra
jellemzd 1 tipusu kollagént termelik, bar alacsonyabb szinten, ugyanakkor az elébb emlitett két
sejtvonalra szintén jellemzd alkalikus-foszfatazt nem (Price ef al., 1996). Megjegyzendd, hogy ezek
a mezenchimalis sejtek nemcsak chondro-, hanem osteogenikus képességekkel is rendelkezhetnek,
amit alatamaszt az a tény is, hogy erdteljesen expresszaljdk az osterixet, hasonldan az oldalso
mezenchiméhoz, amely biztosan rendelkezik ilyen képességekkel (Gyurjan et al., 2007, Gyurjan,
2007). A pre- és chondroblastokra nagy kivalasztasi aktivitas jellemz6, mivel megkezdik az egyre
novekvo tdmegl, porcra jellemzé extracellularis matrix termelését, tobbek kozott a IIA, 1IB és X
tipusu kollagént (Price et al., 1996), valamint a Link-proteint és a Matrilin 2 és 4-fehérjét. (Korpos
et al., 2005). A vaszkularis és perivaszkularis tér egyre novekszik, ahogy az agancsalap felé
haladunk. A vérerek altal megosztott differencidlodd porctomeg eldbb helikalis mintazat szerint

rendezddik, majd hosszanti irdnyba trabekuldkat alkot, némiképp emlékeztetve a ndvekedési

crer
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A porcos zénaba valé atmenet rendkiviil fokozatos, a hatdrokat az extracellularis matrixban
bekovetkezett valtozasok jelzik (Li et al., 2005), tobbek kozott a Matrilin-3 megjelenése az
extracellularis matrixban (Korpos et al., 2005). A zona trabekulai heterogén sejtpopulécidobol
épiilnek fel. Ezek a sejtek a fejlédés kiilonbozd stadiumaban tartanak, proximalis irdnyban egyre
tobb érett porcsejt jelenik meg. Az érett porcsejtek a trabekuldk kozepén helyezkednek el, mig a
periférian fiatal porcsejtek és porcképzdsejtek vannak. A kiillonb6zd fejlédési stadiumban 1évo
sejtek elhelyezkedése bizonyitja, hogy a chondrogenesis nemcsak longitudindlisan, hanem
latitudinalisan is végbe megy.

Az agancsporcban a vérerek nagyok, a perivaszkularis tér kiterjedt, szemben a test tobbi
részén talalhatdé porccal (beleértve az endochondralis csontosodasnal formalodot is), amelyek
normalis esetben nem tartalmaznak vérereket. Masik jelentds kiilonbség, hogy az agancsporc
mineralizdloddsa. A kalcium és mas 4&svanyi anyagok berakoddsa elkiiloniilé gocpontokban
kezdddik el az extracellularis matrixban, majd a kalcifikacidé ndvekedésével a gocpontok
Osszeolvadnak és 1étrejon a kalcifikalt porcszovet (Banks és Newbrey, 1983).

Az agancs fejlodésénél, a ndvekedési porclemezzel ellentétben, nem figyelhetd6 meg
hatarozott hipertr6f zona. A hipertrof porcsejtek a trabekuldk koézepén jelennek. A hipertrof
porcsejtek megjelenése mellett a mineralizalt porcszovettél az agancstd iranyaba haladva
chondroclasia ¢és osteogenesis aktivitdst lehet kimutatni (Banks és Newbrey, 1983). A
porctrabekulak szabalytalan alak(i, anasztomikus oszlopokkd valnak. A sejtek csillag vagy
hossztkas alakot oltenek, vagy mintegy kiesnek lacundikbol. A sejtekben gyakran megfigyelhetd
vakoulak. A perivaszkuldris térben szamos ors6 és csillag-alakl sejt lathato a kotészovetben, igy
elmosddott lesz a hatar a porcoszlopok és a vérerek kozott (Li et al., 2005).

A porctrabekuldk felszine szabalytalanna, torotté valik a chondroclastok szamanak
megndvekedésével aranyban. Sok porcfald sejt egyesével lathatdoak az oszlopok felszinén, néha
azonban kettd vagy tobb sejtbdl all csoportokban. Megjelennek a Howship’s vagy reszorpcios
lakunak is, amelyek a chondroclastok matrix leépitd munkajanak eredményei. Ugyanakkor az
oszlopok mélyén még chondroblast sejtek mutathatéak ki (Banks és Newbrey, 1983).

A kalcifikalt porcoszlopok felszinére, az oszlopok degradalédasaval parhuzamosan, csont
rakodik. A csontot a porcfelszint beboritd osteoblastok- és cytak termelik. Az osteogenesis alatt is
folytatodik a chondroclasia, mig a porc a4t nem adja helyét teljesen az Gijjonnan formalodd tomott
csontszovetnek (Li et al., 2005). Ezt a csontszovetet felvaltja a szivacsos csontalloméany, mig a
periféridn a csontallomany kozvetleniil a periosteum csontképzdsejteibdl formalddik. Ez a

rarakodésos csontosodas eredményezi az agancsszar és —agak vastagodésat.

23



Irodalmi dttekintés

2.3.5. Az agancsfejlédés molekularis bioldgiai hattere

Az embrionalis vazfejlodés €s az alacsonyabbrendli gerincesek regeneracids képességének
vizsgalataibol egyre vildgosabba valik, hogy ezek a folyamatok meglehetdsen konzervalodtak az
evolucio soran, ezért feltételezhetd, hogy az ismétlddd agancsciklusok sordn is hasonld folyamatok
jatszddnak le. A vizsgalatok kiinduldsi pontjai ezért legtobbszor a csontfejlédésben szerepet jatszo
faktorok, amelyek szama rohamosan nd. Az in vivo kisérletek hianydban az mRNS-ek és fehérjék
agancson beliili térbeli lokalizacidjabol igyekeznek kovetkeztetéseket levonni.

Mostanaban kezdett a figyelem kozpontjaba keriilni az 0j agancs fejlédésének elsd 1épése,
az agancshullas jelensége. Bar sok szarvasfajndl az agancs elhullatasa és az ) novesztése kozott
akar honapok telhetnek el, a gimszarvasnal az agancshullas és a kovetkezé agancs regeneracioja
egybe esik. Az agancs elhullatdsa utdn, ordkon beliill a seb szinte begydgyul: rdhazodik az
epidermisz szomszédos teriiletrdl, illetve mezenchimalis sejtek vandorolnak oda (Kierdorf et al.,
2003).

Az agancs levaldsa az osteoclastok csontleépitd szerepére vezethetd vissza. Az osteoclastok
aktivaldsa finoman és pontosan koordinalt folyamat, mivel a csontfalosejtek matrix bontasa csak
meghatdrozott helyen, a rézsatd és az agancs hatara mentén jatszodhat le, masképp a vazcsontozat
legkiilonboz6bb helyein kovetkezhetne be csonttdrés. Ez a helyspecifikus csontfelszivodas ma még
kevésbé tisztazott, szabdlyozasdban a RANKL ¢s a PTH vehet részt. Mindkettd receptorait
kimutattdk a kialakulé blasztéma sejtein (Price és Allen, 2004). A RANKL az osteoclast
differenciacio6 kulcsfaktora, mig a PTH a csontok Ca-tartalmara van hatdssal. A RANKL szignalra a
szexhormonok - igy a tesztoszteron is - gatld hatdssal vannak, tehat amig magas a tesztoszteron
szint az agancs lehullasa nem lehetséges.

A masik lehetséges szabalyoz6 molekula a PTHrP, amely szintén eldsegiti az osteoclastok
képzddését. A PTHrP fehérje kimutathatd az agancs porcszovetben is a perivaszkularis térben, ahol
a csontfalosejtek differencialédnak (Faucheux et al., 2001, 2002). Hatasa fliggetlen a RANKL-t6l,
¢s sokkal erdteljesebb. Ezt tdmasztja ald az a megfigyelés, hogy az agancsban 1évé osteoclastok
PPR-t termelnek (Faucheux et al., 2002). Emlds csontfalosejtek esetében csak két olyan beszamolo
van, amely leirja a PPR expresszidjat (Langub et al. 2001; Nakashima et al., 2003). Erdekes még az
is, hogy az agancs osteoclastokban a PPR elsdsorban a sejtmagban helyezkedik el, ami arra utal,

hogy kozvetleniil képes szabalyozni a génexpressziot.

rrrrrr

ndvekvo agancs csucsaban a chondrogenesis folyaman megegyezik a sejtdifferenciacidban jatszott
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szerepével (Faucheux et al., 2004). Erds expressziot mutattak ki az agancs perichondriumban,
mezenchimaban, eldporcban és a vérereket 6vezd teriileteken, azonban a differencialt porcsejtekben
nem szintetizalodik, ellentétben a novekedési porclemezzel.

A PTHrP és az Thh kozotti kolesonhatas miatt evidens, hogy az Thh expressziés mintdzatat is
vizsgaltak az agancsban. Az immunlokalizacid a pre- és hipertrof porcsejtekben mutatta ki az Thh-t,
ami egyértelmiien emlékeztet a novekedési porclemezben detektdlt mintazattal. Az Thh tovabba
kimutathaté az agancs osteoblastokban is, azonban a perichondriumban, periosteumban ¢és a
mezenchiméaban nem. Ez arra utal, hogy az Ihh-nak az agancsfejlddés soran csak az endochondralis
csontosodasban van szerepe (Faucheux et al., 2004).

Az osteoblastok egyébként a PTHrP-t és a receptorat is expresszaljak, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy az agancs gyors novekedése alatt a PTHrP nemcsak a porcsejtek, hanem az
osteoblastok ¢és osteoclastok esetén is szabalyozhatja a sejtdifferencidlodast. S6t, mivel az
agancsképzd periosteum és az agancshullds utini, regenerdlodd epitélium is magas szinten
expresszalja mind a PTHrP-t, mind a PPR-t, Gigy tlinik, az agancsképzddés korai fazisaiban is fontos
szerepiik van. Az agancs progenitor sejtek egyfajta markere is lehet a PTHrP (Faucheux et al.,
2002).

Mind a vazfejlddés, mind a kétéltliek regeneracids folyamatainak szabalyozasaban szerepet
jatszanak a retinsav (RA) izoformai (Cash et al., 1997,. Koyama et al., 1999). Az agancsfejlodésben
betoltott szerepiiket Allen és mtsai. (2002) vizsgaltak, és ugy talaltdk, hogy alapvetd szerepe lehet a
sejtdifferenciacioban. A RA receptorainak (RARa, B, y és RXRa, B, v) agancsban és egér fejlodo
végtagjdban mutatott expressziés mintazatat hasonlitottak Gssze. A mintazatok bar hasonléak
voltak, azonban néhany lényeges kiilonbség megfigyelhetd. A legszembedtlobb a RARy-receptor
alacsony expresszidja az agancsban. Egér végtag esetén ez a receptor ugyanis magas szinten
kifejezédik (Dolle et al., 1989, Koyama et al., 1999). Lehetséges, hogy az agancsban RXRy-
receptor szabdlyozza a porcsejtek differenciacigjat, mivel expresszidja novekszik az
eléporcsejtektdl az érett porcsejtekig.

Tovabbi eltérés, hogy a fejlodé végtag-kezdeményekben (Horton é€s Maden, 1995) ¢és a
regeneralddo kétéltli végtagokban fransz-RA mutathaté ki (Scadding és Maden, 1994), mig az
agancs perichondriumban, mineralizalt porcszovetben €s csontban a 9-cisz-RA is. Ez az izoforma a
fejlodo végtagban nem detektalhato, ugyanakkor a kétéltiiek regeneralodo végtagjaban igen. Ez azt
sugallja, hogy a RXR ligandjanak specialis szerepe lehet a csont regeneracioban.

Szamos tovabbi molekula jelenlétét bizonyitottak a fejlodé agancsban (Mundy et al., 2001),
igy a mar korabban leirt BMP2-t (Feng et al., 1997) és BMP4-et (Feng ef al., 1995), valamint FGF
molekulakat, IGF-I és IGF-II-t. Francis és Suttie (1998) a TGFf1, TGFp2, c-fos, c-myc és IGF-ek

mRNS-¢ét mutattdk ki RT-PCR eljarassal, valamint szubtraktiv technikdval a dermatopontint és
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foszfolipid hydroperoxid glutation peroxidazt (GPX4). Ez utobbi jelentdsége, hogy felndtt
szervezetben nem expresszalodik (Lord et al., 2001).

Az IGF-I, az IGF-II és a receptoraik, amelyek megtaldlhatoak a fejlodé agancs csucsi

rrrrrrrr

crer

azonban a disztalis részek csontszdvetének osteoblastjaiban nem detektalhatd (Gu et al., 2007).

A Wnt-szignal utvonal szdmos elemét (Msx-1, Msx-2, Runx2, osterix) detektaltak az
agancsszovetekben. Ennek az utvonalnak a jelentdségét noveli, hogy nemcsak a csont fejloddésében,
Osterix (Ost) egy osteoblast specifikus transzkipcids faktor, amelynek hianyaban egyaltalan nem
fejlodik csontszovet (Nakashima et al., 2002). A fejlodé agancsban az osterix kifejezddik csucsi és
oldals6 mezenchimaban és a perivaszkularis szovet sejtjeiben, ami arra utal, hogy ezek a sejtek
elkotelezettek a csontfejlédés irdnyaban (Gyurjan, 2007). Ez a jelenség els6sorban a csucsi
mezenchimanal meglepd, amelynek sejtjeibdl porcsejtek differencidlodnak. Az oldals6 mezenchima
sejtek osteoblasttd vald differencidlédasa sziikséges az agancs megfeleld atmérdjének eléréséhez.
Az osterix expresszidja a perivaszkularis tér sejtjeiben azt sugallja, hogy ezek a sejtek képesek
osteoblastta alakulni, ezéltal biztositani az agancs gyors elcsontosodasat.

A vérérképzodésért feleloés VEGF ¢és receptoranak jelenlétét is kimutattdk az agancs
porcszovetében, azonban a ndvekedési porclemezzel ellentétben nemcsak a hipertrof porcsejtekben,
hanem a barkaban is megtalalhat6, mind a VEGF, mind az egyik receptora VEGFR-2 (Clark et al.,
2004, Lai et al., 2007).
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3. ANYAG ES MODSZER
3.1. Anyagok

3.1.1 Felhasznalt baktériumtorzsek és taptalajok

E.coli DH5a supE44AlacU169 (p80LacZAM15)
(Hanahan, 1983) hsdR17 RecAl gyrA96 thi-1 relAl
E.coli XL1-blue endAl gyrA96 hsdR17 lac— recAl relAl supE44 thi-1
(Wood et al., 1985) [F’laclqgZ DM15 proAB Tnl0]
LB tapoldat (1 000 ml-ben): 10g Bacto tripton
(pH 7,0) 5g Bacto ¢élesztd kivonat
10g NaCl

LB agar lemez: 12g agar/1000ml LB tapoldat
LB top agar: 7g agar/1000 ml LB tapoldat

3.1.2. Standard oldatok

10xMAE 500 mM MOPS
100 mM EDTA
20xSSC 3M NaCl

0,3M natrium-citrat

10xTBE 850 mM Tris bazis
850 mM boérsav
20 mM EDTA

10xlambda pufter: IM NaCl

0,1M MgSO4-H,0
0,35M Tris-HCI (pH 7,5)

Ixlambda puffer: 10xlambda puffer 1:10 ardny( higitasa desztillalt vizzel és
0,01% zselatin hozzaadasa

Random priming jelold puffer: 500 mM Tris-HCI (pH 8)
100 mM DTT
dNTP mix (20 mM dCTP, dGTP, dTTP)
2 mM HEPES (pH 6,5)

Hibridizacios puffer (in situ) 50% formamid0
100 mM Tris-HCI (pH 7,6)
Ix Denhard’s reagens
500 mM NacCl
10% dextran-szulfat
0,05% SDS
1 mM EDTA
50x Denhardt’s reagens: 1% ficoll
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1% polivinilpirrolidon
2% BSA

Detektalo puffer (in situ): 10% polivinil-alkohol
100 mM Tris-HCI (pH 9,5)
100 mM NacCl
5 mM MgCl,

10xPBS (pH 7,4): 1370 mM NaCl
27 mM KCl
100 mM Na,HPO4
20 mM KH2P04

10xTBS (pH 7.,4): 1370 mM NacCl
27 mM KCl
250 mM Tris bazis

3.2. Mintagyiijtés

A munkédnkhoz sziikséges mintdkat a Pannon Lovasakadémia bdszénfai szarvasfarmja
biztositotta. A gimszarvasbikdk barsonyos-barkas agancsaibél majus-jinius hataran vettiink
mintakat kisérleteinkhez. A kb. 80 napja fejlédé agancscsucsok felsd, mintegy 5 cm-es darabjat
¢s a mintak tovabbi szétdarabolasat 30 percen beliil elvégeztiik. A barsonyos-barkas agancs altalunk
vizsgalt szdvettani rétegeinek (mezenchima, eldporc és porc) elhelyezkedését Li és mtsai (2002)
kozlése alapjan hataroztuk meg. Bar az egyes szdveti zondk szemmel is jol elkiilonithetéek, a
kiilonb6z6 zondk minden kétséget kizard elvalasztidsa érdekében a szovetek kozott kb. 0,5 cm-es
atmeneti réteget hagytunk. Minden szdvettipusbol mRNS izolalas és szovettani vizsgalatok céljabol
is vettlink mintakat. ElObbi esetben a mintakat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és a
felhasznalasig benne taroltuk. A szdvettani vizsgalatokhoz a szétdarabolt agancscsuicsokat 4%-0s 1x
PBS-ben oldott paraformaldehidben fixaltuk 24 6ran keresztiil. Ezutdn a mintakat 70%-o0s etanolban
taroltuk a paraffinba torténd bedgyazasig.

A szarvasmagzat mintadkat december kozepétdl januar kozepéig gytjtottiik a szarvasfarm
allomanyanak selejtezése ideje alatt. Kisérleteinkhez a harom-négy honapos szarvasmagzat
novekedési porclemezére volt sziikségiink. Eltavolitottuk a hosszu csdves csontok végeirdl az
izlileti porcot, illetve a csont kozépso teriiletét. A magzati mintak tartositdsat az agancsmintakhoz
hasonloan végeztiik.

Mind az agancs, mind a magzati mintakat tobb egyedbdl gyijtottiik, hogy a lehetséges
egyéni eltéréseket kikiliszobolhessiik. Kisérleteink soran a kiilonb6zé példanyokbol szarmazo

mintakat keverten hasznaltuk.
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3.3. Szovettani vizsgalatok

Metszetkészités. A 4%-os paraformaldehidben fixalt mintdkat novekvd toménységli etanol
sorozatban dehidrataltuk, majd xilollal kezeltiik, végiil alacsony olvadasponta paraffinba (Paraplast,
Sigma) agyaztuk. HM 335 E rotacidos mikrotommal 5 pm vastagsagu metszeteket készitettiink,
amelyeket (3-aminopropyl) triethoxy-silane —nal kezelt targylemezekre rogzitettiink.

A szOvettani vizsgélatokhoz minden esetben sziikséges volt, hogy a metszeteket

deparaffinaljuk és rehidrataljuk.

Hematoxilin-eozin festés. A metszeteket Mayer-féle hematoxilinben festettiik 10 percen keresztiil,
majd folyo csapviz alatt tartottuk, amig a sejtmagok elnyerték végso lilaskék sziniiket. Ezt kovetden
a metszeteket 1%-o0s eozin oldatban festettiik 5 percen at. Az etanollal torténd dehidralast kdvetéen

a metszeteket DPX mounting media-val (Fluka) fedtiik le.

Alcian blue/alizarin red festés. A metszetek 3 percig alltak a 80%-o0s etanol-20%-0s ecetsav
elegyében feloldott 0,3%-os alcian blue festékben. Ezt kovette a 2%-os KOH-oldattal torténd
mosas, majd a metszeteket az 1%-o0s KOH-ban feloldott 0,3%-os alizarin red-del festettiik 1 percig.
A dehidratalast acetonnal és xilollal végeztiik és a metszeteket DPX mounting media-val (Fluka)

fedtiik le.

3.4. mRNS izolalas és cDNS szintézis

Az mRNS izolalasat a PolyATtract®System 1000 (Promega) kittel végeztik a gyartd
utasitdsainak megfelelden. Az izolalt mRNS-t RNaz mentes vizben oldottuk fel, majd 3U DNaz I-
gyel kezeltiik 37 °C-on 30 percig. Az mRNS-ek mindségét és mennyiségét a minta 260 nm-es ¢€s
280 nm-es abszorbancia értékével ellendriztiik.

A cDNS eléallitasshoz a SMART™ cDNA Library Construction Kit-et (Clontech)
hasznaltuk a protokoll eldirasait kovetve. 1 pg mRNS-t irtunk 4t cDNS-sé SuperScript II RnaseH-
minus reverse transzkriptaz, CDSIII oligo (dT) primer és SMART IV oligo felhasznalasaval 20 pl
térfogatban. A cDNS sokszorositasdhoz ebbdl a reakcidelegybdl hasznaltunk 1 pl-t, valamint 1 pl
dNTP mix-et (egyenként 10 mM), 5 ul 10X BD Advantage2 PCR puffert, 10 uM primert (CDS ¢és
5’PCR) 1 ul 50X Advantage polymerase Mix-et és 1 ul (5U) KlenTaq LA DNA Polymerase Mix-et
(Sigma). A PCR reakcid6 50 pl térfogatban tortént a kovetkezd paraméterek mellett: kezdd
denaturacio 94 °C-on 5 percig, majd 25 cikluson keresztiil 1 perces denaturacio 94 °C-on és 7 perces
lanchosszabbitds 68 °C-on. A PCR terméket elektroforézissel 1%-os agarose gélen ellendriztiik,

aztan fenol-kloroformmal tisztitottuk, és etanollal kicsapattuk.
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Az igy eldallitott dupla-szald cDNS alkalmas volt mind az AFLP reakcidkhoz, mind

probajeldlésre, mind a cDNS-konyvtar eldallitasdhoz.

3.5. AFLP Differential Display

A harom agancsszovet és a magzati porc expresszids mintdzatdnak Osszehasonlitasat az
AFLP Analysis System I (Gibco) kit segitségével végeztiik, a gyartd leirdsatol csak kismértékben
tértlink el. Kiinduldsi mintaként a négyféle szovetbdl eredeztetheté cDNS szolgalt. A pre- és a
szelektiv amplifikaciés reakciok GeneAmp®PCR System 2700 (Applied Biosystems) tipusu
késziilékben zajlottak le. A preamplifikdcid termékeibdl (higitas nélkiil) 5 pl mennyiséget
hasznaltunk a szelektiv amplifikacio reakcioihoz. A szelektiv amplifikacid soran hasznalt primerek
jellegzetessége, hogy harom szelektiv nukleotidot tartalmaznak. A kit Osszesen 64
primerkombindcidt biztositott (8-8 darab, harom szelektiv nukleotidot tartalmazo primer mindkét
adapterhez), amelyeket 1. tdblazat tartalmazza. A lehetséges primerkombinaciokbol 22-vel végeztiik
el az AFLP-t, amelyeket szintén az 1. tdblazat mutat az expresszios kiilonbségeket mutaté cDNS-

fragmentek szamaval egyiitt.

1. tablazat: Az AFLP Differential display sordn felhasznélt primer kombinaciok

M-CTT M-CTG M-CTC M-CTA M-CAT M-CAG M-CAA M-CAC
E-AAC - 1 - 1 - 1 1 -
E-AAG - - - 1 - - 1- -
E-ACA - - - - - 1 - -
E-ACC - - 1 3 1 1 - -
E-ACG - 6 - 3 2 1 1 1
E-ACT - - - - - - - 1
E-AGC - - 2 2 2 - 6 -
E-AGG - - - - - - - -
total: 40

Az egyes primerkombinacidknal feltiintett szamok jelzik, hogy az adott primerkombindcioval
elvégzett AFLP-vel mennyi expresszios kiillonbséget mutaté cDNS-fragmentumot sikeriilt
azonositanunk. A vastagon szedettek a tovabbi tesztelésen jonak bizonyult AFLP-fragmentek, a
ddlten szedettek azok, amely a Southern hibridizacio6 soran kiesettek.

A reakciokhoz az EcoRI primereket jeldltiik [y P] ATP-vel T4 kinaz segitségével. A PCR
reakciok a kovetkezd paraméterek mellett jatszodtak le: 30 masodpercig tarté denaturalas 94 °C-on,

majd primer kétédés 65 °C-on 30 masodpercig, végiil 60 masodperces lanchosszabbitas 72 °C-on.
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Az ezt kovetd 11 ciklusban a primer kotddési hdmérséklete ciklusonként 0,7 °C-kal csokkent,
egészen 56 °C-ig, amely hdmérséklettel tovabbi 28 ciklus jatszodott le.
A PCR termékeket 6%-os poliakrilamid gélen (20:1 akrilamis:bis; 7,5M urea; IxTBE

puffer) valasztottuk szét. A detektalas 16 6ras exponaléssal tortént Kodak filmre.

3.6. cDNS fragmentek klonozasa és tesztelése

Az expesszios kiilonbséget mutatdé AFLP fragmenteket a poliakrilamid gélbdl kivagtuk,
megkozelitdleg lmm szélességben. A DNS fragmenteket a pBluescript® I KS (Ramp)(Stratagene)
vektor Hincll klonozé helyére épitettiik be és E.coli DH5a kompetens sejtjeibe transzformaltuk. A
kompetens sejtek készitése Mandel és Higa (1970) 4ltal leirt moédszer szerint tortént, és -70 °C-on
taroltuk. A transzformalés els6 1épéseként a sejteket 10 percig jégen tartottuk, majd hozzakevertiik a
bejutandd DNS-t és ujabb 30 percig hagytuk jégen. A 2 perces hdsokkot 42 °C-on végeztiik. Ezt
kovetden a sejteket ismételten jégen tartottuk 10 percig, majd 37 °C-on antibiotikum-mentes LB
tapfolyadékban regeneraltuk. Mintegy 1 ora regeneracio utan a baktériumokat 100 pg/ml ampicillint
tartalmaz6 LB taptalajra szélesztettiik.

A kapott baktérium koloniakbol izolalt rekombinans plazmidot a Southern hibridizacio
soran teszteltiik, vajon a vektor 4ltal tartalmazott DNS fragment azonos-e azzal, amely az AFLP
technika alapjan expresszios kiilonbséget mutatott. A Southern hibridizacidhoz a fentiekben leirt
modon elballitott és az AFLP-hez is felhasznalt cDNS populacié szolgaltatta a radioaktivan [o°P]-
ral jelolt probat. A hibridizaciot Sambrook et al. (1989) leirasa alapjan hajtottuk végre. Mindegyik
AFLP fragment hibridizacids mintazatat szigora mosasi koriilmények kozott ellendriztiik (2xSSC-

tél — 0,1xSSC-ig, hibridizaciés hdmérsékleten: 68 °C-on).

3.7. Northern hibridizacio

A total RNS-t 300-500 mg szovetmintabol izolaltuk Chomczkynski, P. és Sacchi, N. (1987)
modszere szerint. Mintdinkat SM guanidium-tiocianidtban homogenizaltuk, majd savas fenol-
kloroformmal tisztitottuk. Az RNS molekuldkat izopropanollal csaptuk ki és 75%-os etanollal
mostuk, a szaritast kovetden 50 ul RNaz-mentes vizben oldottuk fel. A total RNS-ek mindségét és
mennyiségét fotométerrel hatdroztuk meg, 260 nm-es €s 280 nm-es abszorbancia értéknél. Az RNS-
ek 10 pg-jat 1,2%-os formaldehid-agaréz gélen valasztottuk szét és Hybond N+ filterre
(Amersham) vittiik at kapillaris blottolasi technikdval (Sambrook et al., 1989). A hibridizacidéhoz
probaként 50 ng AFLP fragmentet hasznaltunk, amelyeket [o’>P]JATP-vel jeldltiink Pre-MC, Pre-T
primerekkel ,,random priming” protokollal. Pre-MC: GCACGATGAGTCCTGAGTAAC, Pre-T:
CGTAGACTGCGTAGGAATTCT. A hibridizaciét 65 °C-on Perfecthyb TM Plus pufferben
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(Sigma) hajtottuk végre. Ezt kovetden a filtereket -tovabbra is 65 °C-on- 2xSSC-0,1%SDS és
0,2xSSC-0,1%SDS elegyben mostuk. A radioaktiv jeleket Storm Phosphorimager késziilékkel

(Molecular Dynamics) jelenitettiik meg.

3.8. ¢cDNS konyvtar készitése

3 pg dupla-szali cDNS-t Sfil endonukledzzal elhasitottunk, majd SizeSep400 (Pharmacia)
kromatografias oszloppal méret szerint frakcionaltuk. Ezutan a kicsapott cDNS-eket Sfil enzimmel
megemeésztett, defoszforilalt ATriplex2 vektorba épitettiik. A ligalasi reakciokbol 1 pl-t hasznaltunk
fel az in vitro pakolashoz (GigapackGold, Stratagene). 1-2 x 10° rekombinans fagot E.coli XL1
Blue torzsében sokszorositottunk 10°-10' fag/ml koncentracidig. A konyvtarakat 1x Lambda
pufferben 10% DMSO hozzaadéaséaval -70 °C-on taroltuk.

A konyvtar sziirését a standard protokoll szerint végeztilk el (Sambrook et al., 1989).
Megkozelitéleg 2-3x 10* fagot szélesztettiink o180mm Petri csészékre és a plakkokat GeneScreen
hibridizaciés transzfer membranra vittilk at. Probaként az AFLP fragmenteket hasznaltunk,
amelyeket a Northern hibridizacional ismertetett moédon jeloltiink meg. A plakk-hibridizaciét két
korben végeztiik. A pozitiv fagokat izolaltuk és E.coli BM25.8 térzsében plazmidda alakitottuk. A
plazmid DNS-eket QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) segitségével tisztitottuk, ¢és
bazissorrendjiiket meghataroztuk (Perkin Elmer ABI prism 377 DNS szekvenalo késziilék, MBK).

3.9. Valos-idejit mennyiségi RT-PCR

A génexpressziok mennyiségi analizisét LightCycler 3 késziilékkel (Roche) végeztik. A
reakcidkat 20ul térfogatban az aldbbi moddon allitottuk Ossze: 1x BSA, 20 pmol TagMan
fluoreszcens proba (Bio-Science), 2x TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems),
20 pmol forward primer, 20 pmol reverse primer €s 5 ng cDNS templat. A reakcidkhoz felhasznalt
primerek és probak szekvenciait a 2. tdblazat tartalmazza. A PCR-termékek az aldbbi paraméterek
mellett keletkeztek: kezdeti denaturdcié 95 °C-on 5 percig, majd 50 cikluson keresztiil 95 °C 15
masodpercig, 60 °C 10 masodpercig, 72 °C 20 masodpercig. Az mRNS-ek szintjét a f-aktin mRNS
szintj¢hez normalizaltuk, amely a vizsgéalt szovetekben nem valtozott. Minden mérésiink
haromszoros ismétlésben szerepelt (mind az agancsmintak mint ,,target”, mind a magzati porc mint
referencia esetében). A mért adatokat a Relative Quantification szoftver 4. verzidjaval (Roche)

elemeztiik.
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2. tablazat: A valds idejli mennyiségi RT-PCR-hez felhasznalt primerek és probak.

Forward primer Reverse primer
Gének
5’-Fam ™/ 3’TAMRA™ jelolt proba
. CAAGGGCGACTACCAGAAAG GACACAGTACTCGAGAGGCAAA
annexin 11

CGCATTACCTGGCTTTCCCGG

o GCCATTTCCCAAATTGACAT CCACAGTGGGACCTTTTGTT
a-tropomiozin
TGCCAATGATGCATGACCAGGA

. . CATTCACTCCATGTTCCTTCT TCAGACTCGCAAGGTAACAGAA
apolipoprotein D
CAAGGCAAGCTGGCCCAAAACAT
Bakti GATCTGGCACCACACCTTCTA CCCAGAGTCCATGACAATACC
aktin

ATGTGGCCATCCAGGCTGTGC

3.10. In situ hibridizacio

A barsonyos-barkas agancs kiilonbdz6 z6naibol és a magzati porcbdl késziilt metszeteket
deparaffinaltuk, rehidrataltuk és 10 pg/ml Proteindz K-val eldkezeltiik. Az emésztés 37 °C-on
végeztiik, az agancsmintak esetén 30, a magzati porcnal 20 perc hosszan. Az enzimes feltarast
kovetden a metszeteket 4%-os paraformaldehiddel utéfixaltuk és 0,25%-0s ecetsav-anhidridben
acetilaltuk. A RNS probékat digoxigenin-UTP-vel (Roche) jeloltiik in vitro transzkripcid soran. A
hibridizacidét megeldzden metszeteket a probakkal egyiitt 3 percig 94 °C-on denaturaltuk, majd 55
°C-on 16-18 oran keresztiil inkubaltuk. A hibridizacio utan a metszeteket 2XSSC, 50% formamid
oldatban mostuk 30 percig a hibridizdcios hémérsékleten, majd 20 pg/ml RNaz A enzimmel
kezeltiik 37 °C-on 30 percig. Végiil 0,2XSSC-vel mostuk kétszer 30 percig. A digoxigeninnel jelolt
RNS-t birka anti-digoxigenin alkalikus-foszfataz antitesttel (Fab fragment, Roche) detektaltuk. A
detektalas alkalikus-foszfataz reakcion alapult, amelyhez nitrotetrazolium blue kloridot és 5-bromo-
4-kloro-3-indolyl foszfatot alkalmaztunk kromogén szubsztratként. A metszeteket Kaiser-féle

glicerin zselatinnal (Merck) fedtiik le.

3.11. Western blot analizis

A szovetmintdinkat porrd 6roltiik, majd lizis pufferrel kezeltiikk és szonikaltuk. 1 pl nem-
redukalt feliilaszo SDS-PAGE elvalasztasat 10%-os NuPAGE Novex Bis-Tris gélen végeztiik
MOPS-SDS futtaté pufferben. A fehérjéket Hybond-C Extra nitrocelluléz membranra vittiik at
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(Amersham Biosciences) elektromos aram segitségével (30V). Az antigént a gimszarvas Annexin 2
fehérjéje ellen termeltetett poliklonélis nyul antitest (Sigma) segitségével azonositottuk, amelyet
2000-szeres higitasban alkalmaztunk. Az antigén-antitest komplex detektalasahoz 30000-szeresére
higitott, kecskében termeltetett anti-nyul poliklondlis antitestet hasznaltunk, amelyhez alkalikus
foszfatdzt konjugaltattak. Az enzim reakcidhoz szubsztratként nitrotetrazolium blue kloridot és 5-

bromo-4-kloro-3-indolyl foszfatot hasznaltunk.

3.12. Immunohisztokémia

Az Annexin 2 fehérje szoveti kimutatasdra a gimszarvas Annexin 2 fehérjéje ellen
termeltetett poliklonalis nyul antitestet (Sigma) hasznéltuk. A fehérje detektalasat standard
protokoll szerint végeztiik peroxiddzzal konjugaltatott kecske anti-nyul IgG szérummal és 3-amino-
9-etilkarbazollal (AEC) mint szubsztrattal. A metszeteket a deparaffinaléast és rehidralast kdvetden 5
pg/ml Proteinaz K-val lazitottuk 37 °C-on 20 percig. Az antitestek nem-specifikus kotddését 20%-
os normal kecske szérumban vald 2 oréas inkubalassal akadalyoztuk meg. Az elsddleges antitestet
200-szoros higitasban hasznaltuk, és egy éjszakan keresztiil hagytuk kotédni 4 °C-on. A 100-szoros
higitdsban alkalmazott masodlagos antitestet szobahdmérsékleten egy oOraig inkubaltuk. Az

enzimreakci6 utdn a metszeteket Mayer-féle hematoxilinnel festettiik.
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4. EREDMENYEK

4.1. A vizsgalt agancs mintak szovettani ellendrzése

Vizsgalodéasaink soran a barsonyos-barkas agancs harom szdveti zondjat tanulmanyoztuk: a
csucsi (un. tartalék) mezenchima, az eléporc és a porc rétegeket. A kisérletek megkezdése eldtt
mintainkat szovettani festésekkel: hematoxilin-eozin, illetve alcian blue-alizarin red festéssel

elemeztiik (10.abra).

A

dermis

epidermis\b AT

mezenchima
eléporc
porc

porchartya

csont

10. dbra: A fejlodd agancs szovettani felépitése:
A: barkés-barsonyos agancscslics hosszmetszete; B: alcian blue-alizarin red festés (az alcian blue
kék szinnel jelzi az extracellularis matrixban felhalmoz6dé glilkézaminoglikdnokat (GAG), az

alizarin red pedig biborlilaval a lerakodo kalciumot); C: hematoxilin-eozin festés. Mérték: 0.1 mm

A fejlédd agancs szOvettandrdl részletes publikdciok allnak rendelkezésiinkre (Banks és
Newbry, 1983; Li et al., 2005; Korpos et al., 2005). Mintaink szOvettani vizsgalata azért volt
sziikséges, hogy ellendrizziik, a megfeleld szoveti zonadbol szarmaznak.

A legfontosabb jellemzdk, amelyek eredményeinket érthetdbbé teszik a kovetkezok:
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A mezenchima aprod sejtekbdl és kevés sejtkozotti allomanybol all. A mezenchima az agancs
apikalis részén a legterjedelmesebb, de proximalis irdnyban végig kisérhetdé mint a perichondrium,
illetve periosteum belso sejtes rétege. Az itt elhelyezkedd sejtek nem olyan intenziven osztodnak,
mint a cstcsi részben, de proliferacidjukkal biztositjak a periostalis csontosodashoz az
osteoblastokat.

Az eldporc egy rendkiviil heterogén réteg, a kiillonbozobb differencialodasi stadiumban 1évo
prechondroblastokbol és chondroblastokbol épiil el. (10/B abra, a vilagoskék szin a
glikozaminoglikanok (GAG) felszaporodasat jelzi az ECM-ben). A porcsejtek kozotti
alapallomanyban jelentds dsvanyi anyag lerakddast mutattunk ki az alizarin red festéssel (10/B abra,
biborlila szin jelzi a kalcium lerakddast), amely egyaltalin nem jellemz6 az egészséges testi

porcszovetekre.
4.2. Expresszios kiilonbségek kimutatasa AFLP-vel

A fejlédé agancscsucs harom szovetének €s a magzati ndvekedési porclemeznek a
génexpressziojat hasonlitottuk dssze. A kiilonbdzd modszerek dsszekapcesoldsaval olyan kisérleti
rendszert hoztunk Iétre, amely alkalmas az altalunk vizsgalt szovetek kozott az expresszids

kiilonbségeket mutatd gének azonositasara (11.4bra).

mRNS
a cstcsi mezenchima, az eléporce, a porc és
a magzati vazporc sziéveteibol

cDINS

40 db cDKS er \

pKS vektorban 4

AFLP cDNS probak ¢DNS kinyvtar teljes hosszisagn cDNS
>~

"
Southern hibridizacia
az AFLP expresszios
mintazat ellenirzésére

A ) Lo i L . . real-time PCR:

5 a rakkutatashol ismert gén: in sif hibridizacio

36 cDNS fragment mennyiségi elemzés

tmp1, tagin, anxa2, pabp, apoD

11.4abra: A gének azonositasara alkalmas metodikai lancolat attekintése
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A négy szovet génexpresszidinak Osszevetését AFLP Differential Display technikéval
végeztik el. Mindegyik mintabol két, fiiggetlen mRNS izolatumbdl szintetizalt ¢cDNS-poolt
alkalmaztunk, és azokat a DNS-fragmentumokat kerestiik, amelyek barmely agancsszévethez
képest a magzati szovetben nem vagy nagyon gyengén fejezddtek ki. Lényeges kritériumként
fogalmaztuk meg, hogy az expresszids differencia mindkét mintdban megtalalhatd legyen, hogy

ezzel is tovabb csokkentsiik az egyedi eltérésekbdl adodo kiilonbségeket (12.4bra).

tartalék mezenchima eléporc porc magzati porc
A A

A
r N [ N N o N

expresszios

kiilonbség

12. dbra: AFLP Differential Display
A piros nyil egy expresszids kiilonbséget mutaté cDNS fragmentet mutat. A cDNS fragmentum a
mezenchiméaban nem detektalhatd, viszont az eldporcban kdzepesen, a porcban erdsen

expresszalodik, valamint a magzati porcban gyengén kifejezddik.

Az agancs novekedését modosult endochondralis csontosodasként irjak le (Li és Suttie,
2000), ezért ugy gondoltuk, az agancsszovetek expresszids mintazatanak Osszevetése a magzati
porclemezével ramutathat azon génekre, amelyek (i) az agancs robosztus ndvekedéséhez
hozzajarulhatnak, illetve azokra, amelyek (ii) a mezenchima-porc differenciacids utvonal kezdeti
szakaszaban szerepet jatszanak, tekintve, hogy a magzati ndvekedési porclemezben nincs a fejlodo
agancs csucsi mezenchimdjaval és eléporcaval megfeleltethetd szovettipus.

A megfigyelt expressziokat intenzitasuk szerint erdsnek, kozepesnek, gyengének vagy nem
detektalhatonak mindsitettilk (12.4bra). 40 AFLP-fragmentum mutatott erdsebb expressziot
valamelyik agancsszovetben a magzatihoz képest. Ezeket a DNS-fragmenteket a gélbdl izolaltuk és
PCR technikéval sokszorositottuk, hogy utana a pBluescript® II KS klonozo vektor Hincll helyére
beépitsiik.
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Az expresszid erOsségének vizualis (ezért Ohatatlanul is szubjektiv) Osszehasonlitasa
megkivanta, hogy a mintdzatokat ellendrizziik. Ehhez Southern hibridizaciés technikat
alkalmaztunk. Négy parhuzamos hibridizaciot végeztiink el, amelyeknél a megfeleld szovetbdl
szarmazo, radioaktivan jelolt cDNS-poolt hasznaltuk probaként. A 40 AFLP fragmentumbdl 36
esetén kaptunk az AFLP-vel megegyezd mintazatot.

Ezt a 36 DNS fragmentet expresszidjuk mintazata alapjan hat csoportba soroltuk be (3.
tablazat):

(I)  mezenchimaban expresszalodik,

(I)  mezenchiméban és eléporcban expresszalodik,

(ITT) mindharom agancsszovetben expresszalodik,

(IV) az eléporcban expresszalodik,

(V) azel6porcban és a porcban expresszalodik,

(VI) aporcban expresszalodik.

A 36 fragment szekvenciasorrendjét meghataroztuk és az NCBI adatbazisdban BLAST
keresést végeztiink (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (3. tablazat utolsé oszlopa). A kapott
hasonlosagok alapjan a géneknek két jelentdsebb csoportjat hataroltuk korbe:

(1) a transzkripci6 és transzlacié folyamataihoz sziikséges gének: AF 08.09.14 és AF 11.24.21
(D, AF 09.05.10. (IT), AF 08.09.01, AF 11.24.04 ¢és AF 11.24.22 (III), AF 1.24.28 (VI); és

(11) a daganatképzddéssel kapcsolatba hozhat6é/hozott gének csoportja: AF 08.09.09 (1), AF
09.05.07 (II). AF 08.09.00 és AF 07.08.05 (11I), AF 01.28.10 (V).

Az elsé csoport tagjainak fokozott expresszidja nem meglepd eredmény, hiszen a
transzkripcid és transzlacio folyamataihoz sziikséges gének aktivitdsa elengedhetetlen a robosztus
agancsfejlddés magas metabolikus igényeihez. A masodik csoporthoz tartozé gének tobb
lehetdséget rejtettek szamunkra, mivel az agancs novekedését a sejtosztodas és —differenciacio nagy
sebessége miatt parhuzamba allithatjuk a sejtek rakos elfajulasdval és a daganatképzddéssel, ezért
ezeknek a géneknek az expresszios profiljat vizsgaltuk a tovabbiakban.

A 24, egyik csoportba sem sorolt AFLP fragmentek egy része nem mutatott ismert
szekvenciaval homoldgiat, illetve kiilonbozd eredetli klonokkal és EST szekvencidval adtak
azonossagot. A naprdl-napra egyre boviild adatbazisokban az wjabb és ujabb keresések egyes
fragmenteknél mar adtak eredményeket, pl.: az AF 01.28.03 fragmentumrol a késobbi BLAST

keresések alapjan kideriilt, hogy valésziniileg a gimszarvas bradikinin receptor B1-jével azonos.
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3. tablazat: Az AFLP fragmentek expreszios mintazata

AFLP fragmentek Szelektiv nukleotidok AFLP Szovetek™ BLAST!
pKS-ben (bp) EcoRl  Msel mintazat  FC RM PC  C
primer  primer osztalya’
AT 08.09.09 (446) E-AGC  M-CAA I n & n n  o-tropomiosin (.sapiens: AJ0O01035,
m.musculus:NMO024427)
AF09.10.07(118) E-ACG  M-CAT 1 n e n n  Huntington interacting protein B 1-es

1zoformahoz hasonlo (C lupus: XMB59025)

AF 08.09.07 (104) E-AGC  M-CAT | n & n n Ismeretlen

AF 08.09.08 (257) E-AGC M-CTA | n e n n BAC klon (H.sapiens: ACOT8920)

AF 08.09.14 (52) E-AGC M-CTA I n e L12-es riboszomalis fehérje (B.taurus:
BC090393)

AF 08.09.12 (219) E-AGC M-CAT I n e n n  EST (B.faurus: BM480450)

AF11.24.21 (101) [-ACC M-CTA 1 2y e gy gy Sl2-esriboszémalis fehérje (B.taurus:
AY528251; O.aries: DQ223559)

AF09.12.09(224) E-ACC M-CIC 1 n k n n  Px19-szeri protein (B.faurus: BC110001)

AF 09.05.17(216) E-ACG  M-CTA 1 n k oy n  ismeretlen

AT 09.05.07 (198) E-ACG  M-CTA 11 oy e k gy  Transgelin (B.taurus: BC105336))

AF 09.05.10 (205) E-ACG M-CAC 14 n k e gy  Fukaridta transglicios inicidcios faktor 44, I-es
izoforma (EIF4Al) (B.taurus: BC103130)

AF 09.05.03 (151) E-ACG  M-CAC 11 n k e n Transgelin (C. fupus: XM856022)

AT 08.09.00. (161) E-AGC  M-CAA I n e e e  Annexin 2 (B.taurus: BC102516)

AF01.28.03 (353) E-AGC M-CIC 11 n e e e  DBradikinin receptor Bl (H.sapiens: AY 275464,
B.tawrus: DQO994995)

AF 08.09.06 (206) E-AGC M-CAA 11 n e e e Annexin 2 (S.scrofa: AYT706386, H.sapiens:
BC013843)

AF 07.08.05(261) E-ACC M-CAG 111 oy e e k  Foszfatidiletanolamint kétd protein (. taurus:
BC102389)

AF 08.09.01 (225) E-AGC M-CAA i oy e e e 458 pre-riboszomdlis RNS (M.musculus:
X82564)

AF12.05.01(184) E-AAC M-CTA 11 gy e e e klon (M musculus: BC034457))

AF11.24.04 (101) E-ACC  M-CAT 1 gy e e k  Leucil-tRNS szintetdz (M.musculus: NM153168)

AF 11.24.22 (207) E-ACC M-CTA 1 n k k e S28-as riboszomalis fehérje (B.taurus:
NM001025316)

AF 12.05.17 (89) E-AAC  M-CTG v n n e gy HLA-B-hez kapcsolt transzkriptum 2 (8. faurus:
KMB68350)

AF 09.28.08 (251) E-ACT M-CAC v n n k n  Klon (AC096884)

AF 08.09.02 (165) E-AGC M-CAA v n n k n  EST (B.faurus: DY124248)

AF 091010107y  E-ACG  M-CAT IAY n n e n  Ismeretlen

AF 12.05.23(123) E-AAC M-CAG IAY n n e n  Ismeretlen

AF 08.09.04 (120)  E-AGC  M-CAA 1A% v n e gy cDNS klon agybol (B.faurus foetus: AV591208)

AF 10.09.02 (273)  E-ACG  M-CTG IV n n k gy Alfa-kindz 3 (B.faurus: XM595024)

AT 01.28.10 (166) E-AGC  M-CTC V n n e e ApolipoproteinD (I1.sapiens: NM001647,

B.taurus: BC109863)

AF01.17.05(216) E-ACA M-CAG v n k e e Ismeretlen

AF10.09.08 (131) E-ACG M-CTG v n n e Ismeretlen

AF09.0511(124) E-ACG M-CTA V oy oy k e RAID23 homolog B (B.faurus: BC114133)

AF 100903217y E-ACG M-CTG VI n n ay e  EST (B.taurus: CX737099)

AF 10.09.04 (193 E-ACG M-CTG VI n n ey ¢ RasGEF domén csalad, 1A tag (B.faurus:
BC103407)

AF 10.09.05(169) E-ACG M-CTG VI gy n gy e Ismeretlen

AF 10.09.06 (164) E-ACG M-CTG VI n n gy e Ismeretlen

AF 11.24.28 (218) E-ACC M-CTA VT g g o e  TAF7-szerii RNS polimerdz IT (B.taurus:
BCI105412

*I: mezenchimaban expresszalodik; II: mezenchimaban és eléporcban expresszalodik; 111 mindharom aganesszovetben expresszalodik; I'V:
az eloporcban expresszalodik; V: az eldporcban és a porcban expresszalodik; VI a porcban expresszalodik

b FC: magzati pore; RM: tartalék mezenchima; PC: elépore; C: pore
“ e erds, k kozepes, gy gyenge. nnem detektalhato expressziok
4 vastagon szedett: tumorbioldgidhoz kapcsolt gének; délten szedett: fokozott metabolikus igénnyel dsszefilggd gének
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4.3. A gimszarvas ortolog gének azonositasa

Az eredmények aldtdmasztasdhoz az AFLP fragmenteknél (100-400 bp) hosszabb cDNS
szekvencidkra volt sziikségiink. A teljes cDNS meghatarozdshoz a harom cDNS-konyvtarunkat
hasznaltuk fel, amelyek a megfeleld agancsszovetbdl izolalt cDNS-poolbdl készitettiink el. Az
AFLP-fragmenteket itt is probaként hasznalva hibridizacios technikaval hatdroztuk meg a
leghosszabb inzertet. Ezek szekvencidjat meghataroztuk, és a BLAST keresés megerdsitette korabbi
eredményeinket. A gimszarvas szekvencidk 83-94%-o0s hasonlosdgot mutattak egér és 84-95%-o0s
hasonlésdgot human génekkel. A szarvasmarha ortologokkal a hasonlosag elérte a 95-98%-ot (4.

tablazat).

4. tablazat: Gimszarvas cDNS szekvencidk ortologjai

Ember Egér Szarvasmarha
c¢DNS* (Homo sapiens) (Mus musculus) (Bos taurus)
o-tropomiozin (1747) 903 /945 (95%) 552 /586 (94%) 5577564 (98%)
transgelin (1307) 497 /533 (93%) 473 /533 (88%) 523 /533 (98%)
annexin 2 (1407) 954 /1040 (91%) 917 /1077 (89%) 1325/ 1369 (96%)
phosphatidylethanolamine binding o 0 0
protein (1438) 500/565 (88%) 451 /546 (82%) 782 /815 (95%)
apolipoprotein D (904) 546/ 634 (86%) 372 /444 (83%) 879/906 (97%)

* Zarojelben: a cDNS hossza bazisparban

Az 1j, teljes gimszarvas mRNS szekvencidkat bekiildtiik a GeneBank-ba:

a-tropomiozin (tpml) GeneBank accession number: DQ239919
transgelin (tagin) GeneBank accession number: DQ412697
annexin 2 (anxa2) GeneBank accession number: DQ239920

foszfatidiletanolamint koto fehérje (pebp)  GeneBank accession number: DQ412698
apolipoprotein D (apoD) GeneBank accession number: DQ239921

4.4. Az mRNS expressziok mintiazatinak megerdésitése

Az azonositott gimszarvas gének expresszidjat az agancscsucs szoveteiben ¢és - természetesen
- a magzati porcban Northern hibridizacios technikdval bizonyitottuk, illetve ellendriztiik

expresszios mintazatukat. Az agancs mezenchimalis, eldporc és porcszovetébdl, valamint a magzati
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porcbol tisztitott totdl RNS-bdl mutattuk ki mind az 6t gén mRNS-ének jelenlétét. A hibridizacio
soran a teljes hosszusdgi c¢DNS-t hasznaltuk probaként. Valamennyi proba egyértelmii

hibridizaciés jelet adott (13. dbra).

total RNA FC RM PC C

tpml ——"

tagin —

anxa2 —

pebp R

apoD . -
beta-actin L —

13. abra: Northern blot analizis

FC: magzati porc, RM: (tartalék v csucsi) mezenchima, PC: eléporc, C: porc.

Az o-tropomiozint kodold gén expresszidjat eddig csak a mezenchiméban mutattuk ki,
azonban a Northern hibridizacidé alapjan ez a gén a barsonyos-barkas agancs eléporc ¢és
porcszovetében is kifejezddik. Ezekben a szovetekben az expresszidja gyenge intenzitdsu, ami azt
bizonyitja, hogy a Northern hibridizacios technika érzékenyebb moddszer, mint az eddig hasznalt
metodikdk. A transgelin gén expressziés mintdzata tokéletesen megegyezett el6zd
eredményeinkkel: a mezenchiméban erds, az eléporcban kdzepes, a porcban gyenge expressziot
detektaltunk. Mind a transgelin, mind az a-tropomiozin esetén a magzati porcban az expresszidé nem
volt detektalhato. Ellentétben az annexin 2 génnel, ahol a magzati ndvekedési porclemezben nagyon
gyenge expressziot mutatott ki a Northern hibridizaci6. Az anmnexin 2 gén mindhdrom

agancsszovetben kifejezOdik, azonban a leger6teljesebb expressziot a fejléodé agancs csucsi
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mezenchiméjdban mutatja. A porcfejlédés eldrehaladtaval expresszidjanak erdssége fokozatosan
csokken. Ehhez hasonlé mintdzatot mutatott a pebp gén. Annyi kiillonbség felfedezhetd, hogy a
pebp gén esetén erdsebb hibridizacios jel keletkezett a magzati mintdban, aminek kovetkeztében ezt
a gént — egyenlére — nem vizsgaltuk a tovabbiakban.

Az utolso vizsgalt gén az apolipoprotein D, amely a korabbi kisérletekben az agancs eldporc
€s porcszovetében mutatott erdteljes expresszidt. A Northern hibridizacid ezt teljes mértékben
aldtdmasztotta, tovabb finomitva a gén expresszids mintazatat. E szerint az apolipoprotein D

expresszioja a porcdifferencialodas eldrehaladtaval jelentdsen névekszik.

4.5. A génexpressziok mennyiségi analizise

A Northern hibridizacié eredményei ugyan sokat finomitottak az expresszidés mintazatokon,
sziikségesnek lattuk az expresszios kiillonbségek mennyiségi analizisét. Ezt valds idejii RT-PCR
technika segitségével valositottuk meg a harom altalunk kivalasztott gén esetén. A kapott értékeket

a f-aktin gén expresszidjahoz normalizaltuk (14.4bra).

3 1,6 80
2,5 1 14 1 70 1 T
1.2 60 L
2 -
1 50 -
1,5 1 08 - 40
1 0.6 - 30 | .
i
04 1 20
0,5 - T
0.2 - 10 4
0 . 0
tpml anxa2 apoD

14. 4bra: Kvantitativ valos-idejii PCR eredményei
Fekete oszlopok: relativ mRNS szint a mezenchimdban; sziirke oszlopok: relativ mRNS szint az

eléporcban; fehér oszlopok: relativ mRNS szint a porcban.
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Az a-tropomiozin mRNS szintje 2,5-szeres a mezenchimaban és csokken az elépore (0,51),
porc (0,47) felé. Az annexin 2 gén mRNS-szintje fokozatosan csokken az agancs mezenchimalis
régiodja feldl a porcos szovetekig: a mezenchimaban 1,4-szeres, az eldporcban 1,1-szeres, a porcban
0,33-szoros értéket mértiink. Az apolipoprotein D esetén a mezenchimédban mért, minimalis (0,03)
expresszio drasztikusan megndvekszik az eldporc zoénajaban (25,63), és a varakozdsunknak

megfeleléen tovabb ndvekszik az agancs porcszovetében (65,26).

4.6. A génexpressziok térbeli lokalizalasa in situ hibridizacioval

A barsonyos-barkas agancs szoveti zonai heterogén Osszetételiek, tobb sejttipust is
megtalalhatunk az egyes rétegekben. Ennek egyik oka a csucstdl proximalis irdnyban torténd
rendkiviil fokozatos differenciacio, masrészt feltind vaszkularizaltsag. A gének expresszids
mintazatdnak tovabbi finomitdsdhoz meg kivantuk hatdrozni azokat a sejttipusokat, amelyek
kifejezik az adott gént. Ehhez az in situ hibridizaciét hivtuk segitségiil. Az a-tropomiozin, annexin 2
€s az apolipoprotein D gének esetén készitettiik el az antiszensz RNS probakat, amelyekkel
hosszszelvényi metszetekre hibridizaltunk.

Az in situ hibridizacional is szépen kirajzolddott az a-tropomiozin gén eddig ismert
expresszios mintdzata: a csicsi mezenchimdban megfigyelhetd erds expresszio a differenciaciod
elorehaladtaval lecseng (15/A-D abra). Az elOporc (pre)chondroblastjai még hatarozott
hibridizacios jelet adnak (15/H 4bra), azonban a porcsejteknek csak némelyikében tapasztalhatunk
nagyon gyenge szignalt (15/] abra). Az el6z6 kisérletekben a porcszovetben kimutatott expressziot
inkabb a vérek koriili perivaszkularis térben talalhato fibroblast-szer( sejtekhez kothetjiik (15/1 dbra
piros nyil). Az a-tropomiozin erds expressziojat érzékeljiik a borben futd vérerek esetén is (15/E
abra piros nyil). Az in situ hibridizacio feltarta az a-tropomiozin gén expresszidjanak egyik
jellegzetességét, amit eddig nem észlelhetiink, miszerint a cstcsi mezenchimaba koncentralodo

expresszidja nem terjed ki az oldalsé6 mezenchimara (15/F-G abra).
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15. abra: Az a-tropomiozin gén in situ lokalizacidja

A fejlédo agancs barkdjabol (A, E), mezenchimajabol (B, F, G) eléporc szovetébdl (C, H) és
porcszovetébol (D, 1, J) készitett 8um vastagsag metszetek. Mérték: 0,25 mm (A-D); 0,1 mm (E-
I); 0,0006 mm (J).
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Az annexin 2 gén mindegyik agancs szovetben kifejezddik. Az expresszid a mezenchimaban
volt a legerdsebb és egyre gyengiilt az eldporc, porcszovetben (16/A-D ébra). Nagyobb nagyitas
mellett megfigyelhetjiik, hogy az el6porcban megjelennek olyan sejtek, amelyekben a hibridizacios
jel gyengébb intenzitasii vagy egyaltalan nem detektalhato, az ilyen sejtek szama a porcban tovabb
novekszik (16/G-H ébra, piros nyilfej). Az annexin 2 expresszidjat a borben is kimutattuk, itt a

vérerek falara korlatozodik a gén kifejezédése (16/E abra).

16.abra: Az annexin 2 in situ hibridizacid

Az anxa? expresszidjanak valtozasa a fejlodé agancsban a mezenchimatol a porcig (A és F: csticsi
mezenchima, B-C ¢s G: eldporc, D: porc); a chondrogenezis folyaman egyre tobb olyan sejt jelenik
meg, amely kisebb intenzitassal expresszalja az anxa2 gént (G: eléporc, H: porc); az anxa2 a bérben

is kifejezddik, de expresszidja a vérerek faldra korlatozodik (E). Mérték: 0,25 mm (A-D); 0,1 mm

(E); 0,006 (F-G). Tovabbi magyarazat a szovegben.

Az annexin 2 nemcsak a borben 1év0 erek faldban expresszalodik, hanem az alatta
elhelyezkedd szoveteket siirlin behalozo véredények faldban is, az érkezdemény megjelenésétol
expresszalodik. Szintén sikeriilt kimutatnunk a gén expresszidjat az oldals6 mezenchimaban,
azonban a csucsi mezenchimahoz képest nem olyan latvanyos az expresszio csokkenése, mint az a-
tropomiozinnal.

Az apolipoprotein D expresszidja kizarolag a porcsejtekre korlatozodik (17/C abra). A
kevésbé differencialt régiokban nem lathat6 hibridizéacios jel (17/A és B abra). E gén mRNS-t a

perivaszkularis teriileten sem sikeriilt kimutatni in sifu hibridizacidval.
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17. abra Az apolipoprotein D gén mRNS-ének kimutatasa agancs szovetmetszeteken.
A: csucsi mezenchima; B és b: eléporc; C: porc.Mérték: 0,1 A-C; 0,006 b. Az apoD mRNS-t az
agancs porcsejtjei expresszaljak (C), a mezenchimaban nem detektalhat6 hibridizacios jel (A), az

eléporcban gyenge jel mutatkozik (b).

Az eddigi eredményeink alapjan hibridizaciés jelet vartunk a barsonyos-barkas agancs
eléporc szovetében is. Hosszabb expozicids id6t adva az eldporc proximalis rétegeiben is kifejlodik
szignal, azonban ekkor mar az endogén alkalikus-foszfataz okozta hattér zaj is megjelenik (17/b

abra).

4.7. A gimszarvas Annexin 2 immunlokalizacioja

Az annexin 2 (anxa2) egy nagy géncsalad tagja, amelybe Ca’ -kt fehérjék tartoznak. Az
annexinek sokrétli biologiai funkciot latnak el (pl.: membrantranszport €s exocitdzis szabalyozasa, a
citoszkeleton és a sejtmembran kozotti kozvetités). Minden annexin rendelkezik egy core
doménnel, amely 4-szer vagy 8-szor ismétl6dé konzervalt aminosav szekvenciabol all, ugyanakkor
az amino termindlis doménjiik egyedi. Az egyes annexineknek ez a nagyfoku hasonlosaga
megneheziti egyedi detektalasukat mRNS-szintjen, mivel az antiszensz préba az annexin csalad
tobb tagjanak mRNS-ével is képezhet stabil duplexet. Ez a tény arra késztetett minket, hogy
elvégezziik az Annexin 2 (Anxa2) immunlokaliziciojat, még pedig a gimszarvas Annexin 2
(Anxa2) fehérje N-terminalisa ellen termeltetett antitesttel.

Miutan Western blot megerdsitette, hogy az antitest specifikusan reagal a gimszarvas
Annexin 2-vel, lokalizaltuk a fehérjét a barsonyos-barkds agancs csliicsi mezenchimajaban,

eléporcéaban és porcszovetében (18. abra).
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18. abra: Az Annexin 2 immunlokalizacidja fejlédé agancscstcsban.
Az Annexin 2 kimutathaté mind a csticsi mezenchima sejtekben (A), mind a porcképzdsejtekben
(B), mind a porcsejtekben (C). Az immunhisztokémiai jel a sejtek szélén lathatd (D, immunfestés

hematoxilinos utofestés nélkiil, porcszdvet), valamint a véredények koriili szovet sejtkozotti allomanyaban

(D, csillag).

Az Annexin 2 fehérje mindharom szovettipusban megtalalhato és elsdsorban a sejtek szélén
figyelheté meg, a sejthartyahoz asszocialva (18.E abra). Az irodalmi adatok alapjan (Kirsch et al.,
2000) az extracellularis matrixban vartuk a megjelenését, azonban a sejtkdzotti anyagban csak a
perivaszkularis térben észlelhetjiik a fehérje lerakodasat (18.D abra, csillag). Ennek oka lehet, hogy
az Annexin 2 a matrixban részt vesz a makromolekula komplexek kialakitasdban és ehhez az
amino-terminalis doménjét hasznalja aktiv felszinként. Ekként az epitopot az antiszérum nem érheti

el.
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4.8. Uj tudomanyos eredmények

A gimszarvas barsonyos-barkds agancsat, amely az emldsok csontfejlédésének paratlan
modellje rekombindns DNS technoldgidval kombindlva olyan géneket fedeztiink fel, amelyek
szerepet jatszanak (i) a csontfejlédés legkorabbi (mezenchima,) szakaszaban, vagy (ii) az agancs

robosztus fejlddésében (erdsebb expresszid az agancs porcszovetében, mint a magzatiban).

l. Olyan metodikai koreografiat allitottunk Ossze, amely alkalmas az agancscsucs héarom,
megrajzolni és megerdsiteni.

2. Megallapitottuk, hogy a gének két csoportja szembeodtlden gyakori az AFLP-mintakban:

(a) az intenziv anyagcseréhez kapcsolhato gének és a
(b) tumor marker gének.

3. Ennek eredményeként bebizonyitottuk hat gén (a-tropomiozin, transzgelin, annexin 2, pebp
€s az apolipoprotein D) intenzivebb expresszidjat a fejlodé agancsban a magzati novekedési
porclemezhez képest.

4.  Harom gén (o-tropomiozin, annexin 2, apolipoprotein D) esetén az expressziobeli
kiilonbségeket szamszerisitettiik valds-idejii mennyiségi PCR mérésekkel, és in situ
hibridizacidval fényt deritettiink arra, milyen sejtekben fejezédnek ki ezek a gének.

5. Az a-tropomiozin esetén bizonyitottuk, hogy erdteljes expresszidja a csiicsi mezenchimara
korlatozddik, az oldalsd6 mezenchimaban joval gyengébben fejezddik ki.

6. Az apolipoprotein D agancs porcszovetben mért magas expressziojat sikeriilt in situ
hibridizacidval a porcsejtekhez kotni.

7. Igazoltuk az Annexin 2 fehérje jelenlétét az agancs csucsi mezenchimdjaban, eléporc és
porcszovetében, valamint kimutattuk, hogy ez a fehérje elsésorban a sejtek szélén, a

sejtmembranhoz asszocidlva jelenik meg.

48



Kovetkeztetések és javaslatok

5. KOVETKEZETETESEK ES JAVASLATOK

5.1. Expressziés mintazatok értelmezése a fejlodo agancsban

A gimszarvas barsonyos-barkds agancsa kivételes lehetdséget nyujt az emldsok
csontfejlodésének jobb megismeréséhez, megértéséhez. Ennek oka egyrészt a csticsban fellelhetd
embrionalis jellegi mezenchima, amelynek a multipotens sejtjei a porc-, illetve csontszovet
iranyaba torténd differencidcio legkorabbi génexpresszios eseményeibe enged bepillantést.
Masrészt az eldporc és porc hosszanti elkiiloniilése a fejlddé agancscsticsban lehetévé teszi a
differencidcio6 apré 1épéseiben bekdvetkezd génexpressziobeli kiilonbségek pontos feltérképezését.

A porc- és csontfejlodésen tul a fejlédé agancs bioldgiai modellként tovabbi értékekkel bir.
emldésok korében. Ez a komplett szervregeneracidé — tobbek kozott — intenziv vaszkularizaciot és
idegregeneraciot is magaba foglal. A nagyon-nagyon gyors, robosztus novekedése — az emldsok
korében maradva — a tumorndvekedéssel allithatd parhuzamba, bar az agancs novekedése soran a
proliferacié mindvégig szigoru ellendrzés alatt all.

Munkank soran AFLP Differential Display technikat hasznaltuk az agancs fejlodése alatt
bekovetkezd génexpresszio-valtozasok vizsgalatara. A technika adta korlatok miatt (pl.: adott
magassagban tobb cDNS fragmentum lehet) sziikséges volt a kivalasztott fragmentek tesztelése. Az
expresszios mintazatokat Southern hibridizacioval ellendriztiik, és a 40 AFLP fragmentumbol 36
esetén igazoltuk vissza az AFLP Differential Display eredményét.

Az AFLP Differential Display moddszer egyik eldnye, hogy eldzetes szekvencia ismeret
nélkiil nyujt informaciét a mintdk kozotti génexpresszios kiilonbségekrdl. Ennek folytan az
expresszios mintazatok kontrollja utan megmaradt 36 AFLP fragmentum szekvenciajat meg kellett
hatdroznunk. A BLAST eredmények alapjan tobb ismeretlen szekvencia is szerepelt a 36
fragmentum kozott. Az ismert szekvencidkkal hasonlosagot mutatdé AFLP fragmenteknek két
nagyobb csoportja rajzolddott ki. Az els6 csoportot 6 gén alkotja, mindegyik riboszémalis
komponens vagy transzkripciés faktor, amelyek megemelkedett expresszidjat a robosztus
novekedéshez sziikséges magas metabolikus igény magyarazza. Ezt a jelenséget korabban mar
leirtdk ¢élesztdgombaknal (Kressler er al, 1999). A masik csoportot olyan gének képezik,
amelyeknél expresszid-valtozast mutattak ki tumorok esetén (a-tropomiozin, transzgelin, annexin 2,

foszfatidiletanolamint koté fehérje és apolipoprotein D).
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5.2. Intenziv sejtosztodas a fejlodé agancscsucsban

Az tpml, tagin, anxa2, pebp és apoD gének fejlédé agancscsucsban mutatott expresszios
profiljai meglehetésen eltérnek egymastol, ennek ellenére egy kozds jellegzetességgel
rendelkeznek: mindegyikiik expresszidja csokken rosszindulati daganat kialakulasakor. A tpml,
anxa?2 és pebp esetén kimutattdk, hogy tultermeltetésiik képes csokkenteni a tumor agresszivitasat
(Mahadev et al., 2002, Gillette et al., 2004b, Fu et al., 2003, Keller et al., 2005).

A tagin expresszidjanak megsziinését vastagb¢l- és tiidérakban mutattdk ki. A transzgelin
expresszidja a tumoros elfajulds nagyon korai szakaszdban tiinik el, ezért a daganatképzddés egy
korai szignaljat latjdk benne (Shapland et al., 1993, Shields et al., 2002). Eredetileg csirke
zizogyomor simaizomzatabol izolaltak és azonositottak mint SM22-alpha (Lees-Miller et al., 1987,
Nishida et al., 1991). Shapland és munkatarsai (1988) egy rakos elfajulasra érzékeny polipeptid part
azonositottak, amelynek nagyobb relativ molekula tomegii tagjardl kimutattak, hogy mezenchimalis
sejtek DNS vagy RNS virus okozta elfajuldsdndl downregulalt. A kés6bbiekben sikertilt
kitisztitaniuk ezt az izoformat birka aortabol is. Ezt, a transzformaciéra és sejt alakra érzékeny
izoformat, amely nagy homologiat mutatott az SM22-vel, transgelinnek nevezték el. A fibroblast
transgelin és a simaizom SM22-alpha kozotti rokonsdgot Lawson és tarsai (1997) tisztaztak.
Kimutattak, hogy a transzgelin expresszidja nem korlatozodik a simaizomsejtekre, megtalalhatd
normal mezenchima sejtekben, valamint masodlagos egér és patkdny embriondlis fibroblast
kultardban, azonban sok normal fibroblast sejtkultiraban nincs jelen (Lowson et al., 1997). A
Transgelin fehérje szerepe nem tisztdzott, de downregulécioja egy korai és érzékeny markere az
elfajulas kezdetének. Ezzel ellentétes a fejlodé agancscsicsban megfigyelt expresszid dinamikaja,
ahol az intenziv proliferacids zonaban, a csucsi mezenchimaban a legerésebb az expresszidja. Ezért
vélelmezhetjiik a tumor kialakuldsaval szembeni egyfajta szupressziv hatasat, hasonloan az a-
tropomiozinhoz, amely egy tumor-szupresszor gén (Zhu et al., 2007).

A tpml gén az erésen konzervalodott tropomiozin csalad tagja. A tropomiozinek 35-45 kD,
mindentitt el6fordul6 aktin-kotd fehérjék. Mind az izomsejtek kontraktilis redszerében, mind a nem-
1izomsejtek sejtvazaban alapvetd szerepiik van. A gerincesekben 4 ismert tropomiozin gén talalhato,
amelyekrdl alternativ splicinggal jonnek létre a szovetspecifikus izoformak (Goodwin et al., 1991).
Az izoformak mérete, aktin-kotd képessége, sejten beliili elhelyezkedése és mas fehérjékkel valo
kapcsolata sokban kiilonbozik egymastol, ami eltéré bioldgiai szerepiikkel magyarazhatd (Lees-
Miller és Helfman, 1991).

A tpml a fibroblastokban és az epitélids sejtekben expresszalodik, €és tgy tlinik, hogy
expressziojanak megsziinése a kiilonféle emlds karcinogenezis egy kozos biokémiai jelensége. A

transzformalt sejtekben expresszidja gyorsan és még azeldtt szlinik meg, hogy a ndvekedési
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faktorokkal indukalt elfajuldsnak barmilyen morfoldgiai jele lenne (Warren, 1997, Pawlak és
Helfman, 2001). A sejtek rakos elfajulasaban betoltott 1ényeges szerepét tdmasztja ala az a tény is,
hogy az onkogén éltal transzformalt és a mellrak sejtek rosszindulati fenotipusa visszaszorithato az
expressziojanak visszaallitasaval (Prasad et al., 1993). A gén talmiikddtetése ugyanakkor gatolni
képes a rakos sejtek attétképzodési hajlamat (Zhu et al., 2007).

Mindezek Gsszhangban allnak a ndvekvd agancsban kimutatott expresszids mintazataval,
hiszen expresszidja kiugréan magas a csucsi mezenchimaban, ahol a sejtosztodas rendkiviil élénk,
ugyanakkor a mezenchimalis sejteket tartalmazo, de intenziv proliferacioval mar kevésbé
jellemezhetd oldals6 mezenchimaban, illetve a vérerek kornyeztében megtaldlhatod, osztdédasra
szintén képes fibroblasztszerii sejtekben expresszidja visszaesik. A differencialt porcsejtekben a gén
kifejez6dése nem detektalhato.

A tpml expresszidja a fejléd0 agancsban a cstcsi mezenchiméra korlatozodik, és

tumorszupresszor hatasuknal fogva a sejtosztodas-szabalyozasaban jatszhatnak szerepet.

5.3. Sejtdifferenciacio az agancscsucsban

Az agancsfejlodés és a magzati novekedési porclemez Osszevetésével olyan gének valtak
azonosithatdva, amelyek részt vesznek a porcdifferenciadlodasban. Vizsgalataink soran két ilyen gén
keriilt 1atokoriinkbe az annexin 2 és a pebp.

Az annexin 2 egy konzevalodott ismétlddé domént tartalmazo fehérjecsalad tagja, amelynek
kozos jellemzbje, hogy képesek a negativ toltésti foszfolipideket Ca™™ jelenlétében kotni. Az
annexinek szerepe sokrétli és még nem teljesen tisztdzott. Szdmos folyamatban résztvevdjeként
irtak mar le ezeket a fehérjéket, mint példaul endo- €s exocitdzis, membranfuzid, plazmamembran-
citoszkeleton interakciok, fesziiltség-fiiggd kalcium-csatornak kialakitasa (Creutz, 1992; Drust és
Creutz, 1988; Faure et al., 2002; Harder ef al., 1997). Az annexin2-t ECM molekulak, mint példaul
a tenascin C ¢és a szoveti plazminogén aktivator, sejtfelszin-receptoraként jellemezték (Chung és
Erickson, 1994; Fitzpatrick et al., 2000; Mai et al., 2000). Ezenkiviil befolyassal bir a sejthartya
mikrodomén szervezddésére ¢és dinamikajara az aktinhoz és a lipidekhez valo kotddése révén
(Gerke és Moss, 2002). Az annexin 5 €s az annexin 6 mellett az annexin 2-nek is fontos szerep jut a
mineralizacios folyamatok elinditasdban (Kirsch et al., 2000a), amelyet alatdmaszt az a tény, hogy
az annexin 2 sejtkultiraban képes indukalni a porcsejtek mineralizacidjat (Wang és Kirsch, 2002).

Az annexin 2 az osteoblastok mineralizacios folyamataiban is szerepet jatszik: eldsegiti az
asvanyi anyagok lerakodasat és noveli az alkalikus-foszfataz aktivitasat a lipid raftokban (Gillette és
Nielsen-Preiss, 2004). Mind a raftok szétbomlasa, mind az anxa2 expresszidjanak gyengiilése a

mineralizaci6 csokkenéséhez vezet. Mindezek utan nem meglepd, hogy annexin 2 upregulalt a
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patoldgias dsvanyanyag berakddassal jard betegségeknél, mint példdul a reumatoid arthritis és az
(osteo)arthritis (Justen et al., 2000; Kirsch et al., 2000b).

Az annexin 2 mineralizacidban betdltott szerepe megmagyarazza fokozott expresszidjat az
agancs porcszovetében, azonban a mezenchimaban ¢és az elOporcban nem. Az annexin 2 a
sejtmotilitast, -adhéziot vagy -proliferaciot befolyasold hatasait nem nagyon vizsgaltdk, ugyanakkor
egyértelmiien bebizonyitottak, hogy az annexin 2 tiltermeltetése képes csokkenteni a daganat- vagy
az attétképzési hajlamot (Gillette er al., 2004). A mineralizacié beinditasa és a tumor
agresszivitasanak csOkkentése arra mutat, hogy az annexin 2-nek szerepe lehet a sejtek
differencidltabb allapotba valo elmozditasanak. A proliferacid és a differenciacio kozotti egyensuly
fenntartdsa alapvetd fontossdggal bir. Az egyensuly eltolodasat a sejtosztodds iranyaba a rak
fémjelének tekintik. A differencidcid megtorése, példaul az anxa? expresszidjanak megsziinése
miatt, elényhoz juttatja a proliferacios folyamatokat, amely daganat kialakulasdhoz vezethet vagy —
az agancsfejlodés esetében — a differencidltatlan mezenchima sejttomeg felszaporodésahoz.

Az annexin 2-hoz hasonld expresszids mintdzattal bir a pebp molekula (a magzati
porcszovethez képest fokozott expresszid az agancsszovetekben, ahol az expresszié a mezenchima
feldl csokken a differenciacio eldrehaladéasaval). Szerepe is hasonlo lehet az annexin 2-h6z. Errdl a
génrdl is feltételezik, hogy szerepet jatszhat a differencidcioban, és ezenkiviil a ndvekedésben és a
sejtek rakos elfajulasaban (Yeung et al., 1999). A pebp befolyésolja a protein kindz C (PKC)
szignalt a Raf-1 és a G protein szignalizacion keresztiil, igy rengeteg folyamatra hatast gyakorol
(Yeung et al., 2000, Kroslak et al., 2001). Kimutattak azt is, hogy a pebp egy lehetséges metasztazis
szupresszor gén, amelynek expresszidja lecsokken prosztata rak attétnél. Az expresszidjanak
visszaallitasa ugyanakkor a metasztazis visszahtizoddsat okozza prosztata rak sejtvonalban (Fu et
al., 2003).

A sejtdifferenciacio ¢és a novekedés megallasanak egy lehetséges markereként tartjak
szamon az apolipoprotein D expressziojat (Provost ef al., 1991a, Simard et al., 1990), amelynek
indukélédsa a novekedés lefékezésével és differencidcioval jar egyiitt human mellrdk sejtekben
(Lopez-Boado et al., 1994, Sanchez et al., 1992a, Sanchez et al., 1992b) Az apoD egy kisméretii,
izolaltak (McConathy és Alaupovic, 1973). A lipid metabolizmusban betdltott pontos szerepe nem
teljesen tisztazott, altaldban multifunkciondlis és tobbféle ligandot is kotni képes fehérjeként
jellemzik, kiemelve hidrofob jellegét. Az apoD mRNS tobbféle szovetben is kifejezddik, de
expressziojanak helye fajonként valtozik (Seguin et al., 1995). Emberben és nytlban példaul
elsésorban a kisagyban, a mellékvesében €s a 1épben nyilvanul meg (Navarro ef al., 1991), mig az
egérben foként a kdzponti idegrendszerre (CNS) korlatozdodik az expresszidja (Rassart et al., 2000).

Az apoD magas expressziojat mutattak ki szoveti fibroblasztokban (Provost et al., 1991b, Boyles et
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crer

al., 1990b). Az apoD transzkripcidja specifikusan nyugalomban 1évé vagy oregedd fibroblaszt-
kultarakban torténik (Provost et al., 1991a). Ezeknek kozos jellemzéje, hogy a sejtek nem
osztodnak. Mindezekkel jol egybe vag az a tény is, hogy az apoD a kevésbé differencialt
daganatokban alacsonyabban expresszalodik (Diez-Itza et al., 1994).

Az apolipoprotein D erds expresszidjanak kimutatdsa porcsejtekben uj felfedezés.
Mindezidaig az apoD mRNS-t a vazfejlédéssel kapcsolatosan a Meckel porc eldporcos
kondenzacidjaban, a nyakszirtcsont kezdeményében ¢és a csigolyatestek szklerotomalis
kondenzacioban irtak le (Sanchez er al. 2002). A fejl6dé agancscsiicsban mutatott expresszios
mintdzata Osszecseng differenciacios marker jellegével. A differencialt sejtek szdmanak

novekedésével az apoD expresszidja is egyre erdsebb lesz, ugyanakkor a kevésbé differencialt

perivaszkularis sejtekben nem fejezddik ki.

5.4. A proliferacio és a differenciacio szabalyozasa a fejlodé agancsban

Az agancs, mas szervekhez hasonloan, a sejtek osztodasa €s specializalodasa soran jon 1étre.
A két folyamat egymdssal parhuzamosan zajlik, kényes egyensulyt tartva. Az a-tropomiozin,
transzgelin, annexin 2, foszfatidiletanolamint koto fehérje és apolipoprotein D expresszios
mintazatat €s az agancsfejlodésben betdltott szerepiiket Osszegezve egy szabalyozd haldzat
rajzolodik ki.

Az elképesztden gyors fejlddés soran még hatalmasabb jelentdséggel bir az intenziv
proliferacié szigoru kontrollja, amely egy erds gatlo mechanizmuson keresztiil valosul meg. Ennek
a mechanizmusnak a része a tpml és a tagln, amelyek fokozott expresszidja a csucsi
mezenchiméban a fékevesztett sejtosztodasnak szab gatat. Ekozben downstream az anxa? és a pebp
a differencialodas felé vezeti a sejteket, timogatva a chondrogenesis folyamatait. A specializalddasi

ut végén megjelenik az apoD expresszidja mintegy leintd zaszlojaul a differencialddasnak.
5.5. Javaslatok

1. Vizsgalatainkat Osszegezve ugy véljik a fejlodd agancs kivald lehetdséget nyujt a
csontfejlodés modellezéséhez, mivel az egyes szovettani zonak jol elkiilonithetdek. A tovabbiakban

érdemes lenne Kkiterjeszteni a vizsgalatokat a fejlodé agancs tovabbi szovetrétegeire, kiilon

figyelmet forditva az oldals6 mezenchimara.
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2. Az AFLP Differential Display technika lehetdséget adott, hogy eldzetes szekvencia
ismeretek nélkiil hasonlithassuk Ossze a szovetek génexpresszidos mintazatat. Ezéltal olyan gének
keriiltek a latokoriinkben, amelyek eddig ismeretlenek voltak a csontfejlédésben. Az AFLP-t kdvetd
modszertani koreografiankkal biztositottuk, hogy a fals expresszidos mintdzatokat ad6d géneket
kiszlirhessiik. A ,,génszlirési” technikat cDNS-microarray-jel lehet gyorsabba tenni, ezt a
csoportunkban létrehozott ,,agancs” cDNS-microarray-jel meg is valdsitottuk. A gimszarvas és a
szarvasmarha gének kozotti nagyfokl homologia lehetdvé teszi a szarvasmarha chipek hasznalatat
is az agancsfejlodés vizsgalataban. Ezen chipek alkamazédsa nemcsak a csontfejlodésben szerepet
jatsz6, hanem az angiogenesisben, az idegregeneradcidoban résztvevd gének expresszidjanak

tanulmanyozasat is lehetdvé tennék.

3. Az agancsfejlodés megismerése informacidt szolgaltathat a rakos elfajulds jobb
megértéséhez is. Eredményeink is azt igazoljak, hogy az agancsregenerdcido és a tumorgenezis
génexpresszios mintdzatdnak Osszehasonlitdsa szamos olyan molekuldra hivhatja fel a figyelmet,
amely a sejtosztodas szabalyozasaban jatszanak szerepet. A fejlddd agancs intenziven proliferal6do
csticsi mezenchimdjanak, az oldals6 mezenchima és a tumorok Osszevetése elsGsorban negativ

szabalyozo faktorok szerepére vilagithat ra.

4. A szarvasfélék az egyetlen csoport az emldsok korében, amelyek képesek egy szerv
miért vesztették el az emldsok regeneracios képességiiket, és hogy ezt hogyan lehet ,,felébreszteni".
Altalanos nézet, hogy a szervregeneracié folyaman az embrionalis fejlédésben résztvevd gének
aktivalodnak, ennek pontos feltérképezése az emberi gyodgyaszatban a sulyosan sériilt szervek

regeneralasaban hozhat attorést.

5. A gimszarvas robosztus agancsfejlédése és az ehhez kapcsolodo ciklikus fiziologias
oszteoporozis megismerése felhasznalhaté humén gyogydszatban is, a népbetegségnek szamito
csontritkulas, illetve egyéb csontbetegségek gyogyitasaban, diagnosztikai fejlesztések és gyogyszer
célpontok kijelolése révén. Ezen a vonalon csoportunk jelentdés eredményeket ért el, amelyek

publikalasa folyamatban van.

6. A fejlédo agancs kiilonbozé szoveteibdl kivanatos lenne szovetkulturakat 1étrehozni, igy

mod nyilna a gének funkcioinak in vitro vizsgalatara.

7. A tpml és a tagln tumorszupresszor hatasat érdemes volna megfigyelni kiilonb6zo
eredetli rdkos sejtvonalban, illetve az agancs csucsi mezenchimdjabol szarmazo sejtvonalakon

vizsgalni, milyen hatast valt ki expresszidjuk gatlasa. Az anxa2, pebp és az apoD inaktivalasa
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ezekben a sejtkultardkban ramutathat a sejtek differencialt allapotba vald elmozditasaban jatszott

pontosabb szerepiikre.
8. Az agancsfejlddés pontos megismeréséhez fontosnak tartom a folyamatban szerepet
jatszo gének szabalyozd régidinak feltérképezését, kiillondsen a cisz elemek megismerését, mert

elsdsorban ezek allélikus varidcio lehetnek feleldsek az agancs robosztus fejlodésért.
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6. OSSZEFOGLALAS

A csontfejlodés és a végtag-regeneracido molekularis mechanizmusanak megismerése alapvetd
probléma a fejlédésbiologidban. A gimszarvas évenként lehullatott €s uUjrandvesztett agancsa
egyediilallo és latvanyos példdja egy szerv teljes regeneralasdnak az emlésok korében. Egy gimszarvas
bika 100-120 nap alatt rakja fel hatalmas fejdiszét, amely folyaman porc, csont, bdr, kdtdszovet és
idegképzodés is torténik. Az agvégenkénti napi 1-2 cm-es novekedés hatterében gyors
szovetgyarapodas ¢és sejt-differenciacid all. Az agancs fejlédése nagyon hasonldé folyamat az
endochondrélis csontosodashoz, amellyel a csoves csontok is kialakulnak. A szarvasagancs a
homlokcsont agancsképzd csonthartydjabol (=antlerogenic periosteum, AP) eredeztethetd. Az AP
valoszinlileg postnatdlisan megmaradt embrionalis szdvet, amelynek differenciacios képessége
szembeotl. Az agancsfejlédés genetikai hatterében all6 molekularis mechanizmusok megismerése a
csontfejlodés mar ismert faktoraival kezd6dott.

Munkédnk célja egyrészt a mezenchima—porc differencidciés utvonal génexpresszios
mintazatdnak tanulmanyozasa, masrészt az agancs robosztus fejlodésében szerepet jatszo gének
azonositasa. Ennek elérésé¢hez Osszevetettiik az agancs kiilonb6zd szdveteinek (csticsi mezenchima,
eléporc, porc) és a magzati ndvekedési porclemez génexpresszidos mintazatdit AFLP Differential
Display technikaval. 36 olyan gént azonositottunk, amelynek expresszioja erételjesebbnek bizonyult a
fejlodo agancs valamely zonajaban a magzati ndvekedési porclemezzel szemben. A szekvencia-sorrend
meghatarozasa utan a kapott hasonldsagok alapjan a géneknek két jelentdsebb csoportja definidlhato: a
transzkripcid és transzlacio folyamataihoz sziikséges gének (6 db), valamint a daganatképzddéssel
kapcsolatba hozhatd/hozott gének csoportja (5 db: a-tropomiozin (tpml), transgelin (tagin), annexin 2
(anxa2), foszfatidiletanolamint kéto fehérje (pebp), apolipoprotein D (apoD)). Utdbbi csoportba tartozo
géneknek az expresszids profiljat Northern hibridizacioval is megerdsitettiik, valamint hdrom esetén (o-
tropomiozin, annexin 2, apolipoprotein D) az expresszios kiilonbségeket QRT-PCR technika
segitségével validaltuk. A gének expresszids mintazatanak tovabbi finomitasahoz in situ
hibridizaciéval meghataroztuk azokat a sejttipusokat, amelyek kifejezik az adott gént, illetve az anxa?2
esetén a fehérje térbeli lokalizaciojat is elvégeztiik.

Az altalunk Osszeallitott metodikai koreografia alkalmas az agancs egyes szdveti régidinak
génexpresszios profiljanak biztos megallapitasahoz. Az a-tropomiozin esetén bebizonyitottuk, hogy
erdteljes expresszidja a csucsi mezenchimara korlatozodik, az oldals6 mezenchimaban joval

gyengébben fejezddik ki. Az apolipoprotein D agancs porcszovetben mért magas expresszidjat sikertilt
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in situ hibridizacioval a porcsejtekhez kotni. Az anxa? mRNS-t az agancs mezenchima, eléporc és
porcszovetén kiviil a véredények faldban is detektaltuk, a fehérjét pedig a sejtek szélén figyeltilk meg, a
sejthartyahoz asszocialva.

Az tpml, tagln, anxa2, pebp és apoD gének kozOs sajatossaga, expressziojuk csdkken
rosszindulati daganat kialakulasakor. Az tpmli, anxa2 és apoD tultermeltetése csokkenti a tumorok
agresszivitasat. A csucsi mezenchimaban erdteljesen expresszalodo tpml és a tagln a fokozott
sejtosztddas kontroll alatt tartdsdban jelentdsek. Ettél downstream az anxa?2 és a pebp a chondrogenesis
felé ,,10kik” a sejteket. A sor legvégén a differenciacidos marker, az apoD &ll, amely expresszidjanak
kimutatésa a porcsejtekben 11 felfedezés.

A munka folytatdsaként hasznos lenne az agancs kiilonbozd szoveteibdl szdvetkulturdk

l1étrehozasa a gének funkcidinak tanulmanyozasadhoz, valamint a gének szabalyozo régioinak feltarasa.
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6. SUMMARY

Understanding of molecular mechanism of bone development and limb regeneration is an
essential problem in development biology. The annually cast and re-grown antler of red deer is a
unique and spectacular example of complete organ regeneration in mammals. A red deer stag grows
gigantic a head-dress in 100-120 day. Robust antler growth involves cartilage, bone, skin,
connective tissue, and nerve development. The daily 1-2 cm longitudinal growth per antler branches
is based on rapid tissue development and cellular differentiation. The development of antler is very
similar to endochondral ossification. Antlers rise from antlerogenic periosteum (AP) of frontal
bone. The AP is presumably a postnatally retained embryonic tissue, with considerable
differentiating ability. Exploration of the molecular mechanisms standing in the background of
antler development begun with examinations of known factors of bone development.

Our aims were (i) to study the gene expression pattern of the mesenchyme—cartilage
differentiation pathway; (ii) to identify genes involved in the robust development of antler. In this
investigations we performed AFLP assay to compare gene expression in the consecutive antler
tissues (mesenchyme, precartilage, cartilage) and foetal growth plate. We have identified 36 genes
that were dominant expressed in any of the differentiation zones of the tip section of the developing
antler vs. foetal growth plate. The 36 fragments were sequenced and two groups of genes emerged:
(1) genes that can be linked to transcriptional and translational machinery (6), and (ii) genes related
to tumor biology (5: a-tropomyosin, transgelin, annexin 2, phosphatidylethanolamine-binding
protein, apolipoprotein D). The expression pattern of these genes were confirmed with Northern
hybridization, and in case of three genes (: a-tropomyosin, annexin 2, apolipoprotein D) the
expression differences were validated with QRT-PCR. For better gene expression patterns the cell
types expressing genes were determined by using in situ hybridization. Tissue distribution of the
Annexin 2 protein was visualized by using immunolocalization.

We compiled a methodological choreography suitable for studying gene expression patterns
of antler tissues. Expression of a-tropomyosin gene was concentrated to the apical mesenchyme
cells, and became weak in the lateral mesenchyme. The high expression of the apolipoprotein D in
the cartilage of antler was localizated in the chondrocytes. The annexin 2 mRNA was detected in
the mesenchyme, precartilage, and cartilage tissues of developing antler. In addition, the walls of
blood vessels also gave a positive signal. The Annexin 2 protein was observed on the periphery of
the cells, where associated with cell membrane.

All the a-tropomyosin, transgelin, annexin 2, phosphatidylethanolamine-binding protein,
and apolipoprotein D share a common feature: their expression decrease in the formation of

malignant tumors. Their overexpression lessens the aggressiveness of malignant tumors. In the
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apical mesenchyme, the a-tropomyosin and transgelin is important in the control of intensive cell
proliferation. Downstream of the pathway, the annexin 2 and phosphatidylethanolamine-binding
protein “push” the cells toward chondrogenesis. In the end, the apolipoprotein D is a
differentiational marker. Expression of apolipoprotein D in the chondrocytes is a new finding.

We propose functional investigations of genes in tissue cultures derived from different

tissues of developing antler, and the exploration of regulatory regions of genes.
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