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A MUNKA ELOZMENYEI CELKITUZESEI

A csontfejlodés és a végtag-regeneracidé molekularis mechanizmusanak megismerése
alapvetd probléma a fejlddésbiologidban. A gimszarvas évenként lehullatott és Ujrandvesztett
agancsa egyediilallo és latvanyos példaja egy szerv teljes regeneralasanak az emlésok korében. A
gimszarvas bikdja 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 szovetgyarapodas €s sejt-
differencidcio sziikséges. Ez az erdteljes novekedés a cstlicsi részben elhelyezkedd embrionalis
jellegh mezenchimasejtek intenziv sejtosztoddsara vezethetd vissza. Bar ezen Ossejt jellegli
multipotens sejtek, amelyekbdl porc- €s csontszovet mellett vérerek is fejlodnek, valamint idegek is
regeneralodnak. Ezért az agancsfejlédés jobb megismerése nemcsak a porc- €s csontfejlédés jobb
megértésében, hanem a vaszkularizacio és az idegregeneracié folyamatanak feltdrasaban is elobbre
visz. Emellett sok 0 informacioval szolgélhat a differencidcio és a regenerdcid mechanizmusair6l,
amelyek korunk egyik legnagyobb orvos-bioldgiai kihivasa.

A gimszarvas agancsfejlddése nagyon hasonld a testi csontok, els@sorban a csdves csontok,
kialakulasadhoz, annak egy rendkiviil felgyorsitott és leegyszerisitett 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 fejlddésénél hianyzik. Az agancs nem kozvetleniil a koponya csontjabol
alakul ki, hanem a homlokcsont alland6 képz6dményébdl, a rozsatébol, amely a pubertas korban a
tesztoszteron hatdsara indul fejléddésnek — ezaltal egyetlen példdja egy szerv késleltetett
fejlodésének. Mind a rozsaté, mind a beldle évenként regeneraldédd agancs a homlokcsont
vissza. Agancs- és rozsatéképzo tulajdonsagat transzplatancios kisérletekkel bizonyitottak: az AP
sejtek atiiltetése agancsfejlodést indukalt. Miutan a rozsatd eléri fajspecifikus hosszat (ez a
gimszarvas esetében 5-6 cm), az elsé agancs ndvekedése spontan megindul a rézsatd distalis
részébdl. Az agancs ndvekedése a csucsbol indul. Ebben a régidban tébb szdvettipus van jelen,
amelyek alapvetden két nagy csoportot alkotnak: a belsd csontos-porcos dllomanyt és a kiilsé bort, a
barkat. A barkat alkotdé epidermisz/dermisz konnyen levalaszthatd az alatta elhelyezkedd cstcsi
mezenchimarél, amelyre aprod, nagy stiriségben elhelyezkedd sejtek jellemzdek. Ebbdl a
mezenchimalis rétegbdl indul ki az endochondralis csontosodashoz hasonlo differencialodasi
folyamat. Ennek eredményeként elébb a porcképzdésejtek (chondroblastok), majd a porcsejtek
(chondrocitdk) jelennek meg, kialakitva az in. atmeneti zondt, illetve az agancs porcszovetét Az
agancsporcban a vérerek nagyok, a perivaszkularis tér kiterjedt, szemben a test tobbi részén
talalhatd porccal (beleértve az endochondralis csontosodasnal formalodot is), amelyek normalis
esetben nem tartalmaznak vérereket. Masik jelentds kiilonbség, hogy az agancsporc
mineralizalodésa.

Az embriondlis vazfejlodés és az alacsonyabbrendii gerincesek regeneracios képességének
vizsgalataibol egyre vilagosabba valik, hogy ezek a folyamatok meglehetdsen konzervalodtak az
evolucio soran, ezért feltételezhetd, hogy az ismétlddd agancsciklusok sordn is hasonld folyamatok
jatszodnak le. A vizsgalatok kiindulasi pontjai ezért legtobbszor a csontfejlodésben szerepet jatszo
faktorok. Emellett az agancsfejlédés az egyik legerdteljesebb szovetgyarapodds, amelyet az
¢lovilagban ismeriink, még a malignus tumorok novekedését is tulszarnyalja. Ugyanakkor az
oszteoszarkomat idéz6, un. parokas-tumoros agancsbdl sem tapasztaltak attéteket, ami az intenziv
novekedés hatékony ellendrzottségére és szabalyozottsagara utal. Ezt tamasztja ala az évenként
ujrafejlédé agancs formdjanak, agrendszerének nagyfokt allandosaga is. Az agancsfejlodés mogott
megbujo molekularis biologiai folyamatok megismerése kdzelebb vihet a csontfejlédés, kiillonbdzo
csontbetegségek (pl.: oszteoporodzis, osteogenesis imperfecta) megértéséhez. A robosztus ndvekedés
szabalyozéasanak ismerete felhasznalhat6 a tumor €s a szervregeneracio kutatasaban.



Munkank soran a fejlodé agancs kiilonb6z6 szdveteinek €s a magzati novekedési porclemez
génexpresszios mintazatat hasonlitottuk 6ssze, célul tiizve ki:

(1) a mezenchima—porc differencidcios utvonal génexpresszids valtozasainak
megfigyelését,

(1)  olyan gének azonositasat, amelyek szerepet jatszhatnak a mezenchimasejtek intenziv
osztddasdnak szabalyozasaban, illetve a porc-differenciacio folyamatdban,

(iii) az agancsfejlodést a magzati novekedési porclemezzel Osszevetve olyan gének
felismerését, amelyek a robosztus fejlddésért feleldsek.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Gimszarvas agancs és magzati mintak

A munkédnkhoz sziikséges mintdkat a Pannon Lovasakadémia bdszénfai szarvasfarmja
biztositotta. A kb. 80 napja fejlddé agancscsucsok felsd, mintegy 5 cm-es darabjat tavolitottuk el. A
szarvasmagzat mintdkat december kozepétdl januar kozepéig gyljtottik a szarvasfarm
alloméanyéanak selejtezése ideje alatt. Kisérleteinkhez a harom-négy honapos szarvasmagzat
novekedési porclemezére volt sziikségiink. Minden szovettipusbol mRNS izolalas és szdvettani
vizsgalatok céljabol is vettiink mintékat.

Molekularis biologiai eljarasok

restrikcids endonukledzokkal valo hasités, elektroforetikus elvalasztas, plazmid vektorba klonozaés,
polimerdz lancreakcido, AFLP Differential Display, Southern, Northern és in situ hibridizacios
technika,szekvenalas, valos-idejii mennyiségi RT-PCR) és a fehérje munkékban (Western blot és
immunhisztokémiai analizis) a molekularis bioldgidban altaldnosan hasznalt, valamint a gyartd
cégek altal javasolt eljarasokat kovettiik.

EREDMENYEK

A fejlodé agancscstics harom szovetének €s a magzati novekedési porclemeznek a
génexpressziojat hasonlitottuk dssze. A kiilonb6zd modszerek dsszekapcesolasaval olyan kisérleti
rendszert hoztunk létre, amely alkalmas az Aaltalunk vizsgalt szovetek kozott az expresszios
kiilonbségeket mutatd gének azonositasara.

Expresszios kiilonbségek kimutatasa AFLP-vel

A négy szovet génexpresszioinak Osszevetését AFLP Differential Display technikaval
végeztikk el. 36 olyan gént azonositottunk, amelynek expresszidja erdteljesebbnek bizonyult a
fejlodé agancs valamely zondjaban a magzati ndvekedési porclemezzel szemben. A szekvencia-
sorrend meghatarozasa utan a kapott hasonlosagok alapjan a géneknek két jelentdsebb csoportja
definialhat6: a transzkripcid és transzlacid folyamataihoz sziikséges gének (6 db), valamint a
daganatképzddéssel kapcsolatba hozhatd/hozott gének csoportja (5 db: a-tropomiozin (tpml),
transgelin (tagin), annexin 2 (anxa2), foszfatidiletanolamint koto fehérje (pebp), apolipoprotein D
(apoD)). Az elsé csoport tagjainak fokozott expresszidja nem meglepd eredmény, hiszen a
transzkripcid és transzlacid folyamataihoz sziikséges gének aktivitasa elengedhetetlen a robosztus
agancsfejlodés magas metabolikus igényeihez. A masodik csoporthoz tartozd gének tobb
lehetdséget rejtettek szamunkra, mivel az agancs novekedését a sejtosztodas €s —differenciacio nagy
sebessége miatt parhuzamba allithatjuk a sejtek rakos elfajulasaval és a daganatképzddéssel, ezért
ezeknek a géneknek az expresszios profiljat vizsgaltuk a tovabbiakban.

A gimszarvas ortolog gének azonositasa
Az eredmények alatamasztasahoz az AFLP fragmenteknél (100-400 bp) hosszabb cDNS
szekvencidkra volt sziikséglink. A teljes cDNS meghatarozashoz a harom cDNS-konyvtarunkat



hasznaltuk fel, amelyek a megfeleld agancsszovetbdl izolalt cDNS-poolbol készitettiink el. Az
AFLP-fragmenteket itt is probaként haszndlva hibridizacios technikaval hataroztuk 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
hasonlésagot human génekkel. A szarvasmarha ortologokkal a hasonlosag elérte a 95-98%-ot.

Az mRNS expressziok mintazatanak megerositése

Az azonositott gimszarvas gének expresszidjat az agancscslcs szoveteiben ¢és - természetesen
- a magzati porcban Northern hibridizaciés technikaval bizonyitottuk, illetve -ellendriztiik
expresszios mintazatukat. Az a-tropomiozint kodold gén expresszidjat eddig csak a mezenchiméban
mutattuk ki, azonban a Northern hibridizacié alapjan ez a gén a barsonyos-barkas agancs eléporc és
porcszovetében is kifejezddik alacsony intezitdssal. A transgelin gén expresszids mintazata
tokéletesen megegyezett el6z6 eredményeinkkel: a mezenchimaban erds, az eléporcban kozepes, a
porcban gyenge expressziot detektdltunk. Mind a transgelin, mind az a-tropomiozin esetén a
magzati porcban az expresszié nem volt detektdlhat6. Ellentétben az annexin 2 génnel, ahol a
magzati ndvekedési porclemezben nagyon gyenge expresszidt mutatott ki a Northern hibridizaci6.
Az annexin 2 gén mindharom agancsszovetben kifejezddik, azonban a legerdteljesebb expressziot a
fejlodd agancs csticsi mezenchimajaban mutatja. A porcfejlddés eldrehaladtaval expresszidjanak
erdssége fokozatosan csokken. Ehhez hasonldé mintdzatot mutatott a pebp gén, annyi kiilonbséggel,
hogy a pebp gén esetén erdsebb hibridizacids jel keletkezett a magzati mintadban. Az utols6 vizsgalt
gén az apolipoprotein D, amely a korabbi kisérletekben az agancs eldporc és porcszovetében
mutatott erdteljes expresszidt. A Northern hibridizacio ezt teljes mértékben aldtdmasztotta, tovabb
finomitva a gén expresszidos mintazatat. E szerint az apolipoprotein D expresszidja a
porcdifferencialodas eldrehaladtaval jelentdsen ndvekszik.

A génexpressziok mennyiségi analizise

Az expresszios kiilonbségek mennyiségi analizisét valds idejii RT-PCR technika segitségével
valositottuk meg a harom altalunk kivalasztott gén (a-tropomiozin (tpml), annexin 2 (anxa2), ,
apolipoprotein D (apoD)) esetén. A kapott értékeket a f-aktin gén expresszidjadhoz normalizaltuk.
Az a-tropomiozin mRNS szintje 2,5-szeres a mezenchimaban és csokken az eldporc (0,51), porc
(0,47) felé. Az annexin 2 gén mRNS-szintje fokozatosan csokken az agancs mezenchimalis régidja
feldl a porcos szovetekig: a mezenchimaban 1,4-szeres, az eléporcban 1,1-szeres, a porcban 0,33-
szoros értéket mértiink. Az apolipoprotein D esetén a mezenchimaban mért, minimalis (0,03)
expresszio drasztikusan megnovekszik az eldporc zdénajaban (25,63), €s a varakozasunknak
megfeleléen tovabb ndvekszik az agancs porcszovetében (65,26).

A génexpressziok térbeli lokalizalasa in situ hibridizdacioval

A Dbarsonyos-barkas agancs szoveti zonai heterogén Osszetételiiek, tobb sejttipust is
megtalalhatunk az egyes rétegekben. A gének expresszids mintazatanak tovabbi finomitdsahoz meg
kivantuk hatarozni azokat a sejttipusokat, amelyek kifejezik az adott gént.

Az in situ hibridizacional is szépen kirajzolddott az a-tropomiozin gén eddig ismert
expresszios mintazata: a csucsi mezenchimaban megfigyelhetd erds expresszio a differenciacio
elérehaladtaval lecseng. Az eldporc (pre)chondroblastjaban még hatarozott hibridizéacios jelet
adnak, azonban a porcsejteknek csak némelyikében tapasztalhatunk nagyon gyenge szignalt. Az
el6zd kisérletekben a porcszovetben kimutatott expressziot inkabb a vérek koriili perivaszkularis
térben talalhat6 fibroblast-szerii sejtekhez kothetjiik. Az a-tropomiozin erds expressziojat érzékeljiik
a bérben futd vérerek esetén is. Az in situ hibridizaci6 feltarta az a-tropomiozin gén expresszidjanak
egyik jellegzetességét, miszerint a csticsi mezenchimaba koncentralodé expresszidja nem terjed ki
az oldals6 mezenchimara.

Az annexin 2 expresszidja a mezenchimaban volt a legerdsebb ¢€s egyre gyengiilt az eldporc,
porcszdvetben. Nagyobb nagyitas mellett megfigyelhetjiik, hogy az el6porcban megjelennek olyan
sejtek, amelyekben a hibridizacios jel gyengébb intenzitasu vagy egyaltalan nem detektalhatd, az
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ilyen sejtek szama a porcban tovabb novekszik. Az annexin 2 expresszidjat a bérben is kimutattuk,
itt a vérerek falara korlatozodik a gén kifejezddése. Az annexin 2 nemcsak a borben 1évd erek
falaban expresszalddik, hanem az alatta elhelyezkedd szoveteket siirin behalozd véredények
faldban 1is, az érkezdemény megjelenésétdl expresszaldodik. Szintén sikeriilt kimutatnunk a gén
expresszidjat az oldals6 mezenchiméban, azonban a csticsi mezenchimahoz képest nem olyan
latvanyos az expresszio csokkenése, mint az a-tropomiozinnal.

Az apolipoprotein D expresszidja kizardlag a porcsejtekre korlatozodik (17/C abra). A
kevésbé differencialt régiokban nem lathatd hibridizacids jel. E gén mRNS-t a perivaszkularis
teriileten sem sikeriilt kimutatni in sifu hibridizacidval.

A gimszarvas Annexin 2 immunlokalizacioja

Az Annexin 2 fehérje mindhdrom szovettipusban megtaldlhat6 és elsésorban a sejtek szélén
figyelheté meg, a sejthartyahoz asszocialva. Az irodalmi adatok alapjan az extracellularis matrixban
vartuk a megjelenését, azonban a sejtkdzotti anyagban csak a perivaszkularis térben észlelhetjiik a
fehérje lerakodasat.

Uj tudomdnyos eredmények

A gimszarvas barsonyos-barkas agancsat, amely az emldsok csontfejlddésének pératlan
modellje rekombindns DNS technoldgiaval kombindlva olyan géneket fedeztiink fel, amelyek
szerepet jatszanak (i) a csontfejlédés legkorabbi (mezenchima,) szakaszéban, 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 szembedtlden 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
¢és az apolipoprotein D) intenzivebb expressziojat a fejloédé agancsban a magzati novekedési
porclemezhez képest.

4.  Harom gén (o-tropomiozin, annexin 2, apolipoprotein D) esetén az expressziobeli
kiilonbségeket szamszerusitettilk valos-idejii mennyiségi PCR mérésekkel, és in situ
hibridizacidval fényt deritettiink arra, milyen sejtekben fejez6dnek ki ezek a gének.

5. Az o-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
hibridizacioval a porcsejtekhez kotni.

7. Igazoltuk az Annexin 2 fehérje jelenlétét az agancs csticsi mezenchimajaban, eléporc és

porcszovetében, valamint kimutattuk, hogy ez a fehérje elsésorban a sejtek szélén, a
sejtmembranhoz asszocialva jelenik meg.

KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Expresszios mintazatok értelmezése a fejlodo agancsban

Munkénk soran AFLP Differential Display technikat hasznaltuk az agancs fejlédése alatt
bekovetkez0 génexpresszid-valtozasok vizsgalatara. A technika adta korldtok 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 modszer egyik elonye, hogy eldzetes szekvencia ismeret
nélkiil nyUjt informaciét a mintdk kozotti génexpresszios kiilonbségekrdl. Ennek folytan az



expresszids mintazatok kontrollja utan megmaradt 36 AFLP fragmentum szekvencigjat meg kellett
hatdroznunk. A BLAST eredmények alapjan tobb ismeretlen szekvencia is szerepelt a 36
fragmentum kozott. Az ismert szekvencidkkal hasonloésagot mutatdé AFLP fragmenteknek két
nagyobb csoportja rajzolddott ki. Az elsé csoportot 6 gén alkotja, mindegyik riboszomalis
komponens vagy transzkripcidos faktor, amelyek megemelkedett expresszidjat a robosztus
novekedéshez sziikséges magas metabolikus igény magyardzza. Ezt a jelenséget kordbban mar
leirtak élesztégombaknal. A masik csoportot olyan gének képezik, amelyeknél expresszid-valtozast
mutattak ki tumorok esetén (a-tropomiozin, transzgelin, annexin 2, foszfatidiletanolamint kéto
fehérje és apolipoprotein D).

Intenziv sejtosztodas a fejlodo agancscsucsban

Az tpml, tagln, anxa2, pebp és apoD gének fejldddé agancscsucsban mutatott expresszids
profiljai meglehetésen eltérnek egymastol, ennek ellenére egy kozos jellegzetességgel
rendelkeznek: mindegyikiik expresszidja csokken rosszindulati daganat kialakulasakor. A tpml,
anxa? és pebp esetén kimutattak, hogy tultermeltetésiik képes csokkenteni a tumor agresszivitasat.

A tagln expresszidjanak megsziinését vastagbél- és tiidérakban mutattdk ki. A transzgelin
expresszidja a tumoros elfajulds nagyon korai szakaszaban tiinik el, ezért a daganatképzddés egy
korai szignaljat 1atjdk benne. A Transgelin fehérje szerepe nem tisztdzott, de downregulacidja egy
korai és érzékeny markere az elfajulds kezdetének. Ezzel ellentétes a fejlodé agancscsticsban
megfigyelt expresszio dinamikéja, ahol az intenziv proliferacioés zondban, a cslicsi mezenchimaban
a legerdsebb az expresszidja. Ezért vélelmezhetjik a tumor kialakuldsaval szembeni egyfajta
szupressziv hatasat, hasonldéan az a-tropomiozinhoz, amely egy tumor-szupresszor gén. A tpml a
fibroblastokban és az epitélias sejtekben expresszalodik, és gy tlnik, hogy expressziojanak
megsziinése a kiilonféle emlds karcinogenezis egy kozos biokémiai jelensége. A transzformalt
sejtekben expresszidja gyorsan €s még azelott sziinik meg, hogy a novekedési faktorokkal indukalt
elfajuldsnak barmilyen morfoldgiai jele lenne. A sejtek rakos elfajuldsdban betoltott 1ényeges
szerepét tdmasztja ald az a tény is, hogy az onkogén altal transzformalt és a mellrdk sejtek
rosszindulatd  fenotipusa visszaszorithatd az expresszidjanak visszaallitdsaval. A gén
tulmiikodtetése ugyanakkor gatolni képes a rdkos sejtek attétképzddési hajlamat. Mindezek
Osszhangban allnak a névekvo agancsban kimutatott expressziés mintazataval, hiszen expresszidja
kiugréoan magas a cstcsi mezenchimaban, ahol a sejtosztodas rendkiviil élénk, ugyanakkor a
mezenchimalis sejteket tartalmazd, de intenziv proliferaciéval mar kevésbé jellemezhetd oldalso
mezenchiméban, illetve a vérerek kornyeztében megtalalhatd, osztodasra szintén képes
fibroblasztszeri sejtekben expresszioja visszaesik. A differencialt porcsejtekben a gén kifejezddése
nem detektéalhato.

Sejtdifferenciacio az agancscsucsban

Az agancsfejlodés és a magzati novekedési porclemez Gsszevetésével olyan gének valtak
azonosithatdva, amelyek részt vesznek a porcdifferencidlodasban. Vizsgalataink soran két ilyen gén
keriilt latokoriinkbe az annexin 2 és a pebp.

Az annexin 2 szerepe sokrétli és még nem teljesen tisztdzott. Szdmos folyamatban
résztvevojeként irtdk mar le, mint példaul endo- és exocitdzis, membranfizid, plazmamembran-
citoszkeleton interakciok, fesziiltség-fiiggd kalcium-csatornak kialakitdsa. Az annexin2-t ECM
molekuldk, mint példaul a tenascin C €s a szdveti plazminogén aktivator, sejtfelszin-receptoraként
isjellemezték. Ezenkiviil befolyassal bir a sejthartya mikrodomén szervezddésére és dinamikéjara az
aktinhoz ¢és a lipidekhez val6o kotddése révén. Az annexin 5 és az annexin 6 mellett az annexin 2-
nek is fontos szerep jut a mineralizacios folyamatok elinditasaban, amelyet alatamaszt az a tény,
hogy az annexin 2 sejtkultraban képes indukalni a porcsejtek mineralizacidjat. Ugyanakkoraz
osteoblastok mineralizaciés folyamataiban is szerepet jatszik: elOsegiti az 4svanyi anyagok
lerakddasat és noveli az alkalikus-foszfataz aktivitasat a lipid raftokban. Mind a raftok szétbomlasa,
mind az anxa2 expressziojanak gyengiilése a mineralizacid csdkkenésé¢hez vezet. Mindezek utan
nem meglepd, hogy annexin 2 wupregulalt a patologias dasvanyanyag berakodassal jaro



betegségeknél, mint példdul a reumatoid arthritis és az (osteo)arthritis. Az annexin 2
mineralizdcioban  betdltott szerepe megmagyardzza fokozott expresszidjait az  agancs
porcszovetében, azonban a mezenchimaban ¢€s az eldporcban nem. Az annexin 2 a sejtmotilitast, -
adhéziot vagy -proliferaciot befolydsolo hatasait nem nagyon vizsgaltdk, ugyanakkor egyértelmiien
bebizonyitottdk, hogy az annexin 2 taltermeltetése képes csOkkenteni a daganat- vagy az
attétképzési hajlamot. A mineralizacidé beinditdsa és a tumor agresszivitdsanak csokkentése arra
mutat, hogy az annexin 2-nek szerepe lehet a sejtek differencialtabb allapotba valo elmozditasanak.
A proliferacio és a differenciacié kozotti egyensuly fenntartdsa alapvetd fontossaggal bir. Az
egyensuly eltolodasat a sejtosztodas iranyaba a rak fémjelének tekintik. A differencidcid megtorése,
példaul az anxa2 expresszidjanak megsziinése miatt, elényhoz juttatja a proliferacios folyamatokat,
amely daganat kialakuldsahoz vezethet vagy — az agancsfejlédés esetében — a differencialtatlan
mezenchima sejttomeg felszaporodasdhoz.

Az annexin 2-h6z hasonld expressziés mintazattal bir a pebp molekula (a magzati
porcszdvethez képest fokozott expresszid az agancsszovetekben, ahol az expresszié a mezenchima
feldl csokken a differenciacio elérehaladasaval). Szerepe is hasonl6 lehet az annexin 2-hoz. Errdl a
génrdl is feltételezik, hogy szerepet jatszhat a differencidcioban, és ezenkiviil a ndvekedésben ¢és a
sejtek rakos elfajulasaban. A pebp befolyasolja a protein kindz C (PKC) szignalt a Raf-1 és a G
protein szignalizacion keresztiil, igy rengeteg folyamatra hatast gyakorol. Kimutattak azt is, hogy a
pebp egy lehetséges metasztazis szupresszor gén, amelynek expresszioja lecsokken prosztata rak
attétnél. Az expresszidjanak visszaallitdsa ugyanakkor a metasztazis visszahizodasat okozza
prosztata rak sejtvonalban.

A sejtdifferenciacié és a novekedés megalldsanak egy lehetséges markereként tartjak
szamon az apolipoprotein D expresszidjat, amelynek indukéldsa a novekedés lefékezésével és
differencidcioval jar egyiitt huméan mellrdk sejtekben Pontos szerepe nem teljesen tisztazott,
altalaban multifunkcionalis és tobbféle ligandot is kotni képes fehérjeként jellemzik, kiemelve
hidrofob jellegét. Az apoD mRNS tobbféle szdvetben is kifejezddik, de expresszidjanak helye
fajonként valtozik. Emberben és nyulban példaul elsdsorban a kisagyban, a mellékvesében és a
Iépben nyilvanul meg, mig az egérben foként a kozponti idegrendszerre (CNS) korlatozédik az
expresszidja. Az apoD magas expresszigjat mutattdk ki szoveti fibroblasztokban és
specifikusan nyugalomban 1évd vagy oOregedd fibroblaszt-kultirakban torténik (Provost et al.,
1991a). Ezeknek kozos jellemzdje, hogy a sejtek nem osztodnak. Mindezekkel jol egybe vag az a
tény is, hogy az apoD a kevésbé differencidlt daganatokban alacsonyabban expresszalodik.

Az apolipoprotein D erds expressziojanak kimutatasa porcsejtekben uj felfedezés.
Mindeziddig az apoD mRNS-t a vazfejlodéssel kapcsolatosan a Meckel porc eldporcos
kondenzacidjaban, a nyakszirtcsont kezdeményében ¢és a csigolyatestek szklerotomalis
kondenzacioban irtak le. A fejlédd agancscsicsban mutatott expresszids mintdzata Osszecseng
differenciacios marker jellegével. A differencialt sejtek szaméanak ndvekedésével az apoD
expresszidja is egyre erdsebb lesz, ugyanakkor a kevésbé differencilt perivaszkularis sejtekben
nem fejezddik ki.

A proliferdcio és a differencidcio szabalyozadsa a fejlédé agancsban

Az agancs, mas szervekhez hasonldan, a sejtek osztddasa és specializalodéasa soran jon 1étre.
A két folyamat egymadssal parhuzamosan zajlik, kényes egyensulyt tartva. Az a-tropomiozin,
transzgelin, annexin 2, foszfatidiletanolamint koto fehérje és apolipoprotein D expresszios
mintazatdt és az agancsfejlédésben betoltott szerepiiket Osszegezve egy szabalyozo halozat
rajzolodik ki.

Az elképesztéen gyors fejlodés soran még hatalmasabb jelentdséggel bir az intenziv
proliferacié szigoru kontrollja, amely egy erds gatlé6 mechanizmuson keresztiil valosul meg. Ennek
a mechanizmusnak a része a tpml ¢és a tagin, amelyek fokozott expresszidja a csucsi
mezenchimaban a fékevesztett sejtosztddasnak szab gatat. Ekdzben downstream az anxa?2 és a pebp



a differencialodas felé vezeti a sejteket, timogatva a chondrogenesis folyamatait. A specializalédasi
ut végén megjelenik az apoD expresszidja mintegy leintd zaszldjaul a differencidlodasnak.

Javaslatok

1. Vizsgalatainkat Osszegezve ugy véljikk a fejlédé agancs kivalo lehetdséget nyujt a
csontfejlédés 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.

2. Az AFLP Differential Display technika lehet6séget adott, hogy elézetes szekvencia
ismeretek nélkiil hasonlithassuk 0ssze a szovetek génexpresszids mintdzatat. Ezaltal olyan gének
keriiltek a latokoriinkben, amelyek eddig ismeretlenek voltak a csontfejlédésben. Az AFLP-t kdvetd
modszertani koreografiankkal biztositottuk, hogy a fals expresszids mintdzatokat ado géneket
kiszlirhessiik. A ,,génsziirési” technikdt cDNS-microarray-jel lehet gyorsabbd 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 hasznélatat
is az agancsfejlédés vizsgalatdban. Ezen chipek alkamazéisa nemcsak a csontfejlddésben szerepet
jatsz6, hanem az angiogenesisben, az idegregeneracioban résztvevd gének expresszidjanak
tanulmanyozasat is lehetdvé tennék.

3. Az agancsfejlodés megismerése informacidt szolgéaltathat a rakos elfajulas jobb
megértéséhez is. Eredményeink is azt igazoljak, hogy az agancsregeneracidé €és a tumorgenezis
génexpresszios mintazatanak Osszehasonlitdsa szamos olyan molekuldra hivhatja fel a figyelmet,
amely a sejtosztddas szabalyozdsaban jatszanak szerepet. A fejlddd agancs intenziven proliferalodo
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 emlésok 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 felhasznalhatd huméan gyogyészatban is, a népbetegségnek szamito
csontritkulas, illetve egyéb csontbetegségek gyogyitasaban, diagnosztikai fejlesztések és gyogyszer
célpontok kijeldlése révén. Ezen a vonalon csoportunk jelentds eredményeket ért el, amelyek
publikalasa folyamatban van.

6. A fejlédo agancs kiilonbozé szoveteibdl kivanatos lenne szovetkulturakat 1étrehozni, igy
mod nyilna a gének funkcidinak in vitro vizsgalatara.

7. A tpml és a tagln tumorszupresszor hatasat érdemes volna megfigyelni kiilonb6zo
eredetli rdkos sejtvonalban, illetve az agancs csucsi mezenchimajabol szarmazo6 sejtvonalakon
vizsgalni, milyen hatast valt ki expressziojuk gatlasa. Az anxa2, pebp €s az apoD inaktivéalasa
ezekben a sejtkultirakban ramutathat a sejtek differencialt allapotba vald elmozditasdban jatszott
pontosabb szerepiikre.
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