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1.BEVEZETES

1.1. A téma jelentésége és aktualitasa

A kalcium emberi szervezetben betdltott szerepe a szénatom alapvetd jelentéségével
vetekszik. Jelen van a sejten beliili jelatvitelben, mint masodlagos hirvive és az idegsejtek
kozotti kommunikacidban egyarant. Nélkiile nem létezne normalis véralvadas, ahogyan
izom-0sszehuzodas sem. A plazma kalcium koncentracidja 2,1-2,6 mmol/l, s csak sziik
hatarok kozott valtozhat, mivel részt vesz a membranpotencial fenntartasaban. A kalcium
anyagcserét szabalyozd vegyiiletek kozrejatszanak a vastagbél-, prosztata- ¢s emldrak
kialakulasaban is, de nem elhanyagolhatd a kalcium kozremiikodése az érelmeszesedés
kezdeti Iépéseinél sem. Az emberi szervezetben atlagosan 1250 g kalcium van, ennek
minddssze 1%-a kapcsolodik be az emlitett létfontossagii folyamatokba, 99%-a a
csontokban ¢és a fogakban raktarozodik.

Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) kimutatdsa szerint a csontritkulds a sziv- és
érrendszeri és daganatos betegségek mellett a legjelentésebb egészségiigyi probléma, a
fehérbérii népesség kb. 10%-at érinti. Europaban, az Egyesiilt Allamokban és Japanban
mintegy 75 millio a betegek szama. Becslések szerint az egész vilagon 200-250 millid
ember ¢l csontritkulassal. Az északi orszagokban a beteg lakossag szamaranya valamivel
magasabb, dél felé haladva az eléfordulas csokkenést mutat. Eurdpan beliil a magyarok és a
norvégok rendelkeznek a legalacsonyabb csontstiriiséggel.

Magyarorszagon tobb okbol kifolydlag is kiilondsen aktudlis a kérdéskor. Egyrészt a
lakossag kozel egyharmada tejcukor-érzékenységben szenved, igy nem fogyasztja a
kalcium egyik f6 forrasat biztositd tejet; azaz a taplalékkal torténd Dbevitel
kalciumsziikségletiink csupan harmadat fedezi (400-600 mg/nap a kivanatos 1000-1500
mg/nap helyett). Masrészt, mivel a kalcium felszivodasat elésegité D-vitamin eldanyagai
napfény hatasara képzédnek a borben, az alacsonyabb napsiitéses orak szama miatt
hazankban a kalciumhianyos allapothoz a D-vitamin hianya is tarsul (napi sziikséglet 400-
800 IU [1]).

E felismeréseknek komoly klinikai jelent6sége van: a magyar lakossagot fokozottan
veszélyezteti az alacsonyabb csonttomeg és a fokozott csontvesztés. Az alacsonyabb

csonttomegti, azaz csontritkulasos betegeknél 1ényegesen magasabb a kardiovaszkularis és



daganatos betegségek kockazata; illetve vica versa, a sziv- és érrendszeri betegeknél joval
nagyobb a csontritkulas valosziniisége.

Poor is munkatarsai 600 III. keriileti budapesti lakost vizsgaltak a Eurdpai Vertebralis
Osteoporosis Study keretében [2]. E felmérés szerint Magyarorszagon 900 ezer-1 millid
beteget tartanak nyilvan, ebbdl 600 ezer nd. A mozgassériilt emberek mintegy 30%-a
csontritkulas miatt valt tartdsan mozgassériiltté, ezzel a betegség a stlyos fogyatékossag
eloidézésének okai kozott a masodik helyet foglalja el hazankban. Az Eurdpai Unidban a
csontritkulas miatt bekovetkezett csip6taji torések utan az egy éven beliili halalozasi arany
15-30%. A talélok 50%-a képtelen segitség nelkiil 6ltozkodni, 90% képtelen 800 m-t
gyalogolni vagy 0,5 m-t Iépcsoén felmenni. A szovédmények miatt 6 betegbdl 1 meghal. A
torést atélt betegek szamara az életminéség romlasa és a fajdalom érzése, csaladjuk
szamara pedig a tehetetlenség elfogadhatatlan [3].

1 milli6 embernek a gyogyitasa komoly anyagi terhet r6 a beteg csaladjara, az
egészségligyre €s igy az egész tarsadalomra. 1999-ben Kricsfalusy és munkatarsai 10
milliard HUF feletti 6sszegre becsiilték a kozvetlen ellatasi koltségeket [3], amely nem
foglalja magaba az otthoni betegapolasra kiadott 6sszeget. Egy csip6taji torés ellatasa 500
ezer, mig egy periférias torés ellatdsa 100 ezer HUF-ra teheté 2006-os adatok szerint. A
koltségek orszagonként nagymértékben eltérhetnek. Hazankban az alacsony egészségiigyi
munkabérek, az egészségiigy alulfinanszirozottsaga és a kényszerli koltségmegtakaritas
kovetkeztében a torések ellatasa az eurdpai koltségeknek csupan toredékét képezi.

A Dbetegek szama évrél évre emelkedik, mely tendencia mogott nemcsak a
diagnosztika fejlodése és a betegség precizebb felismerése all, hanem a varhato élettartam
emelkedése, a civilizalt életmoddal egyiitt jard mozgasszegény és stresszes életvitel,
valamint a szamos Ujabb és ujabb gyogyszer szedése. Komoly problémat jelent a talzott
alkoholfogyasztas, mértéktelen dohanyzas, a tomegesen elterjedt foszfatdis szénsavas
uditditalok fogyasztasa, a rendszertelen és egyoldalu taplalkozas. Az orvostudoméany mai
eszkoztara elsdsorban a kialakult oszteoporotikus allapot stabilizalasat teszi lehetdve,
valodi gydogymad az elsésorban tiineti kezelésen til jelenleg nem létezik.

A helyzet stlyossagat mutatja, hogy a WHO a 2000-2010-ig terjedd id6szakban a ,,Csont

és Iziilet Evtizede” jegyében kiizd a csontritkulds és kovetkezményei ellen.



1. abra: A) Orsocsont fiziologias illetve oszteoporotikus keresztmetszeti képe B) A
scanning mikroszkopos felvételen lathatd, hogy a trabekulak elvékonyodnak, atszakadnak,
megfogyatkoznak, s ennck kovetkeztében a csontallomany gyengiilését s igy a mechanikai
teherbird képesség csokkenését okozzak. A gyogykezelések soran a trabekulak megvastagitasara
van némi lehetdség. Az oszteoporotikus folyamat a perforaciotol illetve a felszivodastol kezdve
irreverzibilis.

1.2. Mineralizacio és adszorpcié a csontszovetben

A gerincesekben egyiittesen alakult ki a belsd csontos vaz, a meszesedési hajlam, a
D-vitamin hormon szintézisének képessége, tovabba az asvanyi anyagcserét regulald un.
branchiogen szervek egyiittese és ezek hormonjai. Konkrétan az emberi test szilard vazat
206 csontbdl allé csontvaz alkotja, mely meghatarozza és fenntartja az emberi test jellemz6
alakjat. Passziv mozgasszervként izmok eredésére ¢s tapadasara szolgal, védopajzsot képez
a belsd szervek szamara illetve egyes csoves csontok epifizise tartalmazza a vérképzésért
felelés voros csontvel6t.

A csontszovet sejtes elemekbdl; extracellularis matrixa 35%-ban organikus, 65%-
ban anorganikus 6sszetevokbdl all.

A 15-20 um atméréji, kobalaka, bazofil citoplazmajii oszteoblasztok feleldsek a
csontmarix szerves komponenseinek szintéziséért illetve a mineralizacio szabalyozasaért. A
proteoglikanok, glikoproteinek, I tipusu kollagén fibrillumok fokozatosan kdrbefonjak az
elagazo nyulvanyt oszteocitakka differencialodé blasztokat. Az organikus extracellularis
matrix érését, azaz a kollagén keresztkotéseinek kialakulasat ¢és a mineralizacids
inhibitorok lebontdsat a mineralizaciés fronton az asvanyi anyagok depozicidja koveti.
Egyelore nem sziiletett olyan széles korben elfogadott hipotézis, mely megmagyarazna a
atmérdjii és 6 nm hosszusagu hidroxiapatit [Cas(OH(POy);] kristalyok keletkezése és

novekedése zajlik. A folyamat oldhatatlan Ca3(PO4), kollagén rostokra rakodasaval



kezdédik proteoglikanok és a kalciumot nagy affinitassal koté glikoproteinek — legnagyobb
mennyiségben oszteonektin — hatasara. A kalcium sok lerakodasat gyorsitja, hogy azokat az
oszteoblasztok intracitoplazmatikus vezikulakban koncentraljak, majd exocitozissal
transzportaljak a csont matrix tregeibe. A fibrillaris kollagén halozat nukleacios
feliiletként, kristalyosodasi gockozpontként szolgal; a rendezett tii kristalyok orientaciojat a
kollagén orientacioja determinalja.

Az apatit kristalyban a foszfat tetraédereket kalciumionok kotik Ossze. A racspontokban
hidroxid-, fluorid- és hidrokarbonat-anion valamint viz lehet jelen. A kristalyracsot
stabilizalo hatas akkor a legkifejezettebb, ha a hidroxidionok 8-10 %-at fluorid ionok
helyettesitik. Mivel a két ion mérete azonos, a csere az apatit szerkezetét nem valtoztatja
meg, keménységét és kristalyos jellegét azonban néveli. Igy a csontokban és a fogakban
hidroxiapatitot és fluorapatitot tartalmazo kristalyok vannak jelen. A kristalyok mérete az
életkortdl és a szovet fluorid tartalmatol fiigg. Csecsemdk csontjdban nem mutathato ki
kristalyos szerkezet, idéskorban viszont mar 10x50x150 nm méretliek a kristalyok.
Mineralizacié soran a hidroxiapatit képzodése az apatithoz szerkezetileg hasonlo, de
foszfatban gazdagabb vizoldékony vegyiiletekbdl torténik. Ilyen pl. az oktakalcium-foszfat,
amelynek atalakulasat apatittd a fluoridionok mar kis koncentracioban gyorsitjak. Az
optimalisnal nagyobb mennyiségli fluorid bevitele foltos fogzomancot és csontképzési
zavart, un. fluorozist okoz. A korral elérehaladva exponencialisan né a kristalyhibak szama
elsésorban az intersticidlis csontszovetben. Szintén az elszalldo évek kovetkezménye a
csokkend kristalyviz tartalom és a csokkent folyadék kicserélddés az extracellularis tér és
csont allomany kozott [4, 5].

A magnéziumrdl in vitro tanulmanyok kimutattak, hogy a hidroxiapatit kristalyok
felszinéhez kotédve, valamint a kalciummal kompetilva retardaljak a nukleaciot,
akadalyozzak a kristalyok és a kristaly intermedierek novekedését [6, 7]. A magnézium
tartalom csokkenésével az apatit kristalyok mérete novekszik, mig a magas magnézium
tartalom aprobb kristilyokat eredményez. A magnézium ugyszintén befolyasolja az
oszteokalcin termelddését, illetve gatolja oszteokalcin hidroxiapatithoz koétédését. Az
oszteokalcin gatolja a nukleaciot és a prizmas brushit (CaHPO42H,0) konverziojat

hidroxiapatitta [6, 8].



1.3. Reszorpcié a csontszovetben

A felnétt, fizioldgids allapot csontszdvetben a csont képzddése ¢és felszivodasa
dinamikus egyensulyban, parallel zajlik, mig oszteoporozis esetén a csontbontas irdnyaba
tolodik el az egyenstly. A reszorpcidért a nagyméretii, multinukledris oszteoklasztok
felelések, melyek a csontallomany adszorbealodo felszinein — a csont endosztedlis és
periosztealis felszinén illetve a Havers-csatornakban — un. Howship-féle lakunakban
csticsiilnek. Citoplazmajuk szamos mitokondriumot és lizoszomat tartalmaz, ami az aktiv
lebontd tevékenységre utal. Hemopoetikus Ossejtekbol szarmaznak, majd a monocita-
makrofag fejlddési vonalbdl valnak le. Az oszteoklaszt prekurzorok az endosztealis
felszineken fuzionalnak, igy alakulnak ki a 6-8 sejtmaggal rendelkez6 klasztok. A sejtek
jellegzetessége a specialis hullamos, rojtos hatarhartya, avagy. ruffled border, mely a
csontfelszinnel érintkezve az aktiv reszorpcids folyamatok tetthelye.

A reszorpcids ciklus korai fazisaban az oszteoklasztok olyan szorosan tapadnak a
csontfelszinre, hogy képesek elszigetelni a reszorpcios lakunat az extracellularis
folyadéktol. Ebben az izolalt térben a V-tipusit ATP-4z protonpumpa hidrogénionokat juttat
a csontszoveti felszinre s a nagyszamu klorid csatornan atfoly6 kloridionokkal kar6ltve a
lokalis pH-t 4,5 koriilire csokkentik [9-11]. A savas kozegben a kalcium és foszfat
oldékonysagi szorzata nagyobb, igy a szervetlen allomany szolubilizalodik. Ennek az
Osszefiiggésnek jelentGs szerepe van a hidroxiapatit kristalyok kivalasanal is alacsonyabb
proteolitikus lizoszomalis enzimek, foképp katepszin K és matrix metalloproteinaz-9
(MMP-9), is szekretalodnak, melyek a szerves allomanyt degradaljak [12, 13]. A
reszorpcio kovetkeztében hatramaradd enyves, gélszerii hulladékot az oszteoklasztok a
rojtos membranfelszin centralis zonajan at endocitdzissal bekebelezik. Végiil levalva a
felszinr6l — feltehetéen akar tobb reszorpcids ciklust kovetéen — a csontfald sejtek
apoptozissal semmisiilnek meg. A szovettani kovetkezmények a Volkman- és Havers-

csatornak kitagult iregei, valamint rendezetlen oszteonok képében jelennek meg.



2. abra: A csontfald
oszteoklasztok sematikus illusztracidja.
Az aktiv, polarizalt felépitésti
_weo, Oszteoklaszt membranja a kovetkezo
e doméneket foglalja magaba: FSD:
funkcionalis szekrécios domén, BL:
bazolateralis domén, SZ: szigetel6 zona,
RB: rojtos hatarhartya un. ruffled border.
RL: reszorpcios lakuna, CpK: Katepszin

K, CAII: szénsav-anhidraz [14]

SZ

cpk. Hei

1.4. A kalcium forgalom és szabalyozasa

A vérben a kalcium jelentds része fehérjemolekulakhoz kototten talalhato. A
diffuzibilis kalcium nagy része ionizalt, kisebb hanyada anionokhoz (citrat, foszfat,
hidrogénkarbonat) kotott. A fehérjéhez kapcsolodott és az ionizalt kalcium kozotti
megoszlas fiigg a vérplazma pH-értékétdl. Alkalozis estén a fehérjékhez kotott kalcium
mennyisége nagyobb, mig acidozis esetén forditott a helyzet, a szabad kalcium mennyisége
novekszik meg a fehérjékrol torténd disszociacio révén.

Kiils6 kalcium forgalom a felszivott és tiritett kalcium egyiittes mennyisége. Pozitiv
kalciumegyensuly a novekedésben 1év6 és szoptatas alatt a ndi szervezet sajatja;
maskiilonben az embert negativ kalciumegyensuly jellemzi. A taplalékkal optimalisan
bevitt kalcium 1000-1500 mg naponta, mely mennyiségnek csupan téredéke szivodik fel a
béltraktusban. Nagyobb hanyada a széklettel iiriil, amelyhez hozzdadodik a bélbe szekretalt
mennyiség is. Az tritett kalcium masik része a vizeletben talalhat6. A mintegy 9000 mg
kalcium tartalmt glomerulus filtratum legnagyobb része passzivan a proximalis, aktivan,
hormonélisan szabalyozott uton a disztalis kanyarulatos csatornakban reabszorbealodik (3.
abra).

A belsé kalciumforgalom a csontbol torténd kalcium (és foszfat) kioldodas és
visszaépiilés folyamata. A csontszévetben kristalyos allapotban talalhatd kalcium sok
folyamatosan oldodnak az intersticialis térbe, illetve egyensily esetén (inverz folyamatban)
ugyanennyi ionizalt kalcium épiil be oldatlan formaban a csontallomanyba. A kalcium
anyagcsere, valamint a csont épitése és bontasa, azaz a remodeling, végsé soron a
hormonrendszer kalciotrop hormonjainak szabalyozasa alatt all. E hormonok a

mellékpajzsmirigyben
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3. abra: A kalcium forgalom az emberi szervezetben [15].

termel6dd parathormon (PTH), a D-vitaminbdl kialakulé kalcitriol és a pajzsmirigy
parafollikuléris sejtjei altal szekernalt kalcitonin. Fontos hozzatenni, hogy a csontallomany
megorzéséhez szexualszteroidok, androgének és Osztrogének, is sziikségesek illetve
gliikokortikoid hormonok tultermelése esetén a remodeling a lebomlas iranyaba tolodik el.
A glandula parathyreoidea, azaz a mellékpajzsmirigy terméke a 84 aminosavbol
allo parathormon. A primer transzlacios termék a pre-pro-parathormon N-terminalisan
elhelyezkedd szignal szekvencia lehasadasa soran keletkezik a bioldgiailag még inaktiv
pro-parathormon, melyr6l lehasadd N-terminalis aminosavak révén jon létre a szekréciora
keriil6 aktiv peptid. A mellékpajzsmirigy hormontermel6 sejtjeit kdzvetleniil szabalyozza a

vérplazma kalciumion szintje. Ha a 7-transzmembran receptorok nem, vagy csupan kis



mennyiségben kétik a kalciumot (plazma [Ca®']: 1 mmol/l), akkor a sejtek — egyrészt az
intracellularis PTH-proteolizis csokkenése, masrészt az expresszid novekedése révén —
maximalis intenzitassal szekretalnak parathormont. Hatasara emelkedik a vér kalcium
szintje; majd negativ feed-back mechanizmus gatolja a sejtek tovabbi hormon termelését. A
A parathormon receptorai a mellékpajzsmirigy sejtjein til a vese, valamint a csont
oszteoblaszt és éretlen oszteoklaszt sejtjeinek plazmamembranjaban is megtalalhatok.
Hatasait a 7-transzmemban doménnel rendelkez6 receptoron, G-fehérje — cAMP
szignaltranszdukcios rendszer kozvetitésével fejti ki. A PTH a vese proximalis
kanyarulatos csatornaiban csokkenti a foszfat reabszorpcidjat, igy csokkenti a vérplazma
o-hidroxilaz aktivitasat, s igy a kalcitriol révén a bélben a kalcium felszivasat segiti. A
disztalis kanyarulatos csatorndkban is fokozza a kalcium visszaszivasat, ezaltal is emelve a
szérum kalcium szintjét. A csontszovetben fokozza a kalcium csontbol vérbe valod
kilépését. A ligand-receptor kolcsoénhatds az oszteoblasztokbol olyan medidtor anyagok
felszabadulasat eredményezi, amelyek az oszteoklasztokat aktivaljak és ezaltal a
csontszovet lizisét okozzak. Csokkenti a kollagén szintézist és a csont depoziciot. A
csontveloben fokozza a monocita-granulocita fejlédési vonalbol az oszteoklaszt
prekurzorok levalasat. Az éretlen oszteoklasztok PTH hatasara tovabb differencialodnak.

A pajzsmirigy diffuzan elhelyezked6é parafollikularis C-sejtjeiben (clear, vilagos
sejt) expresszalodik a 32 aminosavbol felépiild kalcitonin molekula. A biologiailag aktiv
hormon a prekurzor peptid N- és C-terminalis aminosavainak lehasadasat kovetéen
keletkezik. Szabalyozasa hasonlé a PTH-hoz, a C-sejtekben azonban a kalcium membran
receptorhoz valo kotddése szekrécios ingert valt ki, azaz ebben az esetben a szérum
kalcium koncentracié emelkedése noveli a hormon elvalasztasat. A kalcitonin receptora a
plazmamembranban talalhatd, intracellularisan tobb G-fehérjével kolcsonhat. Ligandkotés
hatséra mind az adenil-cikliz — cAMP, mind az IP3 — Ca®’ jelatviteli utvonal
aktivalodik.

Kalcitonin hatasara az aktivalt oszteoklaszt sejtek inaktivalodnak; a ruffled border elsimul,
megsziinik a hidrogénion kidramlds, az enzimszekrécio illetve a fagocitozis is. Ez a
csontreszorpci6 felfliggesztését jelenti s az egyensuly a kalcium beépiilés iranyaba tolodik.
A kalcium sok nem oldodnak be a csont intersticialis tereibe, ezaltal a vérplazma kalcium

szintje csokken.



Az ergokalciferol vagy D,-vitamin a taplalékkal jut a szervezetbe. A kolekalciferol,
azaz Ds-vitamin forrasa szintén lehet taplalék pl. csukamajolaj, de nagyobb része a bdrben
keletkezik 7-dehidrokoleszterinb6l UV sugarak (290-310 nm) hatasara fotolitikus
atalakulassal. A Ds-vitamin két hidroxilacios Iépésen keresztiil valik aktivva. A majban a
25-6s szénatomon hidroxilalodik, majd a masodik, mar szabalyozott 1épésért a vese
proximalis kanyarulatos csatorna 1-a-hidroxilaz (CYP1) enzimje felelés. Igy keletkezik az
aktiv 1,25-(OH),-kolekalciferol, mas néven kalcitriol.

A hormon a vékonybél hamsejtjein az aktiv transzcellularis transzportfolyamatokhoz
sziikséges kalcium-koté fehérjék, illetve a kalciumfelszivashoz sziikséges fehérjék
expresszidjat serkenti. Fokozza tehat a kalcium és foszfat” vékonybélbél valo felszivodasat.
Elbsegiti az oszteoklasztogenezist. Az oszteoblaszt sejtekben a receptoraihoz kotédve
oszteoklasztokat aktivald faktorok termelédnek, igy lokalis parakrin ton serkentve a

csontszdvet reszorpciojat.

1. tablazat: VDR/D-vitamin komplex altal szabalyozott gének [1]

Pozitivan Negativan
szabalyozott gének szabalyozott gének
Oszteokalcin PTH
Oszteopontin Sialoprotein
B-3-integrin PKA
24-hidroxilaz PTH-related peptid
Calbindin IL-2
p21
PKC

A kalcitriol kozvetleniil csokkenti a PTH-szekréciot, illetve a vérplazma kalcium szintjének
emelésén keresztill gatolja a PTH termel6dését, igy visszaszoritva az 1-a-hidroxilaz
aktivitasat. A kalcitriol szteroid szarmazék. Ennek megfeleléen az intracellularis VDR
génexpressziot szabalyoz. {ly modon pl. visszahat az 1-o-hidroxiliz gén transzkripciojara
onmaga képzddését gatolva ezzel.

Bar nem a kalciotrop hormonok sorat gyarapitjak, mégis hatassal vannak a kalcium
anyagcserére, a csontépitd és -bontdo folyamatokra a mellékvesekéregben képzodo

gliikokortikoidok illetve az adenohipofizis szomatotrop sejtjeiben termel6dd novekedési
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hormon (GH). GH hatasara a majban szintetizalodo IGF serkenti az oszteoblasztok érését, a
kollagén ¢és a non-kollagén fehérjék expressziojat, valamint gatolja a kollagén lebontasat. A
glikokortikoidok  szuprafiziologias koncentracioban gatoljadk az  oszteoblasztok
differencialodasat, csokkentik a kollagén expressziot, serkentik a matrix bontdsat a
kollagenaz ¢és metalloproteinazok szintézisének fokozasaval. Fiziologias koncentracio
sziikséges az oszteoklasztok normalis miikddéséhez is.

Az utobbi években Ujra az oszteoporozis kutatdsok kozéppontjaba keriilt az

ugyanugy férfiak, mint nék esetében jelents Osztrogénhatas és a citokinek hatasanak
mechanizmusa. Az 6sztrogén, szteroid 1évén, receptorahoz az ERa-hoz kapcsolodva a
magba transzlokalodik és ott fejti ki hatasat. Csokkenti a monocita sejtek IL-1, TNF illetve
a stroma sejtek M-CSF és IL-6 produkcidjat, melynek eredményeképpen csokken az
oszteoklasztok képzédése. Menopauza idején az Osztrogén deficiencia — a vér kritikus
Osztrogén koncentracidja 30 ng/ml — kovetkeztében az oszteoklasztok képzddése
felszabadul a gatlas aldl, s a csontmetabolizmus a felszivodas iranyaba tolodik. Alternative
citoplazmatikus szignaltranszdukcids utvonalon is hatva az Osztrogén az oszteoblasztok
apoptozisat blokkolja.
Az oszteoklaszt képzédést regulald receptor aktivatorok kozott ott van a RANKL (OPGL
vagy NFkB ligand), amely faktorokat elsdsorban a stroma sejtek, oszteoblasztok és aktivalt
T sejtek termelik. A RANKL tagja a TNF csaladnak; membrankotott és szolubilis
formaban egyarant létezik. A RANKL az oszteoklaszt és oszteoklaszt prekurzor sejtek
felszinén 1l6 RANK membran receptorokhoz kotddik, hacsak a szamos hematopoetikus
sejt altal termelt szolubilis receptora az OPG ki nem titralja a rendszerb6l. M-CSF
jelenlétében a RANKL indukalja a monocita sejtek differencialodasat oszteoklasztokka,
aktivalva a  MAP kindz JNK enzimet, mely fokozza a transzkripciojat
oszteoklasztogenetikus transzkripcios faktoroknak. Fiziologias koriilmények kozott az 1L-
1, IL-6 és TNF csak alacsony koncentracioban termelédnek a csontvelében. Patologias
koriilmények kozott azonban, gyulladas vagy Osztrogén deficiencia esetén megndvekedett
mennyiségiik kritikusan fokozza az oszteoklasztok féléletidejét €s aktivitasat, bar az
alapvet6 oszteoklasztogenezishez nem esszencialisak.

Ha a fenti szabalyozasi folyamatok soran a fiziologias allapot megbomlik, a
vazrendszer szintjén a csontok leggyakoribb patologias elvaltozasaval, a csontritkuldssal

kell szembenézniink.



1.5. Csontritkulis, a néma jarvany

A csontritkulds, avagy oszteoporozis, az egyik leggyakoribb civilizacios
csontanyagcsere betegség, mely elsGsorban, de nem kizarélag néket sujt.

A csonttomeg a hossznovekedés megsziinését kovetden 25-35 éves életkorig novekszik,
s eléri az egyénre jellemzd csucscsonttomeget. Egy rovid egyensulyi platd fazis utan
megindul a mennyiségnek ¢letiink végéig tartd csokkenése. Nokon 6-8 évig tartd,
kiilonosen jelentds csontfogyas a menopauza tajan kovetkezik be, majd tovabb
fogyatkozik, de mar lényegesen kisebb mértékben. Férfiakban a klinikailag jelentds foku
csontvesztés altalaban csak a 60-65. életév koriil észlelhetd. Mindezen folyamatok mértéke
azonban egyénenként is kiilonbozik (4. abra).
A csontritkulas tehat a csucscsonttomeghez képest megfogyatkozott csonttomeget,
csokkent mértékben mineralizalt és mikroszerkezetileg degeneralodott csontszovetet jelent,
amelyben megvaltozik a fehérjék mennyisége ¢és Osszetétele [16, 17]. A csontok
asvanyianyag-tartalmanak ¢és denzitasanak meghatarozasa soran a vizsgalt egyénnél mért
értéket Osszehasonlitjuk a nemben, korban illesztett, egészséges normalcsoport atlagaval.
Az Egészségligyi Vilagszervezet (WHO) a 20 éves egészséges ndék csucscsonttomeg
atlagatol 2,5 SD-vel alacsonyabb kettds energiaju rontgen foton abszorpciometrias (DXA)
csont asvanyi anyag stirtiség (BMD) értékként definialta a csontritkulast ndkben [18].

Maganak az oszteoporozisnak nincsenek specifikus tiinetei, legfontosabb

kovetkezménye a megnovekedett csonttorési kockazat. Porotikus torések mindazok,
amelyek olyan koriilmények kozott esnek meg, amelyek kozott egészséges ember nem
torné csontjat. Ezek jellemzben gerinccsigolya, borda, csipotaji €s csuklo torések; a végtag
csontjai koziil pedig elsdsorban a combcsontot és az alkar csontjait érintik. A csontritkulas
és a torés kockazati tényezoi részben eltéroek.
Az oszteoporozis esetében bizonyitott kockazati tényezOk a néi nem; a fehér rassz; az
alultaplaltsag; a kis testsuly vagy tobb mint 10 %-nyi testtdmeg vesztés; a pozitiv csaladi,
dontéen anyai agi anamnézis oszteoporozisra; a korabbi prevalens csonttorés; az dsztrogén
vagy tesztoszteron hiany; a hyperthyreosis; a glilkokortikoid taltermelés; autoimmun
korképek pl. rheumatoid arthritis; renalis hypercalciuria; kronikus vese és majbetegségek;
szervtranszplantacié utani allapot; az immobilizacid; a stlytalansag; a dohanyzas és tartds
csontvesztést eredményezd gyogyszerek szedése, mint a tiroxin, gliikokortikoidok,

citosztatikumok és antikonvulzivumok.
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4. abra: Minden ember kb. 25-35 éves koraig eléri az egyedre jellemzé legnagyobb
csonttémeget, az un. csicscsonttdmeget. Innentdl kezdve, ahogy széllnak felettiink az évek, a
csontmassza tomege fokozatosan csokken. Ebbe a lassi szovetvesztésbe szol bele a
hormonrendszer a menopauza idején. Ekkor a nemi hormonszint drasztikus siillyedése
kovetkeztében a csontfalo sejtek felszabadulnak a gatlas alol, és erételjes reszorpcid indul meg. Ez
a noknél fokozottabb, mert az &sztogén szint esése ugrasszeriien kovetkezik be, nem olyan
fokozatosan, mint férfiak esetén.

A torési kockazat tényezoi esetében dontden az életkor, a prevalens torés, a gyakori esés, a
pozitiv anyai anamnézis a csip0taji torésre és az alacsony testsuly jatszanak igen fontos
szerepet [3]. Lokalizaciotol fuggetleniil ezek dramaian megemelik a torések eléfordulasat.
A torés kockazati tényez6i kozé szdmos valtozot sorolhatunk, mint példaul a BMD, csont
geometria, esési hajlam, stb.. Az egyes rizikofaktorok lehetnek bindris valtozok, pl. szex,
vagy még gyakrabban folytonos valdsziniiségi valtozok pl a BMD. Egy populacion beliil a
torések eléfordulasa fligg a torési kockazat és a rizikofaktor kozotti korrelacio erdsségétol
¢és a csontritkulas kialakulasaban szerepet jatszo gének allélfrekvenciaitol [19].

Az oszteoporozist primer és szekunder forméakra szokas felosztani. Az utobbiak mas
betegségek szovodményeiként jelennek meg. A primer formak az dregedési folyamatokhoz
kapcsolodnak, ezért involiciés — oszteoporozisként —emlegetik. Az  involucids
oszteoporozisnak két tipusat kiilonitjik el: az 1. tipusi vagy posztmenopauzas — férfiaknal
presenilis —, valamint II. tipust senilis vagy idéskori format.

A 1. tipusu involiciods oszteoporozisban az Osztrogénhiany extraskeletalis hatasai
keriilnek el6térbe. Az elsésorban 65-70 év felett jellemz6 csontritkulas a trabekularis és a

kortikalis csontrendszert egyarant érinti. Jellegzetes toréstipusa a csipdtaji  és



combnyaktorések. Azonos csontsiirtiségt, de eltéré korti személyek csonttorési rizikoja
kiilonb6z6. Mégpedig az idésebbeké nagyobb, ami azzal magyarazhatd, hogy idésebb
korban — mégha a csontdenzitas azonos is a fiatalokéval — szerkezetében jelentds mindségi
romlas allt be, amely csokkenti a csontok szilardsagat. A csontmindség romlasat az
oszteoblaszt aktivitds csokkenés és az oszteoklasztok élettartamdnak novekedése,
apoptozisanak késése okozza, mely miatt a csontgerendak perforalodnak, kitérnek. Tovabbi
csontmindség meghatarozo tényezo a csont szerkezetében keletkezé mikrorepedések, a kis
szilardsagu cementvonalak felszaporodasa, a kortikalis porozitas novekedése, a foltosan
csokkend mineralizacio az oszteonokban és a kollagénrostok rugalmassaganak csokkenése.
Az involucids oszteoporozis soran csokken a bélben a kalcium abszorpcid és a vesében a
kalcium reszorpcidja, ezaltal a szérum kalcium szintje is esik. Ez szekunder parathyreosist
eredményez s a fokozott parathormon szekrécio fokozott csontvesztéshez vezet. Egyelére
nem teljesen vildgos, hogy a kozvetlen posztmenopauza iddszakdban miért az
Osztrogénhiany skeletalis, késébb pedig az extraskeletalis hatdsai érvényesiilnek.

Az 1. tipust vagy posztmenopauzas — férfiaknal presenilis — oszteoporozisban mai
ismereteink szerint mind ndkben, mind férfiakban az Osztrogénhiany skeletalis hatasai
dominalnak. A valtozasok szertedgazéak és sok részlet a mai napig tisztazatlan. Az
Osztrogén szint 90 %-os esése elészor egy felporgdtt csont metabolizmussal és
remodelinggel (azaz turnoverrel) jellemezhetd, mintegy 5 éven at tartd csontvesztéshez
vezet, ami dontéen a trabekularis allomanyt érinti és évi akar 3%-os csontvesztéssel jarhat.
Ezt kdvetden a progresszid lassul, elér egy fél-plato fazist. Az évi 0.5-2 %-os csontvesztés
mar a trabekularis ¢és kortikalis csontszovetet is érinti, illetve majd 25 %-kal emelkedik az
oszteoporotikus torések kockazata. Szovédménye a kompresszios csigolyatorés.

Az 6sztrogén multifunkcionalis protektiv szerepet tolt be a csontszévet homeosztazisaban,
valamint a csontsiirliség megtartasaban. Deficienciaja esetén legfontosabb korfolyamat az
oszteoblasztok ¢és oszteoklasztok milkodési egyenstlyanak megbomlasa, a csont turnover
fokozddasa, elsésorban a gyulladasos citokinek megemelkedett expresszidjanak
kovetkeztében. Tovabba dsztrogén hidnyaban redukalodik a novekedési faktorok szintézise
és n6 az oszteoklasztok aktivitasa (Isd. fent).

Posztmenopauzas stadiumban az Osztrogénhiany mellett sok egyéb valtozas is
bekovetkezik a ndi szervezetben: Nagymértékben lecsokken a progeszteron szintje, amely
az oszteoblaszt sejtek differencidlodasat stimulalja és szamos gén (oszteokalcin, c-jun, c-
fos) kifejezodését befolyasolja. Az ovarium funkciok megsziinését kovetden modosul az

activin/inhibin/follistatin rendszer, mely szintén tobb kiilonb6zé ponton szabalyozza a
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csontsejtek bioldgiai folyamatait. Iranyitja az oszteoid allomany mineralizaciojat, az
extracellularis matrix komponensek metabolizmusat ¢és egyuttal hatassal van néhany
oszteoblaszt specifikus gén (oszteonektin, oszteopontin, alkalikus foszfataz, 1. tipusu
kollagén, matrix metalloproteinaz) transzkripcidjara.

Annak ellenére, hogy a medencetdrések egyharmadat férfiak szenvedik el, a férfiak
oszteoporozisanak tanulmanyozasa hattérbe szorul a ndk oszteoporozisanak elemzésé¢hez
képest. Ennek az az oka, hogy koriikben a csontritkulast nehézkesebb tetten érni és
tanulmanyozni az eredendéen magasabb csucscsonttomeg, a torések relative alacsonyabb
szama, valamint — a ndékkel ellentétben — egyenletesen bekdvetkezé hormonszint esés
illetve a rovidebb varhato ¢lettartam kovetkeztében.

Pubertas el6tt a csontok nagysagat és alakjat illetéen nincs szexualis dimorfizmus, a
csontok linearis novekedését dontéen a ndvekedési hormon befolyasolja. A csontok nemre
jellemzd tulajdonsagait alapvetden a nemi hormonok jelenléte illetve azok hianya hatarozza
meg, vérbeni szinjiik valtozasanak ideje eltér6 csontrendszeri hatast okoz. Ez az un. inverz
nemi hiany elmélete.

A kialakulé androgénhidny valtozatlan hosszsagu, kisebb atmérdjii, mig az Osztrogén
hiany hosszabb ¢s szélesebb csontot eredményez. Az endosztealis appoziciot az
Osztrogének mig a periosztealis appozicidt az androgének serkentik és Osztrogének
gatoljak, igy eredményezve a ndk férfiakhoz képest keskenyebb csontméretét, fitknal
pedig a hosszabb, nagyobb atmérdji és szélesebb kortikalis rétegii hosszi csdves csontok
épitését. Mindezek tudatdban természetes, hogy a férfi hypogonadizmus is
oszteoporozishoz vezet barmely életkorban. A 65. életév felett csokkend Ossz- és szabad
tesztoszteron szintek szerepet jatszanak a férfi oszteoporozis kialakulasaban.

Ugyanakkor a férfiak esetében is fontosak az 6sztrogének, csakiigy, mint a ndk esetében az
androgének. Mindkét szexhormon fajta jelentds mennyiségben keletkezik az ellenkezd
nemben is. Ismert, hogy mutans Osztrogén receptor esetén fiatal férfiakban a csontok
asvanyi anyag tartalma csokken. A ndk esetében azt tapasztaltak, hogy posztmenopauzas
oszteoporozisos nék mellékvesekéreg eredeti dehidro-epiandroszteron-szulfat szintje
alacsonyabb, mint a hasonl6 kort, de nem oszteoporozisos nék szérum koncentracioja.
Alapvetd kérdés volt hosszu ideig, hogy a ndk kezelésében kiprobalt és hatasosnak
bizonyuld gyogyszerek alkalmasak-e a férfiak csontvesztésének megelézésre és milyen
modon befolyasoljak a férfiak torékenységét. A gyogyszeres beavatkozasra a férfiak a

ndkkel egyez6 formaban és mértékben reagalnak, bar erre kétségkiviil kevesebb férfiadat



utal. Ezt indirekte azt is alatamasztja, hogy a nembéli eltérések ellenére a férfi és noi
csontritkulas molekularis hattere ugyanaz.

A kortorténet és klinikai tiinetegyiittes, a kezelés és a posztmenopauzas oszteoporozis
hatterében allo szovettani valtozasok jol definialtak, a molekularis mechanizmust viszont

nem ismerjiik részletesen.

1.6. Specifikus oszteoporozis markerek

A human oszteokalcin (gla protein, BGP) 49 aminosavat tartalmazo polipeptid,
amely harom gamma-karboxiglutaminsav reziduumot is tartalmaz. Expresszidjat az
oszteoblasztokban az 1,25-(OH),-D-vitamin serkenti. Ez annak kdszonhetd, hogy a human
oszteokalcin génben D-vitamin reszponziv elem van. Féként oszteoblasztok szekretaljak az
oszteokalcint, azonban a dentinben és a kalcifikalodd porcban is megtalalhato. Az
oszteokalcin kb. 1%-at alkotja a csont szerves allomanyanak. Az oszteoblasztbol torténd
szekrécidja utan a fehérje hidroxiapatithoz kotddik. Ez a kotédés alapvetéen a gamma-
karboxiglutaminsav maradékok karboxilaltsagatol fiigg. Alulkarboxilaltsag esetén a
kotédés nem, vagy lazabban kovetkezik be és ugy tlnik, ennek a csonttorékenységre is
hatdsa van. A gamma-karboxilaltsag alapvetéen K-vitamin fiiggo.

A szérum oszteokalcin €s a csontspecifikus alkalikus foszfataz az oszteoblaszt aktivitas,
azaz a csontképzés indikatorai, mégsem valtoznak mindig parhuzamosan.

A kollagén képzddése soran az N illetve C-terminalis végekrdl egy-egy propeptid
hasad le, igy keletkezik az érett kollagén molekula. Elsésorban a kollagén C-terminalis
propeptid mérése (PICP) tiinik biztatonak a kollagén szintézis, azaz a csontképzés
paramétereként. Az eddigi adatok szerint azonban a PICP rossz korrelaciot mutat csont
hisztomorfometriai paraméterekkel és kevéssé tiikrozi a megvaltozott csontanyageserét, igy
a klinikai gyakorlatban nem terjedt el.

A csontreszorpciés markerek egyik legrégebbi modja a vizeletbdl torténd
hidroxiprolin mérés, amely anyag azonban mas szovetekbdl is szarmazhat, igy lassan a
modszer kiszorul a klinikai gyakorlatbol.

A kollagénrostok érésiik soran keresztkotésekkel kapcsolodnak egymashoz. Ezaltal
a kollagén rugalmas lesz, és haldzatos szerkezetet alkotva alapjaul szolgil a szervetlen

allomanynak. A kollagendz a kollagén bontdsa soran a lancokat feldarabolja, de a



keresztkotéseket tartalmazo részeket érintetlentil hagyva kivagja a kollagén lancokbol.
Ezek a kollagén keresztkotéseket tartalmazo oligopeptidek metabolizacio nélkiil tiriilnek a
vizelettel. A keresztkotéseknek két {6 tipusa van: a piridinolin (PYD), valamint a
deoxipiridinolin (DPYD). Az utobbi kizardlag 1. tipust kollagénben fordul eld, amely
csontspecifikus. fgy a vizelet DPYD iiritése az I. tipusti kollagén degradaciojanak, azaz a
csontreszorpcionak a markere. Vizsgalatuk a reggeli elsé vizeletbdl torténik. A PYD és
DPYD keresztkotéseken tiil mérni lehet a keresztkotés tartalmi telopeptideket is. Mind az
N-terminalis keresztkotés tartalmu telopeptid (NTX), illetdleg a C-terminalis telopeptid
(Crosslaps) jol tiikr6zi a csontreszorpcios aktivitast, valamint jelentds csokkenést mutat
antireszorptiv gyogyszerek hatasara. A jelenleg forgalomban levé PYD és DPYD
keresztkotéseket méré ELISA kitek a fehérjéhez nem kotott szabad keresztkotéseket mérik.
A vizeletben a kollagén keresztkotéseknek csak egy része talalhato szabad formaban, a
tobbi fehérjéhez kotott. Ez utdbbi mérés¢hez HPLC modszerre van sziikség. Az utdbbi
idében lehetéve valt a szérum keresztkotés, illetve keresztkotés tartalmi peptidjeinek
immunoassay alapil meghatarozasa is. Mig a vizeletbdl torténd meghatarozas egy adott
pillanatnyi képet mutat.

A szérumbol a tartarat rezisztens savi foszfataz (TRAP) mérése az oszteoklaszt
aktivitasra szolgaltat- bar nem specifikus- informaciot, mivel az enzimet szamos mas
szovet is tartalmazza. Altaldban azonban elmondhat6, hogy a szérum magasabb TRAP

aktivitasa magasabb csont turnoverrel jar egylitt.

1.7. A csontritkulas genetikai hattere

Koriilbeliil 30 éves korunkra elérhetd csucscsonttomeget és a csontvesztés
sebességet 60-80%-ban genetikai [20], s csupan 20-40%-ban kornyezeti tényezok
hatarozzak meg [21, 22]. Ez a tény alatamasztja, hogy sziikség van a probléma genetikai,
molekularis biologiai megkozelitésére.

Gyobgyszeres beavatkozasra a férfiak a nékkel egyez6 formaban és mértékben reagalnak,
ami indirekte azt is aldtdmasztja, hogy a nembéli eltérések ellenére a férfi és noéi

csontritkulas molekularis hattere megegyezik. A csontfejlodést meghatdrozd genetikai



tényezOk kozel azonos formaban érvényesiilnek a két nemben; a poligenetikus befolyas
ugyanugy férfiak, mint ahogyan ndk esetében feltételezhetd.

A csont szerves allomanyanak legnagyobb részét tehat az 1. tipusu kollagén alkotja,
mely heterotrimer, kettd ol és egy a2 lanc alkotja. COLI1AI gén egyes polimorfizmusai
emelik a csontritkulas és csonttorések kockazatat [23, 24]. A gén Spl transzkripcios faktort
befolyasolja az Spl fehérje kotodését, ezen keresztiil a gén transzkripciojat. Vagyis a

polimorfizmus jelenlétében megnovekedett al lanc szintézis tobb al homotrimer

5. abra: Osteogenesis imperfectaban szenvedd

Ujszilott karjarol késziilt Rontgen felvétel.

létrejottéhez s igy a csonttorékenység fokozodasahoz vezet. Egyetlen s allél jelenléte 62%-
kal nagyobb torési kockazattal jar [25]. Az extrém torékeny ivegesontok vagy osteogenesis
imperfecta (5. dbra) kialakulasaért is a COLIAI, illetve a COLIA2 gén autoszomalis
dominans pontmutacioi felelések, melynek kovetkeztében a fehérje aminosav
szekvenciajaban egy glicin ciszteinre cserélédik.

A D vitamin receptor (VDR) génjének mutacioi X ivari kromoszomahoz kotott D-
vitamin-rezisztens rachitist, azaz Angolkort okoznak. A betegség mineralizacids zavart, a
bélbdl csokkent kalcium abszorpeiot, hipokalcémiat €s emelkedett kalcitriol szintet
eredményez kompenzatorikusan. Az ¢érintettek csokkent vagy teljesen hidnyos vélasszal
rendelkeznek Ds -, D, —vitamin vagy ezek 25-hidroxilalt formainak hatasara [1].

A posztmenopauzaban bekdvetkezd csontvesztés miatt az Osztrogén receptor o
(ESRI) egyike volt az els6ként vizsgalt géneknek. Kapcsolatot talaltak a gén promoter
polimorfizmusok és asvanyianyag-tartalom kozott; bar az eredmények ellentmondasosak.

Az interleukin-1 receptor antagonista protein (IL-1ra) az egyik legerésebb
csontfelszivodasért felelos faktornak, az IL-1-nek az antagonistaja. Korrelaciot talaltak az
IL-1ra gén masodik intronjaban levé tandem repeat polimorfizmus és a posztmenopauzas
csontvesztés kozott, ami azonban nagyobb esetszamot vizsgalva bizonytalan. Hasonld

eredményre jutottak az IL-6 gén kapcsan is.



Az osteosclerosissal ¢és fajo csontokkal jar6 Camurati-Engelmann szindroma
szignalpeptid részét érinti. A negyedik intronban leirt delécio és az elsé exonban aminosav
cseréhez vezetd mutacio és az oszteoporozis eléfordulasa kozott is asszociaciot mutattak ki.
Az exonban 1évé polimorfizmus posztmenopauzas néknél Osszefliggést mutatott a csont
asvanyianyag-tartalmaval, a porotikus torések gyakorisagaval épplgy, mint a szérum TGFf
szintjével [25].

Az apolipoprotein E (ApoE) valdszinlileg az oszteokalcin hidroxilacigjaban
kofaktorként kozremiikodd K vitamin anyageseréjén keresztiil hat a csontanyagcserére. Az
E4 allél jelenléte alacsonyabb csontdenzitassal és nagyobb csonttorékenységgel tarsul [26].

A pubertastol a 20-as évek végéig jelentkezd fiatalkori oszteoporozissal és
vaksaggal jaro osteoporosis-pseudoglioma szindroma hatterében egy a lipidanyagcserében
szerepet jatszo fehérjét kodolo gén, az LRP5 (lipoprotein receptor-related protein 5)
funkciovesztéses mutacioja igazolodott. Az emberi csontszoveten beliil az LRP5 gén
expresszidjat  kimutattdk  oszteoblasztokban, remodelingben aktiv részeken, az
endosteumban ¢és trabekuldris allomanyban. A gén hatdsa elsésorban a Wnt jelatviteli
utvonalon keresztiil érvényesiilhet.

A Kklasszikus és molekularis genetikai modszerekkel nyert ismeretek ma mar a
mindennapi orvosi gyakorlatban a csontritkulas diagnosztikajat segitik, s 0j iranyvonalakat
jelolnek ki a gydgyitasban is. A kutatasok soran allatmodellek sora segiti a betegség

kialakulasaban szerepet jatszo eddig ismeretlen gének azonositasat.

1.8. Oszteoporozis allat modellek

Tokéletes egyezés az allatok és a human csontanyagesere, valamint az eltérd fajok
oszteoporozis tiinetei kozott nagyon ritkan fordul elé. Atgondolt kompromisszumokra és
kritériumokra van szilkség ahhoz, hogy a megfogalmazott kérdés megvalaszolasahoz a
megfelelé in vivo modellt valaszthassuk. A laboratoriumi modellallatok kivalasztasanak
kritériumai  rugalmasak, kreativak, valamint az Gjabb ¢és Ujabb tudasanyag
felhalmozddésaval ujragondolhatok. Idedlis esetben a vazrendszer fizioldgias és patologias
folyamatinak feltarasara a féeml6sok a legalkalmasabbak, azonban ez rutinszeriien nem

megvalosithato.
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Csontrendszerének fiziologias tulajdonsagai kivalo laboratoriumi kisérleti alannya
teszik mind a patkanyt, mind az egeret. Knock-out és transzgénikus egerek segitségével a
reszorpcioban és depozicidban szerepet jatszo szignaltranszdukcios utvonalak és gének
azonosithatok. Részben szovet szintll vizsgalatokra is alkalmasak: Patkannyal folytatott
kisérletek adtak az elsé bizonyitékokat arra nézve, hogy a csont bontasat oszteoklasztok
végzik [27], s hogy ezen sejtek hematopoetikus eredetiick [28].

A klimax csontsiirliségre gyakorolt hatasa jol modellezheté ragesalokban azaltal, hogy a
szivacsos csontallomanyban révid idén beliil csontvesztés detektalhatd ovariectomiat
kovetéen. Nem igy a kompakt régiokban. Osztrogén elvonas hatdsira ugyanis az
endokortikalis felszineken csontépités is detektalhatd, mely valaszreakcid nagyobb testl
emlésokben hianyzik. Az ovariectomizalt ndstény modellekhez hasonléan a himek
ivartalanitasa is magas turnoverii osteopeniahoz vezet. A kialakult csontstirtiség-csokkenés
androgén potlasra helyreall [29].

Kiilonlegesség, hogy SAM/P6 (senescence accelerated mouse) egyedekben involtcids
oszteoporozis alakul ki, igy vizsgalhato, hogy az alacsony csontsiiriség hogyan vezethet
porotikus torésekhez. Preciz hisztomorfometriai tanulmanyozasra azonban a csontszovet
alacsony asvanyi anyag tartalma miatt az egerek kevéssé alkalmasak, ugyanis
konvencionalis modszerekkel csontjaikban a BMD valtozas megbizhatéan nem
detektalhato.

Az ivarérett kutyak megfeleldé és megbizhatd oszteoporozis modelleknek
tekinthetok. A kompakt és szivacsos allomany aranya hasonldé a humanhoz. Igaz, az
emberéhez képest felporgetett formaban, azonban a remodeling is jelen van; igy potencialis
gyogyszerkészitmények remodelingre gyakorolt hatasa kivaloan vizsgalhato kutyakon.
Beagle-cken végzett komplex kisérletsorozatban 6sztrogén deficiencia/OVX hatasara 6-9
%-0s csontvesztést detektaltak, bar az emberben jellegzetes turnover emelkedést itt nem
tapasztaltak [30].

A sertéseket felhasznalé eddigi tanulmanyok nem biztatéak. Bar elkiilonitheték a
csont novekedési fazisai, s az emberénél valamivel rovidebb 0sztrogén ciklus is jelen van,
hormonalis depléciot kdvetden nem vagy csupan minor mértékii csont denzitas csokkenést
mértek. Disznokat sikeresen alkalmaztak viszont a mozgas csonttomegre gyakorolt
hatasanak tanulmanyozasa céljabol [31].

6 honappal az ovariectomiat kovetden egy 8 éves juh mind kortikalis, mind
szivacsos csontallomanyaban megemelkedett csont remodeling mérhetd biokémiai és

morfologiai modszerekkel. A csigolyak és egyéb csontok is BMD csokkenést mutattak. Bar
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szélesebb korli vizsgalatokra van sziikség, a juh igéretes in vivo posztmenopauzas
oszteoporozis modell allat lehet.

Alkalmi tanulmanyok megjelentek ugyan, amelyek posztmenopauzas oszteoporozis
modellként tengeri malacot, nyulat vagy macskat hasznalnak, de szamuk ¢és sikeriik nem
szamottev. A fent emlitett csontritkulasban szenvedd emldsok egyike sem képes
regeneralni a kialakult csontvesztést természetes uton. Ebbdl a szempontbol a madarak
tojoi képeznek figyelemreméltd kivételt, bar természetes uton s egyuttal hatalmas
volumenben ez csakis gimszarvas bikak vazcsontozataban valdosul meg minden évben.

Az ivarérett tojok szivacsos csontjainak épitése és bontasa a tojociklus fiiggvénye: a csont
depozicio és reszorpcid iddben megfeleltethetd a tojasrakas és tojas kalcifikacio
folyamatainak [32].

A madar csontvaz tomegének alakulasaban is fontos szerepet jatszik az Osztrogén statusz.
A csontépitési fazis egyiitt jar a 17-B-0sztradiol szérum szintjének emelkedésével, mig a
reszorpcios periddus a hormonszint csokkenésével. Tehat az 6sztrogén valasz madarakban
¢és emberben nagy vonalakban megegyezik egymassal, ellenben a szovetszintli valtozasok
nagy kiilonbséget mutatnak. Mindezen tal valoszintisitik, hogy nincs, vagy csekély mértéki
a remodeling szarnyasok mind szivacsos, mind kompakt csontszovetében. Azért érdemes
megjegyezni, hogy madar kisérleti alanyok segitségével jottek ra a csontsejtek eredetére

[33].

2. tablazat: Posztmenopauzas oszteoporozis in vivo allat modelljei

Human Féemlés Egér/Patkany Madar Kutya Diszné Juh

Novekedési és Felnott

"oy + + + + + + +

fazis
Indukélhato/
Hormondlis ciklus 28nap 21-28 nap 4-5 nap 1 nap 205 nap 21 nap 21 nap
Természetes + + + _ _ 9 9
menopauza
Osztrogénhignyra Nem
fellépd osteopenia és + + + megbizhaté / +
magas csont turnover
Reakci6 dsztrogén . Nem
Stldsra® lumoverl tumoverl turnover i epites T megbizhatd ?

Vilasz anti-
oszteoporotikus + +/- +/- ? - ? +/-
szerekre
QSz'tenporotikus + _ _ _ B ? ?
torések
Remodeling + + - - + + +
Id6kompresszid kevés + ? kevés kevés
Kényelem** + + +++ ++ + + +
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*Azoknal az 6sztrogén deficiencias/posztmenopauzas néknél, akik promt dsztrogénpotlast kapnak,
a csont turnover csekélyebb mértékii emelkedését, kisebb mértékii csontvesztést ¢s alacsonyabb
szamu torést tapasztalnak. Ugyanez a természetes valasz elvarhatd valamennyi OVX allat
modellben is.

**Egy allat modell hasznalatat meghatarozo kényelmi szempontok kozé soroljuk a kezelhetéséget,

koltség igényt, tartasi sziikségleteket és a rovidebb életciklusbol adodo id6é megtakaritast.

1.9. A gimszarvas, Cervus elaphus

A gimszarvas, Cervus elaphus, a parosujju patasok rendjének (Artiodactyla)
Cervidae csaladjaba tartozik. Ez a csalad 17 nemzetséget és kb. 53 fajt foglal magaba.
Széchenyi Zsigmond [34] szép leirast ad a kiilonféle szarvasok elterjedésérdl és
jellemzoikrdl. A szarvasfélék az egész vilagon elterjedtek, kivéve az Antarktiszt,
Ausztraliat, Madagaszkart, Kozép- és Dél-Afrikat, valamint Uj-Zélandot. Eurépaban a
létszamat tekintve a nyugati allomanyok jelentGsebbek, a mindséget azonban a kozép-
eurdpai allomanyok képviselik hazankkal az élen. Magyarorszagon, ahol a magyar-horvat
Duna-Drava-Gemenc-Bilje Nemzeti Parkban a vilag legkivalobb allomanya honol, az
eurdpai gimszarvas kivalosiga a szamara optimalis él6hely meglétének és 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, harmadaval konnyebb, mint a
bika. Eltekintve a borjak pettyezettségétdl, a gimszarvas egyszinii: nyaron rozsdabarna,
télen sziirkésbarna. Testalkatuk erdteljes, mégis kecses (6. dbra).

A gimszarvasok a tisztasokkal és rétekkel tarkitott lombos-elegyes erddket
kedvelik, a legjobb életteret a folyok arterei biztositjak szamukra. ElsGsorban lagyszar
novényeket legelnek, azonban tavasszal szivesen csipegetnek riigyeket, dsszel pedig a
makkterméssel egészitik ki étrendjiiket, hogy vastag szalonna réteget fejleszthessenek télre.
A gimszarvasok rudlikban élnek, amelyek — a bogési idészakot leszamitva — csak
tehenekbdl és borjaikbol vagy csak bikakbol allnak.

Szaporodasi idészakuk, a szarvasbdgés ideje szeptember-oktoberre esik. A borjak a
kovetkezé év majus-juniusi idészakaban jonnek a vildgra. A tehenek altalaban csak egy

borjut ellenek, amely a kovetkezd ellésig marad az anyaval.
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6. abra: Gimszarvasok (Cervus elaphus) a Pannon Lovasakadémia szarvasfarmjan,
Boszénfan.

1.9.1. A gimszarvas genetikdja

A gimszarvas és a milu vagy David-atya szarvas (Elaphurus davidianus)
keresztezése 1) fejezetet nyitott az interspecifikus keresztezések ¢€s a kérddzok
géntérképezésének torténetében. E két faj a genetikai divergencia magas fokat mutatja,
hasonléan a Mus spretus és Mus musculus fajokhoz [35]. A két szarvasfaj mind
(szezonalitas, betegségek elleni rezisztencia, viselkedés) jelentdsen eltér egymastol,
azonban kromoszoma szamuk megegyezik (2n=68) ¢és kariotipusuk is rendkiviil hasonld
[36]. A két faj hibridjei fertilisek, méghozza — a Haldane fajhibridekre vonatkozd
szaballyal ellentétben — a himek. Ez rendkiviil elényos a géntérképezéshez sziikséges nagy
egyedszamu F, back-cross populacié létrehozasanal, amit tovabb konnyit a mesterséges
megtermékenyités sikeres alkalmazasa.

A szarvasfélék esetén hianyzott az eldzetes genetikai térkép, de sikeresen

alkalmazhatoak voltak az evolicidosan konzervalt lokuszok, az un. I-es tipusi markerek a
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kapcsoltsagi csoportok meghatarozasanal [37]. Tovabbi térképpontok azonositasara
felhasznaltak szarvasmarha és birka mikroszatelliteket, amelyek a Il-es tipusti markerek
kozé tartoznak [38]. Ezek alapjan 33 autoszomalis kapcsoltsagi csoportot alkottak. Az igy
kapott 2532 c¢M hosszll szarvas kapcsoltsagi térkép révidebb, mint a szarvasmarha (3532
cM) [39] vagy a birka (3063 cM) [40] 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
Osszehasonlito géntérképezéséhez: barmely human vagy egér gén gyorsan térképezhetd
szarvasban, és az Osszehasonlito géntérképezés révén gazdasagilag fontos génekre lehet

kovetkeztetni, illetve a modszer a masik iranyba is jarhato: a gimszarvastol mas fajok felé.

1.9.2. Az agancsciklus és hormonailis szabalyozasa

A szarvasfélék himjének jellegzetes masodlagos nemi jelleget tiikr6z6
képzédménye az agancs, amely a homlokcsont két csapjabdl, a rozsat6bdl minden évben
kifejlodé csontos szerv. A fajok kozotti megkiilonboztetésben az agancs formaja
taxonomiai bélyeg, fajon beliil az egyedek és torzsek [41] megkiilonboztetésére is szolgal.
A rénszarvas ill. a karibu kivételével csak a himek viselnek agancsot. A bikak altal viselt
évben csak egy-egy szar fejlodik (nyarsak), a kovetkezd évben azonban mar a kozbeesd
fokozatokat (villasak) atugorva, akar hatos agancs is fejlédhet. A legjobb éveiben és ereje
teljében 1évo bika sokagl, erés agancsot fejleszt. Az kapitalis bikak fejdisze akar
huszonnégy, kivételesen még ennél is tobbagh lehet. A legfelsé agak alkotjak az \n.
koronat. Az agancs messzir6l megmutatja visel6je erejét, dominanciajat, méretei és az allat
kondicioja kozott szoros Osszefliggés van. Amikor a szarvasbika taljutott élete deleldjén,
agancsa is leszallo agba keriil; ahogy a vadaszok mondjak: ,,a bika visszarak™.

A minden évben Ujra kifejlodo agancs egyediilallo példaja egy teljes szerv tokéletes
agancsciklus szorosan kapcsolodik a vildgossag és a sotétség Orainak valtozasaihoz. A
mérsékelt égovi szarvasok késo tavasszal-kora nyaron fejlesztik koronajukat. Ez aldl az 6z
(Capreolus capreolus) képez kivételt a téli agancsnovekedésével [44]. A tél végének
kozeledtével, mikor a nappalok egyre hosszabbak lesznek, a szarvasbikak

korosztalyonkénti késéssel lehullatjak el6z6 évi fejdisziiket. Néhany nappal ezutan mar
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meg is indul az 0j agancs képzddése, amely mintegy 110-120 nap alatt éri el teljes
kifejlettségét. Eme folyamat rendkiviil intenziv, akar napi 20 dkg-os szévetgyarapodas és -
differenciacio mellett jatszodik le, ami napi 1 cm-es hossznévekedést is eredményezhet. Az
agancs a nyar folyaman elcsontosodik, majd az agancsot borité bor, a barka elhal (7. dbra).

A nappalok hossza a tobozmirigyben termelddé melatonin mennyiségén keresztiil
képes szabalyozni az életfolyamatokat. A melatonin a hipotalamusz-hipofizis-ivarmirigy
utvonalon keresztiil nemcsak az agancsciklusra, de a szaporodasi és 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 hatasa révén. A melatonin szintje a vérben nappal alacsony, éjszaka

7. abra: Kifejlett agancst bikak (www.shakareedeerfarm.com).

megndvekszik [45-47]. Minél hosszabbak az éjszakak, annal tobb melatonin keriil a vérbe,
igy a szintje oraként és naptarként is szolgal. A tobozmirigy eltavolitasa nem sziinteti meg
teljesen az életfolyamatokban megfigyelhetd szezonalitast, azonban az évszakok soran

megfigyelhetd kiilonb6z6 hormonok szintjeinek valtozasait Osszezavarja [48]. Ilyen
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hormon példaul a prolaktin (PRL), amely a melatoninnal épp ellenkezé mintazatot mutat.
Tavasszal a melatonin koncentracidjanak csokkenését a PRL emelkedése koveti, amely
juniusban éri el maximumat. A prolaktin hatasa a sargatest serkenté hormonon (luteinizald
hormon, LH) keresztiil érvényesiil, amely a testis Leydig-féle sejtjeinek tesztoszteron (T)
szekréciojat stimulalja. A magas prolaktin koncentracié blokkolja az LH receptorokat a
Leydig-féle sejteken, ezért a nyar folyaman bekovetkezé gyors LH-szint emelkedést a

A tesztoszteron az agancsciklus szabalyozasanak egyik kulcseleme. Az agancs
novekedése alacsony tesztoszteron szint mellett indul el tavasszal. Ebben az iddszakban a

vérben 1évo kevés tesztoszteron elsésorban a mellékvesébdl szarmazik. A nemi hormon

i
LH ng
T T.09
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FSH (PRL)
ng/mi
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8. dbra: A prolaktin (PRL), luteinizal6 hormon (LH), follikulus stimulalé hormon, FSH) és
a tesztoszteron (T) koncentracioja fehérfarku szarvas (Odocoileus virginianus) vérszérumaban az
agancsciklus alatt [49].

kés6 nyaron-kora Osszel megfigyelhetd gyors emelkedése a herében meginduld
tesztoszteron termelésre vezethetd vissza (az LH késletett hatasa, 8. dbra). Ekkor indul meg
a spermiogenezis is, illetve ekkor kezdédik meg az agancs mineralizacidja [44].

Tesztoszteron hianyaban pl. kasztralast kovetden az agancs nem csontosodik el, hanem

27



daganatszerli szovetszaporulatként, Un. pardkas agancsként allandosul. A magas
tesztoszteron koncentracionak esszencialis szerepe van az agancs mineralizaciojaban,
ugyanakkor a tavaszi alacsony tesztoszteron szint serkentdleg hat az agancs névekedésére
[50, 51, 52].

A tesztoszteron kiilonboz6 szervekben, szovetekben — herék, mellékvese, zsirszovet,
fejlédd agancs — [49] ndi nemi hormonna, Osztrogénné alakulhat. Az 6sztrogén hasonld
szerepet tolthet be az agancsfejlédésben, mint a tesztoszteron, mi tébb az agancs
elcsontosodasaban 50-szer hatasosabbnak bizonyult [53]. Ugyanakkor az Osztrogén
receptorai nem talalhatdak meg az agancs csontszovetében, bar a porc- és csonthartyaban,
valamint a porcban kimutathatdak [54].

Végsé soron elmondhatd, hogy a szaporodasi ciklussal szorosan Osszefiiggd

agancsciklusban mind a tesztoszteron, mind az dsztrogén fontos szerepet jatszik.

1.9.3. A ciklikus fiziolégias oszteoporozis

A disszertacié témajanak Otletaddo biologiai alapja a ciklikus fiziologias

oszteoporozis ¢és regeneracio a gimszarvas szervezetében, mely az éves agancsciklushoz
kotott.
Magyarorszagon a gimszarvas bikak februartdl korosztalyonkénti késéssel majusig
lehullatjak csontos agancsukat, amelyet szinte azonnal az 0ij korona 100-120 napos épitése
kovet. Ezen agancsfejlodési periodus utolsdé 2-3 hete a mineralizacio legintenzivebb
idszaka. Mivel igen rovid id6 alatt egy atlagosan 7-8 kg, alkalmanként 14-17 kg-os
csontszervbe kell hatalmas mennyiségii asvanyi anyagot mobilizalni, ez kizardlag
taplalkozas Gtjan nem lehetséges. gy ideiglenesen vézelemekbsl — szegycsontbol,
bordakbol, egyes csigolyakbol — transzportalja a kalciumot és foszfatot az agancs
mineralizacidjahoz, ezzel csontsiirliség csokkenést, azaz fizioldgids csontritkuldst
indukéalva az érintett vazcsontokban. Kés6ébb az asvanyi sok a dohérség kondicidjavitd
ideje alatt a dis vegetaciobol taplalkozas utjan visszapotlodnak, azaz a csontsliriség
csokkenés regeneralodik a csontvazban. A téli honapok mind agancsépités, mind a vaz
asvanyi anyag forgalma szempontjabol nyugvopontot jelentenek.

A szarvasfélék igy a gimszarvas agancsanak fejlddése az élévilagban ismert legintenzivebb
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9. dbra A. Az éves agancsciklus és az agancsciklushoz kotott ciklikus fiziologias
oszteoporozis [55]. B. Bordacsont keresztmetszeti képek (bal) és a hozzajuk tartozd scanning
elektronmikroszkopos felvételek (jobb); C. A csont asvanyi anyag siirtiségi (BMD) allapotok
Osszehasonlitdsa. Tomott fekete karikak: bordacsont mintavételi idopontok. A ndvekvé csont
asvanyi anyag siirtiségii (BMD) allapotot nyillal reprezentéltuk az abra also részén.
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csontfejlédés, ugyanakkor szigoruan kontrollalt, pontosan szabalyozott
szignaltranszdukcios 1épések sorozata, amely nagyon hasonlit a hosszi csdves csontok
endochondralis csontosodasahoz [56, 57]. Mivel a gyarapodasi rata meghaladhatja a napi
100 g-ot majus ¢és julius kozott, hatalmas csonttomeg — alkalmanként akar 14-17 kg —
rakodik fel 100-120 napon belill. (A vazcsont stlyat az élésuly 10%-ra becsiilik [58], ami
megkozelitéleg 25 kg mintavételi allataink esetén.) Az asvanyi anyag prekurzorok iranti
igény meghaladja a taplalkozassal felveheté mennyiséget, igy torvényszeriien a hiany az
asvanyi anyagok vazcsontbol torténé mobilizalasaval potlodik. Mindez végeredményben
egy ideiglenes csontritkulashoz, terminus technikussal ¢élve ciklikus fiziologids
oszteoporozishoz vezet. [42, 59, 60]. Meg a bogési id6szak el6tt, juliusban és augusztusban
a dohérség idején a folyamat megfordul és a csontsiiriiség helyreall. Az asvanyi anyag
reszorpcio a legmagasabb — eléri a 23%-ot — a bordakosarban, majd az agancsnovekedés
befejeztével visszaesik kevesebb, mint 3%-ra [42]. A vazelemek tokéletes szoveti
regeneracidja az élovilagban oszteoporotikus csontvesztés esetén sohasem torténik meg

természetes Gton ekkora volumenben. Ez a jelenség kuriozicitasa.

30



2. CELKITUZES

Ezen doktori értekezés egy genomikai megkozelitésbdl indithatd genetikai analizis
utvonal lehet6ségének feltarasat tiizte ki célul egy komplex bioldgiai jelenség, a
csontritkulasos allapot vizsgalatan keresztiil. A koncepcid kibontasat a genom programok
inicialta technoldgiai fejlédés tette lehet6vé, amely ramutatott arra, hogy az emldsok
genomja ugyanazon génekbdl 4ll. Az ortologok szekvencidja nagyon hasonlo, tehat a gének
konzervaltak.

Mindez lehetévé teszi, hogy olyan élettani folyamatok génexpresszids hatterét
hasonlitsuk 0Ossze, amely egészséges allatok fiziologias allapotanak velejardja, mig
emberben a civilizacié patologias kovetkezménye.

A gimszarvas (Cervus elaphus) szervezetén belill a vazrendszer egyes elemeiben
bekdvetkezd ciklikus csontdenzitas valtozasok genetikai hatterét vizsgaljuk. Keressiik
azokat a géneket, amelyek szerepet jatszanak az éves agancsépités kovetkeztében létrejovo
fizioldgias oszteopordzis és regeneracio kialakulasaban.

Modszertanilag a gimszarvas borda csontritkult, regeneral6do és téli kontroll allapotaiban
mintavételezett szovetek expresszios mintazatat vetjiik 6ssze microarray analizissel.
Kivancsiak vagyunk arra, hogy a fenti jelenség vizsgalata soran kiemelt gének emberi
ortologjai a human oszteoporotikus folyamatokban is részt vesznek-e, milyen ezen gének
expresszios szintje a csont fiziologas és csontritkult, patologias allapotaban. Végiil
statisztikai modszerekkel igyeksziink ravilagitani a szelektalt gének és a mar ismert
csontanyagcsere gének genetikai kapcsolatrendszerére.

Doktori értekezés f6 céljainak bemutatasa pontokban:

- Gimszarvas ciklikus fiziologias oszteoporozisban és regeneracioban szerepet jatszo
gének feltarasa interspecifikus microarray hibiridizalas segitségével

- A kiemelt gének — human ortolégok — expresszidos szintjének vizsgalata
posztmenopauzas oszteoporotikus és kontroll posztmenopauzas nem oszteoporotikus
human mintakban

- A csontritkulasban esszencialis szerepet jatszd gének kivalasztasa egy- és tobbvaltozos
statisztikai modszerek segitségével

- A prediktalt gének genetikai kapcsolatrendszerének feltarasa tobbvaltozos statisztikai

modszerekkel.
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Az Osszehasonlitd genetikai eszkoztar ember és szarvas kozott olyan géneket és
genetikai kapcsolatrendszert, Gtvonalakat tarhat fel, melyek részt vesznek a csontritkulas
kiakalakulasaban és a regeneracioban, de eddig nem keriiltek a csontanyagcserét kutatok
latomezejébe. Mindezen eredmények hozzajarulhatnak a csontmedicina teriiletén

diagnosztikai és terapias fejlesztésekhez.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Mintavétel
gimszarvas
/ mRNS izolalas \ Elekironmikroszképia
mRENS amplifikacio ¢DNS kimyvitarak készitése és
1 sziirése
c¢DNA microarray analizis
wData mining” Zoo-Cloning
Relative Quantitative Real- Time PCR Java:
tesztelés human mintakon —— Biostatisztikai analizis --++---- » Human diagnosiiika?
+Mann-Whitney U teszt Terdpia?
T +Fikomponens Analizis
mRNS izolalas *Diszkriminancia Analizis
Mintavétel
human

10. abra: A gimszarvas ciklikus fiziologias és az ember patologias oszteoporozisaban
szerepet jatszo gének azonositasa. Az abra a kivitelezés modszertani 1épéseit szemlélteti.

3.1. Mintavétel

3.1.1. Szarvas bordacsont

A szarvas csontmintakat hivatasos vadaszok és allatorvos segitségével 3 darab,
egyenként 6, 7 és 8 éves gimszarvas, Cervus elaphus, bikékbol gytjtottik. Hullott
agancsparjaik 7-8 kg-ot nyomtak, ami komoly vadaszati értéket képvisel. A sebészeti
eljarasok soran az allatokat SBH-Ketamine (2.5 mg/kg ¢él6suly) és Xylazine (0.2 mg/kg
¢lésuly) kombinacid intra musc injekcioval anaesztetizaltuk. Megkozelitdleg 2-3 g

lengéborda mintat tavolitottunk el az operaciok soran. (A gimszarvasoknak 2 par
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lengdbordajuk van.) A csontdarabokat alaposan atmostuk steril PBS oldatban, hogy
eltavolitsuk a vér és csontveld maradvanyokat. 18 percen beliil valamennyi mintat
folyékony nitrogénben fagyasztottuk majd taroltuk. A fert6zések elkeriilése végett az
allatokat 10 ml/allat Tardomyocel comp. III. (Bayer AG, Leverkusen) sub cutan
injekcioval kezeltiik minden egyes steril operaciot kovetéen. A mintavétel soran a Magyar

Allatvédelmi Torvénynek (243/1998, XII. 31) megfeleléen jartunk el. Engedélyszam:

MAB 20/2004. A kivitelezés Bészénfan, a Pannon Lovasakadémia Szarvasagazatanak

11. abra: Gimszarvas bordacsont mintavétel Bdészénfan, a Pannon Lovasakadémia
Szarvasagazatanak telepén. Az operaciokat allatorvos hajtotta végre az elkabitott allatokon,
mig mi, a labor dolgozoi a felallitott mobil laborban szeleteltik és fagyasztottuk a
lengéborda darabokat folyékony nitrogénben.

telepén tortént harom alkalommal egy agancsciklushoz kototten: Junius elején, amikor a
vazcsontozatban oszteoporozis alakul ki az agancs aktiv mineralizaciojanak kovetkeztében;
julius végén, amikor a kialakult oszteoporozis regeneralodik, azaz a csontsiiriiség helyreall
az érintett vazcsont elemekben, illetve november végén, amikor az asvanyi anyagok
lerakasa és mobilizalas dinamikus egyensulyban van egymassal mind a vaz- mind az

agancscsontban (9. dbra).
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3.1.2. Human csontszovet

A génexpresszios mintazatot 7 posztmenopauzas stadiumu, oszteoporotikus (PP) és
10 posztmenopauzas, nem oszteoporotikus (PNP) fliggetlen, magyar, kaukazusi nd
csontmintajaban vettiik fel. Az oszteoporotikus betegek atlag életkora 67.71 + 6.05 év volt,
T-score < -2.5 SD; a kontroll csoporté 63.50 + 7.95 év, T-score > -1.5 SD. A csontstirliség
(BMD) értékeket a combcesont és lumbalis csigolyak (L2-L4) kett6s energidju rontgen foton
abszorpciometrias (DXA) vizsgalataval allapitottak meg. Valamennyi minta klinikai és
biokémiai jellemzdit a 3. tabldzat foglalja Gssze. Tovabbi részletek talalhatok Balla és
mtsai kozleményében [61]. A munkat a Semmelweis Orvostudomanyi Egyetem Regionalis,
Intézményi Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsag (TUKEB) engedélyével (6392-1/2004-

1018EKU) illetve valamennyi paciens irasos beleegyezésével végeztiik.

3. tablazat: A posztmenopauzas oszteoporotikus és nem oszteoporotikus nék klinikai és
biokémiai jellemz6i

Klinikai és biokémiai Nem-
jellemzok Oszteoporotikus oszteoporotikus p érték
(n=17) (n=10)
Eletkor 67.71 +£6.50 63.50 =7.95 0.27
T-score L1-L4 (SD) -23+0.8 -02+1.7 0.01
Z-score L1-L4 (SD) -0.5+0.6 04+1.7 0.23
BMD L1-L4 (g/em?) 0.884 +0.150 1.163 +0.201 0.01
T-score total femur (SD) 25+1.0 02+1.2 0.0002
Z-score total femur (SD) -0.8+1.3 0.7+12 0.02
BMD total femur (g/cm’) 0.696 +0.113 1.022 +0.154 0.0002
Testsuly (kg) 64.71+3.20 69.80 +5.92 0.06
Magassag (cm) 159.14 + 8.07 160.50 +5.38 0.68
BMI 25.69 +2.55 27.22+3.38 0.33
Szisztolés vérnyomas (Hg mm) 134.29 +7.87 131.00 £ 9.94 0.48
Diasztolés vérnyomas (Hg mm) 82.86 + 7.56 81.00 + 5.68 0.57
Pulzus (/min) 72.00 +7.30 68.00 £ 5.96 0.23
Beta-crossLaps (pg/ml) 424.80 + 168.08 335.00 + 147.13 0.26
Oszteokalcin (ng/ml) 22.29+7.83 18.18 +7.60 0.29
Parathyroid hormon (pg/mi) 33.80+7.15 30.13+£16.33 0.59
TSH (ulU/I) 1.04+0.45 2.56 +2.90 0.19
Vér gliikoz (mmol/l) 5.52+0.67 5.20+0.57 0.30
Mean + SD
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3.2. Elektronmikroszképia

A gimszarvas bordacsont 2 mm vastagsagu szeleteit | N NaOH oldatban forraltuk a
kontaminaciok elkeriilése miatt, majd kétszer mostuk desztillalt vizben. A csontszeleteket
felszallo etanol sorban dehidrataltuk (lépésenként 20 % koncentracid eltérés, 20 min
inkubacid) majd a tokéletes kiszaritas eltt egy éjszakara izopropanolba meritettiik. A
metszeteket ca. 20 nm vastagsagban arannyal vontuk be. Az elektronmikroszkopos
felvételeket (9. d@bra) LEO-Zeiss EM 910 elektronmikroszkoppal és Soft Imaging System

SIS 3.0 software felhasznalasaval készitettiik.

3.3. RNS izolalas

Mind a human, mind a szarvas csont mintakat folyékony nitrogén alatt Oroltik
6750-es fagyasztva 6rl6 késziilékben (SPEX Certiprep Inc.), majd kozvetleniil mRNS-t
izolaltunk Dynabeads Oligo(dT)25 paramagneses partikulak (Dynal Biotech ASA)
segitségével a gyartd altal ajanlott pufferekkel és protokoll felhasznalasaval.. Az RNS-t
RNaz-mentes vizben elualtuk, majd DNasel (Promega) enzimmel kezeltiik 37°C-on 15
percig 80 Unit RNasin RNase inhibitor (Promega) jelenlétében. Az mRNS mintékat végiil
NucleoSpin RNA Clean-up kit (Macherey—Nagel) segitségével tisztitottuk. Az RNS
mennyiségét spektrofotométerrel (Nanodrop Technologies) mértiik. Mindségét egyrészt a
mintak Azeo/Azgo hanyadosanak mérésével kontrollaltuk, masrészt ugy ellendriztiik, hogy
mintanként 10 ng templat felhasznalasaval amplifikaltuk a glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase (G3PDH) gén 983 bp fragmentjét. (Human G3PDH control amplimer set,
Clontech Laboratories, 5' amplimer: 5'- TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGT -3', 3'
amplimer: 5'- CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAC -3') One-Step RT-PCR modszerrel
(OneStep RT-PCR Kit, Qiagen).
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3.4. Gimszarvas borda cDNS konyvtarak létrehozisa

A cDNS szintézist és konyvtarak készitését a SMART cDNA Library Construction
Kit (Clontech) felhasznalasaval végeztik. A c¢DNS szintézishez 1 pg mRNS mintat
hasznaltunk. A reverz transzkripciét SuperScript II RNaseH-minus reverse transzkripase
(Invitrogen) enzimmel végeztik CDSII oligo(dT) primer ¢és SMART IV oligo
felhasznalasaval 20 pl térfogatban, a gyartd ajanlasanak megfeleléen. A duplaszalti cDNS
amplifikalasdhoz a 20 pl Ossztérfogatu elsészal cDNS szintézis reakcioelegyébol 1 pl-t
hasznaltunk, tovabba 1 pl dANTP mixet (egyenként 10 mM), 10X BD Advantage2 PCR
Puffert, 1-1 pl 10 uM CDSIII és 5’PCR primereket, 50X Advantage Polymerase mixet
(Clontech) ¢és 5 U KlenTaq LA DNA Polymerase mixet (Sigma) 50 pl végtérfogatban. A
PCR reakcié ciklusai a kovetkezok voltak: 5 min 94 °C-os kezdeti denaturaciot, 25
ciklusban 94 °C-on 1 min denaturacié és 68 °C-on 7 min elongacié kovetett. A cDNS
mennyiségét és mindségét agaroz gélelektroforézissel ellendrizziik, 5 pl-t futtattunk 1 %-os
gélen.
Tisztitas és kicsapas utan 3 pug cDNS-t hasitottunk Sfil (Promega) enzimmel, majd méret
frakcionaltuk SizeSep400 (Pharmacia) kromatografias oszlop segitségével. A keletkezd
terméket kicsapas utan Sfil emésztett, defoszforilalt ATriplEx2 fag-karokba ligaltuk. A
ligalasi reakciokbol 1 ul mennyiségeket hasznaltunk az in vitro pakolashoz (GigapackGold,
Stratagene). Titralast kévetéen 1-2 x 10° pfu/ml rekombinéns fagot tovabb sokszoroztuk E.
coli XL1-Blue baktérium torzsben, igy 10° - 10'° pfu/ml nagysagrendii fagot kaptunk. A
konyvtarakat -80 °C-on 1 x lambda pufferben 10% DMSO hozzaadasaval taroljuk. A
konyvtar készitése soran felhasznalt primerek: SMART IV Oligonucleotide 5’—
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTACGGCCGGG-3’; CDS 1II/3' PCR
Primer 5-ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACATG-d(T)30N-IN-3'" (N= A, G, C,
vagy T; N-1 = A, G, vagy C); 5' PCR Primer 5-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-
3’; 57 Sequencing primer 5’~-TCCGAGATCTGGACGAGC-3’; 3’Sequencing primer
5-TAATACGACTCACTATAGGG-3"; 5’ Insertscreening 5°—
CTCGGGAAGCGCGCCATTGTGTTGGT-3"; 3’ Insertscreening 5°—
ATACGACTCACTATAGGGCGAATTGGCC-3".
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3.5. mRNS amplifikalas

Microarray hibridizalas el6tt az mRNS mintakat amplifikaltuk egy kérben in vitro
transzkripcios eljarassal a MessageAmp aRNA Amplification for Array Analysis Kit
(Ambion) és protokoll felhasznalasaval. Az amplifikalt RNS Ajq0/Azgo hanyadosat
spektrofotométerrel ellendriztiik: 1.9-2.1 (Nanodrop Technologies). Gélelektroforézissel

vizsgaltuk a kitermelést, az integritast és a méretet.

3.6. Mikroarray probakészités, hibridizalas és adatfeldolgozas

A probakészités soran mintanként 8 pg amplifikalt gimszarvas mRNS-t irtunk at a
junius eleji oszteoporotikus, a késo juliusi regeneralodo és az 6szi kontroll mintakbol, majd
hibridizaltuk Human A 20K és Human B 20K ResGen clone set (VAI, Grand Rapids, MI,
USA) standard cDNA microarray lemezekre a Laboratories of Analytical, Cellular and
Molecular Microscopy and of Microarray Technology of Van Andel Institute
protokolljanak (http://www.vai.org/upload/documents/protocol.pdf,
http://www.vai.org/Research/Services/LMT.aspx.)  megfelelden. Az interspecifikus
hibridizacids procedirat nem optimalizaltak a szarvas-human homoldgia szinthez, hanem a
szigoru, standard human-human hibridizaciés kondiciokat alkalmaztak. Adataink alapjan a
szarvas-human homoldgia szintje 86-95 % kozott ingadozik, atlagosan 91.9 % 29 génre
szamitva (2. melléklet) [57]. Azokat a géneket definidltuk up- vagy downregulaltnak,
melyek esetén a harom parhuzamos hibridizalas atlagos expresszios kiilonbsége elérte a
kettdt (1. melléklet). A fold change értékeket minden esetben az alacsonyabb BMD
iranyaban hataroztuk meg (9. dbra): Oszteoporotikus minta versus késé Oszi kontroll,
oszteoporotikus minta versus regeneralodé minta és regeneralodé minta versus kontroll.

A harom minta paronkénti Osszehasonlitasanak eredményeképpen egy 40000 x 3
adattablahoz jutottunk. A microarray adatok elérhetdk a GEO adatbazisban

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?token=tlybjcmmeskwora&acc=GSE8075.
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3.7. Northern hibridizacio

A total RNS tisztitasa soran a Chomczynski és Sacchi féle modszert [62, 63]
kovettiik. A folyékony nitrogénben tarolt szovetmintakat (kb. 500 mg-os darabokat) el6szor
porra tortiik, ezt kovetéen két térfogat 5 M guanidium-tiocianatban homogenizaltuk, majd
savas fenol-kloroformban vontuk ki. A total RNS-t izopropanollal csaptuk ki, majd 80 %-
os etanolban mostuk, szaritds utan RNéz-mentes vizben oldottuk. A Northern analizishez
10 pg RNS mintdkat futattunk 1,2 %-os formaldehid-agaréz gélen, majd HybondN+
(Amersham) membranra vittiik at kapillaris blottolasi technikaval [64]. A probakat (kb. 50
ng) [a32P]dATP-vel jeloltiik random hexamer és E. coli DNA Polymerase I Large Klenow
Fragment (Promega) felhasznalasaval, ,random priming” pufferben. A hibridizaciokat 65
°C-on végeztiik PerfectHyb TM Plus (Sigma) pufferben, majd a membranokat ugyanezen a
hémérsékleten 2xSSC-0,1%SDS, majd 0,2xSSC-0,1%SDS mostuk. A radioaktiv jelet

Storm Phosphorimager késziilék (Molecular Dynamics) segitségével detektaltuk.

12. abra: Bar amplifikalt mRNS-sel végzett Northern analizis nem elfogadott modszertani
eljards, a mintavételi idopontok ellendrzése ¢és igazolasa céljabol mégis elvégeztink egy
hibridizaciot. A radiogramon ALOX15 gén probaval hibridizalt gimszarvas bordacsont kontroll,
regeneralodo és oszteoporotikus (balrél jobbra) amplifikdlt mRNS poolja lathaté. A Science egyik
2004-es publikacidja [65] szerint az ALOXI5 gént Klein és mtsai a csontsiirliség negativ
regulatoraként azonositottak.

3.8. Relative Quantitative Real-Time PCR

100 ng human mRNS ¢cDNS-se irtunk at 55°C-on 200 U Superscript III RNAse H-

minus reverse transcriptase (Invitrogen), 125 ng random hexamer (Promega) és 40 U
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RNaseOUT Ribonuclease Inhibitor (Invitrogen) hozzaadasaval 30 pl reakcidtérfogatban. A
ss cDNS-t minden egyes gén esetén 20 pl reakcio térfogatban Quantitativ Real-Time PCR
modszerrel amplifikaltuk: 1 pl ¢cDNS, 10 pl TagMan 2x Universal PCR Master Mix
NoAmpErase UNG (Applied Biosystems), 1 pl gyari tervezésu, validalt génspecifikus
TaqMan Gene Expression Assay 20x (Applied Biosystems). Minden egyes szet
génspecifikus forward, reverse primerpart és fluorescence-jeldlt probat tartalmazott, mely
intronmentes targetet ir, igy nem detektalta a genomi DNS-t. TagMan Gene Expression
Assay of ABI Prism 7500 Real-Time PCR rendszert (Applied Biosystems) alkalmaztuk a
szelektalt targetek amplifikalasara. Minden egyes reakciot harom parhuzamossal futtattunk
96-0s optikai reakcio plate-ekben a kovetkezd protokol szerint: 10 min denaturacioé 95°C,
50 ciklus soran 15 sec denaturacié 95°C, 1 min annealing és elongacié 60°C-on. Bels6
kontrollként két, G3PDH és ACTB, haztatasi gének egy-egy szakaszat tobbszoroztik, s
végiil a treshold ciklus szam (C,) értékek normalizalashoz a G3PDH gén expresszids
szintjét hasznaltuk. Az 6sszegylijtott C; adatokat a Relative Quantification Study of 7500
System SDS Software 1.3 (Applied Biosystems) segitségével analizaltuk. A génspecitikus
mRNS-ek relativ mennyiségét (RQ) a AC; azaz a target gén C; — endogén gén C,
atlagokbol kalkulaltuk és analizaltuk mind a 32 transzkriptumra a mindkét betegcsoportban
a fenti software segitségével Balla és mtsai [60] leirasa szerint. A génexpressziok aranyat
(RQ PP/RQ PNP) az oszteoporotikus (PP) és nem oszteoporotikus (PNP) betegek RQ

értékeibdl szamoltuk.

3.9. Klonozasi eljarasok

A microarray analizis soran azonositott és kivalasztott gének szarvas ortolog
szekvenciait azonosithattuk a borda cDNS konyvtarak szlirésével, vagy hozzajuthattunk az
un. Zoo-Cloning [56] eljarassal.

Szarvas bordacsont eredeti mRNS poolt oligo(dT) primerek felhasznalasaval reverz
transzkriptaltuk ss cDNS-se, ezt kovetéen génspecifikus primerekkel végeztilk a ds DNS
szintézisét. A felhasznalt primereket szarvas nukleotid szekvencia adatbdzis hianyaban a
Zoo-Cloning eljarasnak megfelelen hazi juh (Ovis aries), vagy szarvasmarha (Bos taurus)
ortolog kontig szekvenciakra terveztilk Oligo és Primer3 software segitségével. Az igy

kapott PCR fragmenteket pBluescriptKS (Stratagen) vagy pGEM-T Easy (Promega)
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vektorokba ligaltuk, majd E. coli DHSa baktériumtorzsbe transzformaltuk [67]. A
transzformalashoz hasznalt kompetens sejteket a Mandel és Higa 4ltal 1970-ben kozolt
modszer [68] szerint készitettiik és -80 °C-on taroltuk. Transzformalas soran a kompetens
sejteket 10 percig jégen tartottuk, majd a ligalasi reakcioval elegyitve tovabbi 40 percig
jégen hagytuk. Ezt kovetéen 42 °C-on 2 min hdsokkot kovetden 5 min-en at jégen
inkubaltuk a sejteket, visszafogva ezzel a baktérium sejtek sajat restrikcios-modifikacios
rendszerét. A szelektiv taptalajon valo szélesztés eldtt 1 oran keresztiil antibiotikum-mentes
LB tapoldatban, 37 °C-on regeneraltuk a sejteket. A klonozas sikerét a felnétt
baktériumtelepekbdl szarmazé plazmid DNS restrikciés emésztésével illetve a klonozod
helyet kozrefogd primerekkel PCR reakeid soran ellendriztiik. Plazmid DNS tisztitasahoz a
QIAprep Plazmid Miniprep Kitet hasznaltuk (Qiagen). A pozitiv klonok valodisagat
szekvenalassal igazoltuk, amelyet Perkin Elmer ABI prism 377 DNS szekvenalo
késziiléken végeztek a Mezdgazdasagi Biotechnologiai Kutatokozpont szekvenald
laboratoriumaban. A gimszarvas nukleotid szekvencia adatok elérheték a GenBank

adatbazisban: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=Nucleotide.

4. tablazat: A GenBank adatbazisban elérheté gimszarvas nukleotid szekvencia adatok
azonosito szamai

Gene name GeneBank
Ac No
ATP242 EF619479
BIGI EF619478
CKB EF619480
COLIAI EF619481
CTNNBI EF619482
EIF354 EF619483
ENOI EF619484
FABP4 EF619485
FKBP2 EF619486
IGSF4 EF619487
NLK EF619488
OSTF1 EF619489
SFRS7 EF619490
TCF7L2 EF619491
TIMP2 EF619492
TMSB4X EF619493
TRIB2 DQ239795
WIF1 EF619494
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3.10. Egy- és tobbvaltozos statisztikai analizis

3.10.1. Non-parametrikus Mann-Whitney U teszt

A 25 human ortolog koziil egyetlen gén, a BIG/, nem adott szignalt a Real-Time
PCR soran, igy a tovabbiakban 24 gén adataival dolgoztunk.
A non-parametrikus Mann-Whitney U teszt hasznalataval az oszteoporotikus és nem
oszteoporotikus mintdkban szignifikansan eltérd6 mértékben expresszaloddo géneket
kerestiik. A Mann-Whitney U teszt a nem normal eloszlasu adathalmazok medianjait veti
Ossze egymassal. Mind folytonos — mint esetiinkben —, mind diszkrét valoszinliségi
valtozok esetében alkalmazhato. Statisztikusan szignifikansnak a p < 0.1 értékeket
tekintettiik. A tesztet SPSS for Windows, 13.0.1 (SPSS, Chicago, IL, USA) kiadasan
futtattuk.

3.10.2. F6komponens Analizis — Principal Components Analysis (PCA)

Mivel a 17 beteg mindegyikét szamos gén expresszios adatai jellemezik, az
egyvaltozés Mann-Whitney U teszttel lehetetlen teljességgel felfedni mindazokat az
informaciokat, amiket az adatok rejtenek; igy tobbvaltozos statisztikai modszerekhez
folyamodunk.

A feldolgozas alapja egy gének x paciensek adat matrix X, melyben xj jelenti az RQ
értékeket, azaz a i génexpresszids szintet j paciensben adott génre nézve. Fékomponens
Analizis (PCA) egy standard technika arra a célra, hogy feldolgozzunk egy tobbdimenzios
adatstruktirat néhany fontos és kevésbe jelentds, kevéssé jellemz6 dimenziobol — ezek az
un. komponensek — szemlélve [69]. A grafikus biplot barmely két komponenst szemléltet,
az objektumok (ez esetben a betegek) pontokként, mig a valtozok (ez esetben a gének)
vektorokként jelennek meg. Ez az egyidejii reprezentacio lehetévé teszi annak
tanulmanyozasat, hogy a human mintak milyen csoportmintazatot vesznek fel.
Ertékelhetjilk emellett, hogy gének kozotti korrelaciok, illetve az egyes gének relative
hogyan jarulnak hozza e konfiguracié létrejottéhez. Az RQ értékek standardizalasara

sziikség volt a valtozok kozotti tulzott nagysagrendi eltérések kikiiszobolése miatt, igy
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standardizalt PCA-t alkalmaztunk; azaz a valtozok kozotti korrelacios matrixbol indultunk

ki az analizis soran.

3.10.3. Diszkriminancia Analizis — Canonical Variates Analysis (CVA)

Amig a PCA a totalis varianciat vizsgalja az adatokban, a Diszkriminancia Analizis
(CVA) elére definialt objektum csoportok elvalasat maximalizalja. A kanonikus tengelyek
szama eggyel alacsonyabb, mint az elkiilonitendé csoportok szama, igy a mi esetiinkben 2-
1=1, nem lehetséges grafikus megjelenitést generalni. Az oszteoporotikus és egészséges
egyedek szeparacioja csupan az objektumok score értékei alapjan all eld, megvalaszolva a
kérdést: a két csoport atfed6 vagy elvalik az egyetlen kanonikus tengelyen.

Egy praktikus korlatja a CVA-nak, hogy a valtozok (gének) szdma nem haladhatja meg a
vizsgalati objektumok (paciensek, esetiinkben 17) szamat. Ily mdédon szdmos CVA-t
futtattunk kiilonféle logikai alapon csokorba szedett gének (6. tdbldazat) felhasznalasaval.
Teszteltiik, hogy bizonyos szarvas géncsoportok hogyan befolyasoljak az oszteoporotikus
¢és nem oszteoporotikus egyedek elvalasat.

Tovabba, hogy teszteljik, hogy bizonyos szarvas gének hogyan befolyasoljak az
oszteoporotikus és nem oszteoporotikus egyedek elvalasat a 10 human referencia génnel (5.
tablazat, 6 tabldzat), diszkriminancia analiziseket végeztiink gimszarvas-ember gén
kombinaciokkal is. Mivel esetiinkben 15 volt a gének maximalis szama, a 10 referencia gén
mellé hozzarendeltiik az dsszes lehetséges 5 génes kombinacidjat a 9 gént magaba foglald
5. szam génszetnek (6. tabldzat), majd lefuttattuk a CVA-t az Gsszes, szam szerint 126
5+10-es kombinaciora.

Az analiziseket a SYNTAX 2000 [70] programcsomaggal hajtottuk végre.
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4. EREDMENYEK

Az, hogy a gimszarvas agancs novekedése csakis a vazcsontozat oszteoporozisa
aran valosulhat meg, idehaza 1978-ban fogalmazddott meg. Az év aprilisa és augusztusa
kozott a gemenci erdé szonvovai teriiletén Orosz Laszlo professzor egy szarvasbikakbol
allo rudliban figyelte az agancsok fejlddését. Az elfogyaszthatdo novényi taplalék asvanyi
anyag tartalma alapjan ugy becsiilte, hogy egy 7-8 kg-os agancs esetében a bevitt kalcium
mennyiség mintegy a felét biztositja a sziikségleteknek. Evekkel késibb ezen felvetés
alapjan indult el ez a kutatasi téma a csoportban. A kutatomunka soran nehezen fellelhet6,
szorvanyos irodalmakbol és személyes kozlések alapjan kideriilt, hogy a munkat
kezdeményezd felvetést télink fiiggetleniil masok is megtették. Egy 1968-bol szarmazo
publikacio [59, 60] metszetekkel tamasztotta ald a jelenség — id6kozben a ciklikus
fiziologids oszteoporozis terminus technikussal illették — létezését. Mintavételezéskor a
realis kivitelezhet6ségre és az operaciok megfeleld idézitésére kellett odafigyelniink, amely
hosszu eldkészitést és szervezést igényelt. A fotok a lengéborda mintak sésavval kezelt és
zsirtalanitott vékony lapjairol és a megfelelé scanning elektronmikroszkopos felvételek (9.
abra) azért késziiltek, hogy igazoljuk a mintavételezési idopontok helyességét. A jo
idozitést a Boészénfan dolgozd vadgazdasagi szakemberek ¢és hivatasos vadaszok
tapasztalatanak és lelkiismeretes egyiittmiikodésének koszonhetjiik.

Az elhatarozasunk az volt, hogy a gimszarvas vazcsontozataban az oszteoporozis és
regeneracio agancsciklushoz kotott kialakulasaban szerepet jatszo géneket illetve
szignaltranszdukcios utvonalakat azonositsunk, melyek részt vehetnek az emberi
csontritkulas kialakuldsaban is. Atfogd valaszadashoz kézenfekvé modszerként adodott,
hogy microarray hibridizalassal talaljuk meg a gimszarvas mintakban szignifikansan eltérd
mértékben expresszalodd géneket. Azonban — s nem csoda — a mai napig nem létezik
gimszarvas microarray, s amikor a munkahoz hozzalattunk, a Bos taurus chipek sem voltak
teljesek illetve széles korben elérhetok. El6z6 vizsgalati eredményeink [56, 57] az emlés
fajok és gimszarvas génjei kozott magas, 90-95% mRNS szekvencia homolégia szintre (5.
tabldzaf) utaltak. Igy megbizhato és megvaldsithatd alternativanak kinalkozott, hogy

interspecifikus microarray hibridizalassal deritsiink fényt a génexpresszios kiilonbségekre.
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4.1. A gimszarvas lengéborda mintik expressziés mintazatanak

osszehasonlitasa, az interspecifikus microarray hibridizalas eredményei

Els6 1épésként a godolldi laboratoriumban beallitott modszerrel a csontszovetbdl
direkte mRNS-t izolaltunk, amelyet két iranyban dolgoztunk fel. Egyrészt, ennek kozvetlen
felhasznalasaval, elkésziilt a harom expresszios konyvtar lambda fag vektorban; masrészt
az mRNS-re a cDNS microarray probakészitéshez volt sziikség. Figyelembe véve, hogy 2-3
cm-es borda darabkak vékony kompakt héjbol és szivacsos allomanybol felépiild
csontszovetébdl nem juthattunk annyi mRNS-hez, amely az egész kisérletsor
megvalositasahoz elegendé lett volna, az mRNS mintdkat sokszorozni kellett. PCR
technikat mell6z6, in vitro transzkripcion alapuld linearis amplifikacioval tudtuk
biztositani, hogy az mRNS poolokban az egyedi mRNS-ek aranya ne véltozzon. fgy tehat
az amplifikalt borda mRNS mintainkkal parban 40 000, human géneket reprezentalo cDNS
chipre hibridizaltunk human probara standardizalt, azaz szigort hibridizacios koriilmények
kozott. Harom osszehasonlitasra volt lehet6ség, Osszevetve az
(1) oszteoporotikus és 6szi nyugalmi kontroll, az
(2) oszteoporotikus és regeneralddo illetve a
(3) regeneralodé ¢és kontroll allapoti gimszarvas lengébordak expresszios mintazatat. Az
oszteoporotikus borda mintakat a gimszarvas agancs exponencialis névekedési fazisaban,
mig a regeneralodo borda csontot az agancshantés, a barka ledorzsolésének idején emeltiik
ki; azaz a legfontosabb ¢s legjobban definialhat6 idépontokban.

Csupan az ¢lettelen kisérleti szempontokat tekintve persze elonydsebb lett volna az
agancsciklus tobb pontjan mintavételezniink, azonban az allatok elhullasanak kockazatat ez
erételjesen emelte volna. Ennek okan, illetve a szigort hibridizacios kondiciok alkalmazasa
miatt valosziniileg elveszitettikk a folyamat fazisaiban differencialtan aktiv miikodésii
gének egy részét, azonban az utobb emlitett koriilmény a microarray hibridizalas soran
kapott nyers adatok megbizhatosagat is novelhette.

Mindosszesen 167 kétszeres vagy annal nagyobb génexpresszios eltérést detektaltunk,
mely 138 eltéré gént jelent, s melyek koziil 29 egynél tobb osszehasonlitasban is
felbukkant. Az expresszios kiilonbségek a kovetkezOk szerint oszlottak meg:

(1) oszteoporotikus versus 6szi nyugalmi kontroll 6sszehasonlitasban 57 gén upregulalt és

2 downregulalt;
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(2) oszteoporotikus versus regeneralodd Osszehasonlitdsban 22 upregulalt és 27
downregulalt; mig

(3) regeneralodd versus kontroll allapotu szdvetmintak viszonylatdban 3 up- és 56
downregulalt gént mutattunk ki (/. mellékiet).

A 138 eltérd gén kozott szembedtld volt a Wingless szignaltranszdukeios utvonalhoz
tartozo 5 gén, illetve 7 matrix proteineket kodolo gén jelenléte (1. melléklet).

Itt jegyezziik meg, hogy csupan azok a gének, amelyek a (3) Osszehasonlitasban jelennek
meg, hozhatok Osszefiiggésbe a csontépitéssel és a remodelinggel, mig a masik két
Osszehasonlitas  génjei  Osszefliggésben  lehetnek  akar  csontvesztéssel — akar
csontregeneracioval. A hipotézis, hogy a csontregeneracié korai jelei észlelheték a
csigolydkban és bordakban a barka hantasanak idején, a mintavételezésnél tortént
anatomiai megfigyeléseink is alatimasztjak, miszerint a csigolyatestek erdsen kocsonydas-
kollagéndus képet mutattak.

Kisérleteink hosszu tava célja az, hogy olyan eddig nem jegyzett gének keriiljenek a
latokoriinkbe, melyek a human csontritkulds kialakulasaban, esetleg gyodgyitasaban
tolthetnek be szerepet. Ehhez a szarvas ciklikus oszteoporozisanak megfigyelése szellemes
megkozelitésnek igérkezett, s ebben a kontextusban a heterolog microarray hibridizalas
eredményeit egy nyers kiindulasi génhalmaznak tekintettiik tovabbi szelekciohoz.

A microarray hibridizalas eredményeinek Northern alapu validalasahoz nem allt
rendelkezésiinkre elegendé amplifikalatlan gimszarvas borda mRNS s az amplifikalt RNS
hasznalata Northern hibridizacié vagy egyéb, microarray kisérletet validalé procedira
soran nem elfogadott. Nem tekintettiik sziikségszertinek a Real-Time PCR alapu igazolast
sem. Hiszen a vizsgalatok nem a gimszarvas ciklikus fiziologias csontritkulasanak a behatd
megismerését tiizték ki f6 célul, hanem a jelenség vizsgalata soran felbukkant gének
meritésil, iranyadoul szolgalhattak a human csontanyagcserét, csontritkulast befolyasolo,
eddig azonositatlan genetikai faktorok kutatdsa soran. Mindazonaltal szamos gimszarvas
ortolog génnek egy-egy szakaszat Zoo-Cloning eljarassal klonoztuk s szekvenaltattuk is a
klonokat (4. tabldzat, 2. melléklet).
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4.2. Human involuciés oszteoporotikus és nem oszteoporotikus, kontroll

mintak génexpresszios szintii vizsgalata Real-Time PCR médszerrel

gy gondolkodva tehat a 138 génbdl néhany szubjektiv szelekciés szempont
figyelembevételével kivalogattunk 25 gént, melyek human ortologjainak expresszids
mintazatat involucios, idéskori emberi oszteoporozis (tovabbiakban oszteoporozis) kapcsan
vizsgalni kivantuk (5. tabldzat, 2. mellékiet):

- Belevettiik a valogatasba az 5 Wnt gént (CTNNBI, LRP4, NLK, TCF7L2, WIFI) és 6
matrix gént (COLIAI, COL3A1, COL5A42, FNI, MGP, TIMP2), mivel ezek a gének
szembeszokon reprezentalva voltak a microarray eredményei kozott.

- Azonos csaladba tartozo 2 gént, a FABP3 és FABP4 géneket szintén kivalasztottuk,
mivel kapcsolatban allnak az adipocita és oszteoblaszt differenciacioval;

- az OSTFI-et a remodelingben bet6ltott potencialis szerepe [71] miatt szelektaltuk ki;

- a TRIB2 agancs-specifikus gént [56] és

- szamos egy¢b gént (ATP2A2, BIGI, CKB, EIF3S4, ENOI, FKBP2, IGSF4, SFRS7,
SOX4, TMSB4X), melyeket eddig nem azonositottak, mint oszteoporozisban szerepet
jatszo faktorokat.

E 25 gén igen sokszinii képet mutat a cellularis lokalizacié (extracellularis tér, membran-
spanning, citoplazmatikus, nuklearis), a signaling (Wingless, MAPK, protein tyrozin kinaz
pathway) és funkcioik (extracellularis matrix struktur fehérje; nukleinsav-, protein- és lipid-
kotd; enzim; transzkripcios faktor; vagy sejt adhézioban, migracioban, proliferacioban,
differenciacioban, RNS splicingban, protein foldingban vagy lipid transzportban jatszanak
szerepet) tekintetében is.

Mint a szakirodalomban ismert human oszteoporozis-referencia géneket, a kovetkezd 10

gént: ALPL, BGLAP, BGN, COLIAl, ESRI, FNI, MGP, SPARC, SPPI1 és VDR szintén

bevontuk a vizsgalatokba (5. tabldzat). Koziilik 5 génnek (ALPL, BGLAP, COLIAl, ESRI

és VDR) kiemelt szerepe van a csontritkulas klinikai diagnosztizalasa soran is. Mind a

human referencia gének, mind a szarvas ortologok (COLIAI, FNI és MGP kozosek a két

géncsoportban) expresszids intenzitasat Relative Quantitative Real-Time PCR analizissel
hasonlitottuk 0ssze n6i posztmenopauzas oszteoporotikus és nem oszteoporotikus
mintakon, majd a PCR eredményeket statisztikai modszerekkel értékeltik. A 25 human

ortolog koziil egyetlen gén, a BIGI, nem adott szignalt a Real-Time PCR soran, igy a

tovabbiakban 24 gén adataival dolgoztunk.
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5. tablazat: Az interspecifikus microarray expresszids kiilonbség és a Quantitative Real-
Time PCR adatai 32 génre.

Gén Fold Biolégiai hats PP/ M-W
neve change 10l0gial hatas PNP _teszt
_Szarvas gének
Oszteoporotikus allapot vs. Regenerilédé allapot
COLIAI 4776  csont szerves matrix 90%-a 039 0,06
EIF354 421 0,72 0,27
TIMP2 3,72 MMP-k inhibitora 0,65 0,07
SFRS7 3,68 0,9 0,96
az 1. tipusii kollagén fibrillumok
COL5AZ 32T vekedését regulilja 0.7 054
tumor szupresszor aktivitas, ndvekedési
ENOL 231 iinibitor hatss 0.98 0.6
LRP4 227 endocitozis, a Wnt signaling pathway 078 0,96

potencialis negativ regulatora
COL341 2,23 csontszdvetben nyomokban van jelen 039 047
FKBP2 2,14 protein folding és vezikuldris transzport 0,58 0,16
Oszteoporotikus dllapot vs. Oszi nyugalmi kontroll 4llapot

az I. tipust kollagén fibrillumok

COL542 4,11 - i ! 0,7 0,54
novekedését regulilja

WIF1 3,99 Wat fehérjék aktivitdsit gatolja 0,86 0,96

CKB 39 részt vesz az energia homeosztazisban 0,61 081

CINNBI 339  Kanomikus Watsignaling downstream (0 3¢

e effektora
sejt-sejt interakciok regulatora, pro-

IGSF4 338  apoptotikus és onkoszupressziv 039 0,03
aktivitas

FABP4 337 zsirsav koto 2,59 0,06

COLIAI 3,36  csont szerves matrix 90%-a 0,39 0,06
sejtadhézios és migracios
folyamatokban vesz részt, kotés,

FNI 25 kolesonhatas fibrinnel, integrinnel, 101 036
kollagénnel

OSTF1 2,32 oszteoklaszt-stimulitor 1,1 042
részt vesz sejt proliferdcioban,

TMSB4X 221 igracioban és diff ialodast 0,18 0,19
elissegiti a P-catenin ttvonal aktivalasat

BIGI 2,12

FKBP2 2,1 protein folding és vezikuldris transzport 0,58 0,16

Regeneralodé allapot vs. Oszi nyugalmi kontroll allapot

FABP3 0,56 kam‘hda}h‘ }umor SZUpIesszor gén, sejt 046 0,07
—_ proliferacié negativ regulatora

MGP 0,55 mineralizaci6 negativ regulatora 0,87 0,54

MAPK aktivitas regulatora, protein
TRIBY 046 (e ion akiivitis 051 0,07
NLK 0.45 MAPK (.a “Wnl signaling pathwayt 11096
NLA g Kapcsolja dssze E g
TMSB4X 0,39  Isd. fentebb 0,18 0,19
CTNNBI 0,39  Isd. fentebb 1,04 0,38
ATP242 0,38 endoplazmatikus retikulum Ca>-ATPaz 1,71 0,81
BIGI 0,29
TCF7L2 0,24  Wntsignaling pathway regulatora 0,8 1
SOX4 0,18 PTH} es PTHrP dﬁ)wnslream hatasat 329 089
I medialja csontszovetben
SFRS 0,16 0,9 0,96
Humin referencia és diagnosztikus (vastag) gének
ALPL k depozic 041 0,02
BGLAP z oszteoklasztok aktivitasat 1,05 0,96
- isan a cslcscsonttome
BGN genetikai meghatérozasiban for%ms 052 0,09
COLIAI 476 Isd. fentebb 0,39 0,06
tamogatja az oszteoklaszt aktivitas
ESR1 Smpfesl St 0,58 0,54
FNI Isd. fentebb 1,01 0,36
MGP Isd. fentebb 0,86 0,54
- regulélja a kollagén fibrillogenezist,
SPARC cs%mlé;ilés poziﬁv regul:’llo%a, 056019
atolja a mineralizaciot és a
SPPI Temodelinget 058 023
VDR Kalcium ionok abszorpcioja bélben 1,18 0,67
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Fold change: a microarray hibridizacio soran detektalt atlagos génexpresszios eltérés, PP/PNP:
invollcidés oszteoporotikus és nem oszteoporotikus paciensek relativ quantifikdcios értékeinek
aranya, Mann-Whitney teszt: a Mann-Whitney teszt p értéke (szignifikancia szint p < 0.1).

4.3. A human oszteoporotikus és kontroll mintakban szignifikansan eltéré
mértékben expresszalodo gének meghatarozasa (egyvaltozos) non-

parametrikus Mann-Whitney U teszttel

A non-parametrikus Mann-Whitney U teszt hasznalatdval az oszteoporotikus és
nem oszteoporotikus mintdkban szignifikdnsan eltéré mértékben expresszalodd géneket
kerestiik. Statisztikusan szignifikansnak a p < 0.1 értékeket tekintettiik. A Mann-Whitney U
teszt 6 human ortolog gént detektalt: COLIAI, IGSF4, FABP3, FABP4, TIMP2 és TRIB2.
A human referencia gének kozt az ALPL, BGN és a COLI1A1 mutatott szignifikans eltérést
a két vizsgalati csoportban (5. tdbldzat). Erdemes megemliteni, hogy a COLIAI, IGSF4 és
TIMP?2 gének expresszidja éppen ellentétesen valtozott a szarvas fiziologias és human

oregedéssel jaro oszteoporozisban.

4.4. A gének kapcsolatainak feltirasa human, involuciés csontritkulas

folyamataban tobbvaltozos statisztikai modszerekkel

Mivel a 17 beteg mindegyikét szamos gén expresszids adatai jellemzik, az
egyvaltozés Mann-Whitney U teszttel lehetetlen teljességgel felfedni mindazokat az
informaciokat, amik az adatokban rejlenek; igy tobbvaltozos statisztikai modszerekhez is
folyamodtunk.

Az tovabbi analizisek eldtt azonban definialtunk néhany géncsoportot (6. tablazat, 9
tabldzat), mivel a tobbvaltozos statisztikai elemzések egyike (diszkriminancia analizis)
nem képes kezelni egyszerre nagyobb mennyiségii valtozot.

Egyrészt 1étrehoztunk olyan géncsoportokat, amelyek bizonyos logikai uton szervezddtek,
pl. funkcionalis alapon. Ezekben a csoportokban figyelembe vett gének listajat a 6. tablazat
tartalmazza.

- 1. szortiment: 5 human gén, melyek a csontritkulds jelenlegi klinikai gyakorlatdban

ismertek
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- 2. szortiment: 10 human oszteoporozis referencia gén, mely tartalmazza a
diagnosztikaban hasznalatos 5 gént valamint S5 masik, az oszteoporozis
szakirodalmaban gyakran hivatkozott géneket

- 3. szortiment: Mann-Whitney U teszt alapjan a két betegcsoportban szignifikansan
eltéré mértékben expresszalodo 4 gén

- 4. szortiment: a Wnt szignaltranszdukcios Gitvonalba tartozo6 5 gén

- 10. szortiment: 24 gimszarvas ortolog, azaz a BIGI kivételével, amely nem adott jelet a
Real-Time PCR soran, valamennyi szelektalt gén

- 9. szortiment: 18 gimszarvas ortolog, azaz a 24 gimszarvas ortolog (a 10. szortiment)
minusz a 6 matrix gén

- 5. szortiment: 9 gimszarvas ortolog, azaz a 24 gimszarvas ortolog (a 10. szortiment)
minusz 15 gén (a 6 matrix gén plusz 5 Wnt plusz 4 Mann-Whitney U teszt gén)

- A tobbi logikai alapon szervezddd szortiment a fent definialt csoportok tovabbi
kombinacioi.

Masrészt véletlenszertien, kombinatorikai alapon is generaltunk génszeteket nem véletleniil

kivalasztott két szortiment bevonasaval a kovetkez6 modon: a kombinatorikus

géncsoportok allando résztvevgje volt a mar ismertetett 10 human oszteoporozis referencia

gén, azaz a 2. szortiment tagjai, melyhez minden egyes alkalommal az 5. szortiment 9

Osszesen 126 szortimentet general. Ezek koziil csupan 6 (9. tablazat), az oszteoporotikus és

kontroll betegcsoport egyediilalloan erés elvalasat (/5. dbra, 8. tdbldzat) biztositd

szortimentet emelek ki és mutatok be, amelyek messze jobb elvalast adtak, mint a 15.

szortiment. amely a 10 human referencia génen til a Wingless géneket foglalja magaba.

4.4.1. A génaktivitasok kozotti korrelaciok vizsgalata standardizalt fékomponens

analizis (Principal Components Analysis, PCA) segitségével

Hogy kozelebb jussunk a gének aktivitdsai és azok csontszévetbeni fenotipusos

manifesztacioja kozotti kapcsolatot megértéséhez, standardizalt fokomponens analizist

(Principal Components Analysis, azaz PCA) alkalmaztunk valamennyi altalunk definialt
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6. tablazat: A tobbvaltozos statisztikai analizisek (fokomponens és diszkriminancia analizis)
soran elemzett, logikai alapon szervez6dd gén szortimentek.

5 Huméan Diagnosztikus gének
18 szarvas gén

10 Human Referencia gének

Gén szortimentek
9 szarvas gén
Szortiment 5+ 3
Szortiment 5 + 4
Szortiment 3 + 4

“l4 Szignifikins M-W teszt gének|

*|5 wat gének

S |24 szarvas gének

= | Szortiment 1+ 3

| Szortiment 1 +4

@ | Szortiment 1+3 +4
& | Szortiment 2 + 3

o | Szortiment 2 +4

& | Szortiment 2 +3 +4
| Szortiment 2 + 5

-
™
s
S
=
®
©
=
=
=
=
—
=
=
=

Gimszarvas gének
ATP242 3

BIG1
CKB o (o |o .
coLiAl
CcoL3A1
COL542
CTNNBI . o |o
EIF3S4
ENOI1
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3
L]
:

OSTFI
SFRS7
SOX4
TCF7L2 .
TIMP2
TMSB4X o o |eo
TRIB2 . . .
WIF1 . . . .
Humain gének
ALPL 3
BGLAP | o
BGN
coLial
ESRI
FNI1
MGP
SPARC
SPP1
VDR o |o o [ |o
Tobbviltozés statisztikai analizis

PCA o (o |o

o [o [0 [o [ [e Jo Jo [o Je
CVA |o |o |o |o |o |o |o |. | l l. lo lo lo lo

2
Bl
.
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A tomott fekete pottyok az adott szortimentbe tartozo géneket jelzik. Megjegyzés: azok a kozos
gének (COLIAI, FNI, MGP), amelyek mind a human, mind a szarvas ortologok kozott
szerepelnek, a szortiment szelekcids szempontjainak megfeleléen csak az egyik sorban vannak
jelolve.
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gén szortimentum (6. tabldazat) esetén. Az involicids oszteoporozisban szenvedd ndk
csoportja meglehetdsen homogénnek mutatkozott, szinte valamennyi altalunk vizsgalt gén
esetében csokkent expresszios aktivitas jellemzi.

A 13. dbran két olyan PCA ordinacio lathatd, amelyek csakis human oszteoporozis
referencia géneket tartalmazé géncsoportokat elemeznek (1 és 2 szortiment). E két
eredményt vethetjiik 0ssze egy csak szarvas géneken (9 szortiment) illetve egy masik, a 10
human referencia gén és 9 szarvas ortolog kombinacidjan (/3. abra) alapuld fokomponens
analizissel. Valamennyi PCA eredménye megtekinthetd a 3. mellékiletben.

Figyelembe véve a konvex poligonok atfedd teriileteinek méretét illetve a paciensek
pozicidit — annak ellenére, hogy a fokomponens analizis nem az objektumok elvalasat
hivatott reprezentalni — az oszteoporotikus és kontroll vizsgalati anyagok diszkréten
csoportosulnak az /3. dbran feltintetett valamennyi — ugyanigy a csupan szarvas
ortolégokon, mint ahogyan humdn és szarvas gének kombindcidin vagy tisztdn human
géneken alapuld — géncsoport esetén. Az 1 szortiment esetében, mely 5 human
diagnosztikédban hasznalatos gént tartalmaz, joval gyengébb a csoportok elvalasa.

A 17 szortiment esetén a biplotot is mutatjuk, mely a gének kozotti korrelacios matrixbol
kiindulva a betegek és a gének egyideji ordinacidjat abrazolja. A kanonikus Wingless
signaling CTNNB és a putativ Wingless negativ regulator LRP4 géneket reprezentald
vektorok altal bezart kicsiny szog a két génaktivitas kozotti figyelemreméltéan erds
korrelaciot mutatja (/3. abra 17%). Az eredmények sziiletésének idején még csupan
feltételezhettiik, hogy az LRP4 a Wingless utvonal génjeinek sorat gazdagitja. Ma mar

Ohazama ¢és mtsai munkdja [72] alapjan ezt tényként allithatjuk.
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Gene sortiment 1

Gene sortiment 17

Axis 2

Axis 1

Gene sortiment 17%

Axis 1

Gene sortiment 9

Axis 2

Axis 1 Axis 1

13. abra: Standardizalt fokomponens analizis, PCA, a 7 oszteoporotikus és 10 nem
oszteoporotikus paciens csontmintainak génexpressziés mintazata alapjan. A konvex poligonok a
két betegcsoportot szimbolizaljak az elsé és maésodik ordinacios tengelyen az 1. 2, 9 és 17
szortiment esetén. A PCA biplot (17*) a 17 szortiment esetén mutatja a komponensek kozotti
korrelaciokat. A gén szortimentek (1-17) listajat a 6. tablazat foglalja magaba. Az involacids
oszteoporozisban szenvedd betegeket (PP) fehér szinli, mig a posztmenopauzas, nem
oszteoporotikus kontroll csoport tagjait (PNP) fekete konvex poligon jeldli. Lathato, hogy a két
csoport leginkabb a 17 szortiment esetében kiiloniil el egymastol, leggyengébben az 1, mig kdzel
azonos mértékben a 9 és 2 géncsoport esetében. A biplot abraja szemlélteti a kanonikus Wnt
utvonal CTNNBI és LRP4 génjeinek expresszidja kozotti erés korrelaciot. (Tovabbi PCA
eredményeket a 3. melléklet tartalmaz.)
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4.4.2. A génszetek diszkriminativ erejének vizsgalata diszkriminancia analizis

(Canonical Variates Analysis, CVA) segitségével

A génexpresszios eltérések adatait diszkriminancia analizissel (Canonical Variates
Analysis, azaz CVA) is elemeztiikk. Egy praktikus korlatja a CVA-nak, hogy a valtozok
(gének) szama nem haladhatja meg a vizsgalati objektumok (paciensek, esetiinkben 17)
szamat. Ily modon kiilonféle logikai alapon csokorba szedett gének felhasznalasaval
teszteljiik, hogy a gimszarvas bikak ciklikus fiziologias oszteoporozis génjeinek human
csontszOvetben mért aktivitdsa képes-e egyértelmiien elkiiloniteni egymastol az
oszteoporotikus és nem oszteoporotikus személyek halmazat. Ha a szamos jeloltbol
kivalogatjuk az elvalast leginkabb tamogatd géneket, akkor a leger6sebb diszkriminativ
erével bird génszet(ek) kombinatorikus esszék soran at megtalalhatok. Ezek a szetek a
késobbiekben diagnosztikai kitek alapjaként szolgalhatnak.

A humén, szarvas és kombinalt gén szortimenteken (6. tablazat) futtatott CVA-k
eredményei egyértelmiien megmutatjdk szamunkra, hogy a szarvas gének értékes
diagnosztikai erével birhatnak. (/4. és 15. abra, 7. és 8. tablazat). Megfigyelhetd, hogyha
o6nmagaban a szarvas gének human ortologjain alapszik a CVA, akkor élesebben valnak el
a betegek a kontroll csoporttél, mint a human diagnosztikus illetve referencia gének
esetében (/4. abra: 6,7, 8 szortiment versus 1, 2).

Ha a szortimentekbe — akar a human akar a szarvas géneket tartalmazoba — belefoglalom a
Wingless géneket is, szignifikansan javul az elvalas (/4. abra: 7, 8, 12, 13, 15 szortiment
versus 1, 2, 3, 5). Mindamellett 6nalléan hasznalva 6ket nem valasztjak el élesen a
porotikus és nonporotikus human egyedeket (/4. dbra: 4 szortiment). Kiilonosen éles
elvalast tapasztalhatunk a Wingless gének 10 human referencia génnel alkotott
kombinacioja esetén (/4. abra: 15 szortiment).

Azok a géncsoportok, amelyek a Mann-Whitney tesztben szignifikans 4 gént foglaljak
magukba, szintén kétséget kizaréan valasztjak el a két embercsoportot (/4. dbra: 6, 13
szortiment) mi tobb tokéletesen elkiilonitik azokat (/4. abra: 14 szortiment). A paciensek

CVA score értékeit az 7. tablazatban foglaltuk 6ssze.
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7. tablazat: A human és szarvas ortolog génekb6l logikai alapon képzett gén szorti ken alapulo diszkrimi; i lizisek (CVA) talalati
értékei: nem oszteoporotikus (fekete hattér) és korral jaré oszteoporozisban szenvedd (fehér hattér) paciensek. E tablazat score értékei alapjan késziilt a /4.
dbra.

) )
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14. abra: A logikai alapon szervez6dé gén szortimenteken alapuld diszkriminancia
analizisek (Canonical Variates Analysis, azaz CVA) eredményei. A fehér téglalapok a 7 involucids
oszteoporozisban szenvedd, mig a fekete lapok a 10 posztmenopauzas, de nem oszteoporotikus
egyedet szemléltetik. A logikai alapon szervez6d6 szortimenteket a 6. tdbldzat definialja. Az
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oszteoporotikus és kontroll egyed eredetii mintakat élesebben kiilonitik el a csak szarvas ortologot
magukba foglalo génszetek (6, 7 és 8 szortiment versus 1 és 2 szortiment). A legerésebb az elvalas
a 15 sortiment esetében, amely a 10 human referencia gént és a Wnt géneket foglalja magaba. A
Wingless faktorok hozzaaddsa barmely szortimenthez fejleszti az adott szortiment diszkriminacios
erejét (7, 8, 12, 13 és 15 szortiment); ugyanezt tapasztaljuk a Mann-Whitney tesztben szignifikans
gének hozzaadasat kovetden is (6, 13 és 14 szortiment).

Diszkriminancia analizist 126 kombinatorikus uton létrehozott géncsoporton is
futtattunk: a szortimenteket tigy allitottuk Ossze, hogy minden esetben tartalmazzak a 10
human referencia gént valamint a 6. tablazat 5. szortimentjéb(’il ismétlés nélkiil kiemelt 5
Az elvalas az oszteoporotikus és nem oszteoporotikus csoport kozott kifejezetten éles volt a
126-bol 6 esetben (15. dabra: 25679, 13569, 12359, 23589, 45679, 23567 szortiment versus
15, 2 szortiment). Extrém diszkriminativ erével bir a 23567-es géncsoport, mely a human
referencia géneken tal a CKB, EIF3S4, FKBP2, OSTF1 és SFRS7 szarvas ortologokat
tartalmazza. Figyelemreméltd, hogy mind a 6 kiemelt kombinatorikus géncsoportban
megtalalhato az FKBP2, illetve 1 kivételével valamennyi tartalmazza a TMSB4X gént (9.

tablazat).

8. tablazat: A kombinatorikus esszén alapuld diszkriminancia analizisek (CVA) score
értékei nem oszteoporotikus (fekete hattér) és oszteoporozisban szenvedd (fehér hattér) paciensek
esetén. E tablazat score értékei alapjan késziilt a 15. dbra.
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15. abra: A kombinatorikus esszéken alapuld diszkriminancia analizisek (Canonical
Variates Analysis, azaz CVA) eredményei. A fehér téglalapok a 7 oszteoporozisban szenvedd, mig
a fekete lapok a 10 nem oszteoporotikus egyedet szemléltetik. A kombinatorikus géncsoportokban
szerepld, 1-9-ig szamozott géneket az 9. tablazatban listaztuk. Az oszteoporotikus és kontroll
betegcsoportot a 15 és 2 gén szortimenttel dsszehasonlitva élesebben valasztja el a 25679, 13569,
12359, 23589, 45679 és a 23567-es gén szortiment. A 23567. gén szortiment extrém mértékben
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szeparalja az oszteoporotikus és kontroll betegcsoportot. Figyeljik meg az eltér6 talalati skalat ez
utobbi esetben. A kombinatorikus génszetek neveit (pl. 23567) a benniik szereplé gének
sorszamaibol (9. tabldzat) alkottuk.

9. tablazat: Az 1-9-ig szamozott gének és eléfordulasuk a 6 legjobban diszkriminald
kombinatorikus géncsoportban (/5. dbra).

Gén No Eléfordulas

FKBP2 5 e o o o o o
TMSB4X O o o o o o
CKB 2 o o o o
EIF3§4 3 o o o«

OSTFI 6 o o o«
SFRS7 7 o o«
ATP242 1 = »
ENOI 4 -
SOX4 8§ o

4.4.3. Nagyszamu csontgén expressziés adatainak elemzése standardizalt

fékomponens analizis (Principal Components Analysis, PCA) moédszerrel

Kisérleteinkkel parhuzamosan ¢és veliink kooperacioban a SOTE 1. szamu
Belgyogyaszati  Klinikdaja olyan géneket vizsgalt [66]. amelyek szerepe a
csontanyagcserében a szakirodalom alapjan ismert. A csoportunkban zajloé agancsfejlédés
kutatasok soran szintén felmeriilt néhany a csontanyagcserében vélhetéen fontos szerepet
jatszo gén neve [56, 57]. Adodott a lehet6ség, hogy mindezen faktorok expresszids
mintazatat rogzitve az eddigi oszteoporozisban szenvedé és kontroll csoport
csontmintdiban, fékomponens analizissel kiséreljik meg feltérképezni az egymadssal
szorosabb korrelacidban mitkodd gének halmazait.

Az Osszesen 107 gén expresszios adatait magaba foglald korrelaciés matrix a /6. abran
lathat6 vektorrengeteget adta eredményiil. Ha az eltérd szignaltranszdukcios Gtvonalakhoz
tartozd géneket kiilonb6zé szinekkel illetjiik, a /7. dbran szemléltetett, az eldbbinél
rendezettebb kép bontakozik ki. Ha a PCA biplot képét intuitive elemezziik: az 6sztrogén
hatasu gének felhdjében a BMP-Hedgehog és a Wingless szignaltranszdukcids ttvonal
génjei jelennek meg. Az egyes utvonalakhoz tartozd gének vektorai altal bezart

hegyesszogek a génmilkddések kozotti erds korrelaciot jelenitik meg. Ha azonban a két
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kaszkad génjeit reprezentald eredd vektorok altal bezart szoget figyeljiik meg, az kozel 90°.
E derékszog a két szignaltranszdukcios utvonal egymastol fiiggetlen mitkodésére utalhat az
involuciods csontvesztés folyamata soran.

gy az abra tovabbi érdekes kérdéseket vet fel: Létezhet-e, hogy az Gregedéssel jard
csontritkulas kialakulasat egymastol fuggetleniil, két eltéré génkaszkadban bekovetkezett
rendellenesség magyarazhatja? Tehat elofordulhat, hogy két eltérd tipusu és eltérd
gyogyszeres beavatkozast igényld csontritkulasrol — beszélhetink az  involicios

oszteoporozis kapcsan?
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16. abra: Gimszarvas ortologokon til a szakirodalombol mar ismert gének expresszios
mintazatat is rogzitettiik az oszteoporotikus és nem oszteoporotikus csontmintakon. Ezen adatok
felhasznalasaval késziilt az itt 1athato fokomponens analizis biplotja.
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orizat BMP + Hedgehog signalling
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17. abra: Gimszarvas ortologok ¢s a szakirodalombol mar ismert gének expresszios adatai
alapjan késziilt fékomponens analizis szinezéssel elemzett biplotja. rozsaszin: BMP-Hedgehog

utvonalban szerepet jatszo gének, z6ld: Wnt Gtvonalban szerepet jatszo gének, narancs: dsztrogén
hatast gének
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5. MEGVITATAS

Az ortolog gének szintjén az ember és a gimszarvas nagyon hasonl6 (2. mellékiet).
Az interakcidk eltérései azota formalodtak, amidta elhagytak a kozos 6st mintegy 70-80
milli6 évvel ezeldtt a Kréta és Paleocén idején. A csontritkulas, mint fenotipus mind az
ember, mind a gimszarvas evolucios fejlédésében megjelenik. Ennek egy kiilonleges
formaja a szarvasbikdkban évrél-évre jelentkezd ciklikus fiziologias oszteoporozis, mely az
agancsképzéshez kotott, ily modon indirekt jarulva hozza a reprodukci6 sikerességéhez.
Ezzel ellentétben a human csontritkulas egy évek soran lappangva eléretord patologias
folyamat, ami leggyakrabban a menopauzaval 6sszekothetd. Tehat a reprodukcios idon tul
megjelenvén a szelekciés nyomas szempontjabol neutralis forma. Ismert, hogy mind a
gimszarvas [73], mind az ember csontritkulasa az alacsony periférias 6sztron szinttel van
Osszefiiggésben. Mikozben tudataban vagyunk a lehetséges eltéréseknek, ugy gondoljuk,
hogy a kéttipusu oszteoporozis mogott hiizodd génexpresszidos haldzat szamos génben
atfed.

A csont asvanyi anyag vesztést két antiparallel folyamat, a csont reszorpcio és csont
depozicio eltolodott egyenstlya eredményezi. A harom kollagén gén magas expresszios
szintje mind porotikus, mind regeneralodd csontban, illetve az FNI és TIMP2 magas
expresszios szintje a szarvas porotikus borddiban az agancs intenziv ndvekedése idején arra
utalhat, hogy a vazelemek antlerogenezissel kapcsolt csontritkuldsa a human
posztmenopauzas oszteoporozishoz hasonld magas turnoverrel jar. Az adatok azt is
sugalljak, hogy a skeletalis regeneracidhoz kothetd génexpresszids valtozasok azon
nyomban elindulnak, amint az agancsépités és az 6t kiséré oszteoporozis eléri csucspontjat
(kés6 majus-kora junius). Ezen gének két fajban detektalt reverz expresszios kinetikaja — a
turnoverbeli eltérésen til — talan a gimszarvas fiziologias és human patologias csontritkulas
kozotti alapvetd eltérésre mutat ra. A szarvas felteheten felporgetett csont turnoverd
csontritkulasanak mechanizmusat még kutatjuk.

A gimszarvas ciklikus oszteoporozisa soran kialakuld erételjesebb génexpresszios
valtozasokat kovetve kiemelhettiink egy néhany gént, melyek csontmetabolizmus
tekintetében wjak és eddig nem keriiltek az orvosbioldgiai kutatasok latoterébe. A kiemelt
gének human ortologjainak expresszios aktivitasat figyelembe véve vilagosan ¢és

megbizhatoan elkiilonithetjik az egészséges ¢és csontritkult egyedeket egymastol;
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¢élesebben, mint azt az eddigi klinikai gyakorlatbol és kutatasokbol ismert gének lehetévé
tettek.

Az azonositott gimszarvas gének harom csoportja érdemel kiilonds figyelmet: a Mann-
Whitney U tesztben szignifikans eltérést mutatd gének, a Wnt pathway valamint a
kombinatorikus assay génjei.

Mann-Whitney U teszt négy génre deritett fényt, melyek markansan eltéréen
expresszaltak az oszteoporotikus és nem oszteoporotikus mintakban azonos iranya
véaltozast mutatva — TRIB2, FABP3 és FABP4 — illetve reverz moédon — IGSF4 —
gimszarvasban és emberben (5. fabldzar). Ezek a gének eltérd, latszolag egymastol
fuggetlen funkciokhoz kothetdk. A Drosophila tribbles homolog 2 (TRIB2) feltiinése a
BMD kapcsan nem meglepd, mivel a fejlodé agancsban is abundans expressziot mutat [56,
74].

A TRIB2-vel ellentétben az immunoglobulin superfamily, member 4 (/GSF4) felbukkanasa
az oszteogenezisben eddig ismeretlen. Az IGSF4 proteinnek a szinaptikus sejtadhézidban
[75] proapoptotikus és onkoszupressziv folyamatokban van ismert szerepe [76].

A két zsirsav koto és szallito fehérje, FABP3 és FABP4, megjelenése a csontanyagcserében
szintén jogos lehet. Az oszteoblaszt és adipocita sejtvonalak kozds csontveldi
mezenchimalis stem sejtekbdl szarmaznak [22], igy a zsiranyagcsere és csontmetabolizmus
szignalutjainak gyokere kozos. Bruce €s munkatarsai megmutattak [77], hogy elhizott,
FABP4 vad tipusu egerekben a GDF3 — amely gatolja a BMP szignalutvonalat és aktivalja
a TGF-B/activin/nodal pathway-t [78] — szintje downregulalt. Tehat az elhizas hatasara
megemelkedd FABP4 szérum szint [79] indirekte aktivalhatia a BMP indukalta
csontképzést. Ennek megfeleléen az elhizas és FABP4 védelmet jelenthetnek a
csontritkulassal szemben. Az eredményeink nincsenek Osszhangban a fenti hipotézissel,
mivel a FABP4 szignifikansan erésebb expressziojat detektaltuk oszteoporotikus statuszi
csontban mind emberi, mind szarvas minték esetén. Erdemes azonban megjegyezni, hogy a
FABP4 ¢s GDF3 interakciojat mindeddig nem vizsgaltdk felndtt szervezetben, kizarolag
korai fejlédési stadiumokban, illetve a FABP4 expresszios szintjét mi a csontszovetben, és
nem szérumban hataroztuk meg.

FABP3 vazképzésben betoltott funkciojarol eddig nem talaltunk emlitést a
szakirodalomban. Adataink szerint a FABP3 expresszidja finoman megemelkedik a
magasabb csontdenzitasi human és gim mintakban egyarant (5. tabldzat). Nemrégiben
detektaltak a FABP3 transzkriptum és a CBFAI koexpresszidjat trabekularis csontban és a

csonthartya stratum osteogenicum rétegében [80].
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A kanonikus Wingless (azaz Wnt/B-catenin) szignaltranszdukciés utvonal
proliferaciot, differenciaciot és a mezoderma és neuroektoderma mintazatképzését regulalja
[81]. Alacsonyabbrendii gerincesekben bizonyitékot talaltak arra nézve, hogy a Wnt
pathway reaktivalodik epimorf szervregeneraciéo soran [81]. Az agancs az egyetlen
csontszerv, ami képes komplett regeneraciora [82]. A Wnt szignalit miikodése szamos
mechanizmuson keresztiil noveli a csonttomeget: progenitor stem sejtek megujulasa,
preoszteoblaszt replikacio  stimulalasa, oszteoblasztogenezis indukcidja valamint
oszteoblaszt és oszteocita apoptozis gatlasa [83]. Eddig mindossze egyetlen Wnt gén, az
LRP5, mutacioirdl irtak le, hogy osteoporosis-pseudoglioma szindromat és un. magas
csonttomeg betegséget [84, 85] okoz.

Eredményeink a Wnt gén kaszkad szélesebb korli befolyasara utalnak a korral jard
oszteoporozisban. A CTNNBI, LRP4, NLK, TCF7L2, WIFI expressziok diagnosztikus

erejét szemléltetjiik.
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18. abra: A kanonikus Wingless (azaz Wnt/B-catenin) szignaltranszdukcios utvonal elemei.
A Frizzled receptor-LRP5/6 komplex ligandkotott allapotban végeredményben gatolja a GSK3pB-t s
igy a szubsztratja, a PB-catenin nem foszforilalodhat. Ebben a stabil allapotban a P-catenin
akkumulalodhat a citoplazmaban, ahonnan a sejtmagba transzlokalodik és T-sejt specifikus
transzkripcios faktorral (TCF) ko6tédik. Ennek kovetkeztében a korepresszorokat koaktivatorok
valtjak fel a szabalyozé komplexben, amely elinditja a target gén transzkripcidjat. Wnt: wingless
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related family of proteins, Fzd: frizzled homolog family of proteins; Lrp: low density lipoprotein
receptor-related protein 5/low density lipoprotein receptor-related protein 6, WIF: Wnt inhibitory
factor, Dvl: disheveled, dsh homolog family of proteins, APC - adenomatosis polyposis coli,
GSK3p: glycogen synthase kinase-3, CK1: casein kinase 1, NLK: Nemo like kinase, TCF: Tcf
family of transcription factors (dbra adaptaci® a Wnt gene homepage nyoman
www.stanford.edu/~rnusse/wntwindow.html)

A fenti gének kozott a low density lipoprotein receptor-related protein 4 (LRP4) kiilon
figyelmet igényel, ugyanis in vitro dozis dependens modon szupresszalta a kanonikus Wnt
utvonalat, azaz potencialis negativ regulatorként a Wingless feltételezett tagjaként tartottak
szamon [86]. A PCA eredményei is alatamasztottak ezt a hipotézist, mivel a Wnt gének —
elsésorban a CTNNBI — és az LRP4 expresszidja er6s korrelaciot mutatnak egymassal (/3.
dabra 17*). Cikkink [55] 2008 kardcsonyi megjelenését kovetéen december végén
publikaltdk azt a tanulméanyt [72], amely igazolja, hogy az LRP4 transzmembran
receptorként a Wise-BMP ligand komplex megkdotésével, versengve az LRPS5/LRP6
koreceptorokkal, gatolja a kanonikus Wnt/B-catenin itvonalat.

Szerepe a csontfejlédésben egyéb iranybol is megalapozott: a csont kalcifikacdja LRP4
knock-out egerekben szignifikansan késik a vad tipustithoz képest [86]. Tovabba az LRP4
gén deficienciait kapcsolatba hoztak eltéré penetrancidji polysyndactilias esetekkel és

fogfejlodési rendellenességekkel is [87, 88].
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19. abra: Az LRP4 szerepe a Wnt/B-catenin utvonalban. A BMP ligandok és a Wise
komplexet alkotva egymassal kapcsolodnak az LRP4 receptorhoz, gatolva ezzel a Wnt
szignalttvonalat. LRP4 vagy Wise hianyaban a BMP ligandok az LRP5/LRP6-Frizzled
receptorokhoz kétédhetnek s ezzel aktivaljak a Wingless utat. (abra adaptacio Ohazama és mtsai
cikke nyoman [72])
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Ha a szamos jel6ltbol kivalogatjuk az elvalast leginkabb tamogato géneket, akkor a
leger6sebb  diszkriminativ erdvel bird génszet(ek) kombinatorikus probak soran at
megtalalhatok. Az altalunk futtatott kombinatorikus assay (/5. abra, 8. tablazat) két gén —
Immunophilin FK506-binding protein 2 (FKBP2) [89] és X chromosomal thymosin beta-4
(TMSB4X) [90, 91] — karizmatikus diszkriminalé erejére mutatott ra. A két gén egyikét sem
irtak le eddig, mint csontanyagcserében és csontfejlédésben szerepet jatszo faktort. Itt
érdemes megemliteni, hogy néhany tagja az immunofilineknek képes kozvetiteni az
immunszupresszor ~ FK506  (Fujimycin) és  cyclosporin A kalcium-fiiggd
szignaltranszdukciora gyakorolt gatlo hatasat, ezaltal okozva csontvesztést [92].

Az orvosbiologiai kutatdsokban az Osszehasonlitd genetika iranytiiként szolgal
genetikai markerek felkutatasahoz, amelyek azutan lehetdvé teszik modernebb, pontosabb
diagnosztikai eljarasok fejlesztését és célzottabb farmakoldgiai targeteket kijelolését. Az itt
alkalmazott érzékeny ordindciés modszerek a génexpresszids adatanalizis innovativ utjat
nyitjak meg.

Alkalmas lehet az expresszios mintazat felvétele a veszélyeztetett réteg kiszilirésére, a
csontritkulds elérejelzésére? Mi ennek a munkanak a jelentésége?

A csont mRNS szintjének felmérésén alapuld diagnosztika elsésorban a beteg pillanatnyi
allapotanak megallapitasara szolgalhat. Emellett hatranya, hogy invaziv mintavételezést
igényelne, mellyel szemben a klinikai rutin a kevéssé invaziv, gyorsabb ¢és
fajdalommentesebb mintavételi utakat, azaz a vérvételt, vizelet vizsgalatat stb. preferalja.
Ha jo elére prediktalni szeretnénk egy betegség kialakulasat, a beteg genetikai hatterét kell
feltérképezniink, azaz DNS alapti diagnosztikai eljarast, pl. SNP screen, érdemes
alkalmazni. A munka soran uUjonnan felszinre hozott gének alkalmas diagnosztikai
célpontok lehetnek, ehhez tovabbi analizisek sziikségesek. Kooperald partnereink a SOTE
L. Belgyogyaszati Klinikajan megkezdték néhany gén, igy az LRP4 gén SNP analizisét.

Egy masik erbfeszités a vér alapt diagnosztika fejlesztéséhez, ha szérum biokémiai
vizsgalatokat végziink és megprobaljuk tetten érni egy adott génexpresszids valtozas
kovetkeztében megvaltozott vegyiilet szérum szintjét.

A gének kozotti kapcsolatrendszer feltarasa is fontos, mert a csontanyageserét szabalyozo
szignalizacidés haloban stratégiailag kiemelt ponton all6 géneket tarhat fel, amelyek

nemcsak diagnosztikai, hanem értékes gyogyszeripari célpontként is elétérbe keriilhetnek.
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6. OSSZEFOGLALAS, TEZISEK

- Munkank soran egy eddig példa nélkiili megkozelitést alkalmaztunk: Az 6sszehasonlitd
genetikai eszkOztar segitségével egy patologiass — a human Oregedéssel jaro
oszteoporozis — és egy fiziologias — a gimszarvas ciklikus fiziologias csontritkulasa —
folyamat k6z6tt [61] vontunk parhuzamot a csontritkulas genetikai hatterének mélyebb
megismerése céljabol. (A gimszarvas ciklikus fiziologids oszteoporozis jelenségén
keresztlil a csontritkulds regeneracidjat is megtanulhatnank a természettdl, ¢&s
alkalmazhatnank a gyodgyaszatban.)

- A kapott molekularis biologiai, génexpresszios adathalmazt olyan tobbvaltozos
statisztikai modszerekkel — diszkriminancia analizis (CVA) és fokomponens analizis
(PCA) — dolgoztuk fel és kaptunk értékes informaciokat, amelyeket eddig elsdsorban
okologiai kérdések megvalaszolasara alkalmaztak.

- Kijeloltink olyan génszeteket, amelyek a korral jard oszteoporozist diagnosztizald
modszer alapjaul szolgalhatnak. Alljon itt példaként az a géncsoport, mely a human
referencia géneket kiegészitve a leger6sebben valasztja el egymastol a csontritkulasban
szenvedd és kontroll pacienseket: CKB, EIF3S4, FKBP2, OSTF1, SFRS7.

- Kiemeltiink olyan géneket, melyeket eddig nem publikaltak csontanyagcserében és
csontritkulasban szerepet jatszo faktorokként: LRP4, FKBP2, TMSB4X, FABP3,
FABP4, TRIB2.

- Ramutattunk a Wingless szignaltranszdukcids utvonal jelentdségére a csontritkulds
kialakulasaban; illetve megerdsitettiik a feltevést, miszerint az LRP4 gén a Wingless
tagja. Megmutattuk a lehetdségét annak, hogy az idéskori oszteoporozist akar két,
egymastol fiiggetlen — BMP-Hedgehog és Wnt — ttvonalban fellépd defektus is

okozhatja.
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7. JAVASLATOK

A ,,Csont és Iziilet Evtizede” jegyében igyekeztiink egy lépéssel megtoldani az utat és

kozelebb keriilni korunk egyik civilizacids betegsége, a csontritkulas genetikai hatterének

megfejtéséhez. Munkank soran megmutattuk az Gsszehasonlito genetikai eszkoztar hasznat

és erejét, parhuzamot vonva a human patologias korfiiggdé és a gimszarvas ciklikus

fiziologids csontritkuldsa kozott [61]. Az eddigi eredményekbdl kiindulva kozelebbi és

tavlati javaslataim a kovetkezok:

68

Human csont minta bank létrehozasa; tovabbi mintak génexpresszids mintazatanak

felmérése.

A prediktalt gének genetikai kapcsolatrendszerének feltarasa a tobbvaltozos statisztikai

modszereken til halozatelemzéssel; episztazis elemzéssel.
A feltart genetikai kapcsolatrendszer alapjan farmakoldgiai targetek kijelolése.

A BMP-Hedgehog ¢és Wnt szignaltranszdukcios Gtvonal szerepének és kapcsolatanak
elemzése a csontritkulas kialakulasaban.

Gének polimorfizmusainak feltarasa, SNP analizis (pl. LRP4, FKBP2); SNP mintazat-
fenotipus asszociacio vizsgalata diszkrét matematikai eszkozokkel.

Diagnosztika fejlesztés a nagy diszkriminativ erével bird gének felhasznalasaval és
szérum biokémiai vizsgéalatok, melyek az invaziv csontbiopszidval szemben a vér alapt
diagnosztikat tennék lehetdve.

Kiemelt gének funkcionalis vizsgalata, pl. LRP4, TMSB4X szerepének meghatarozasa a

csontanyagcserében, oszteoporozisban.



8. SUMMARY

Osteoporosis is one of the most common metabolic bone diseases, attacking 10% of

the population worldwide. Once the osteoporosis is diagnosed — human or model animal —,
there is no treatment available today to achieve full recovery.
Regeneration in skeletal elements is the unique feature of our newly investigated
osteoporosis model, the red deer (Cervus elaphus) stag. Cyclic physiological osteoporosis
is a consequence of the annual antler cycle. In the period of intense antler growth, the
demand for calcium and phosphate is partially filled by mobilizing minerals from the
skeleton. This phenomenon raises the possibility to identify genes involved in the
regulation of bone mineral density on the basis of comparative genomics between deer and
human.

We compare gene expression activity of osteoporotic and regenerating rib bone
samples versus autumn dwell control in red deer by microarray hybridization. Identified
genes were tested on human femoral bone tissue from non-osteoporotic controls and
patients affected with age-related osteoporosis. Expression data were evaluated by
Principal Components Analysis and Canonical Variates Analysis.

Separation of patients into a normal and an affected group based on 10 formerly
known osteoporosis reference genes was significantly improved by expanding the data with
newly identified genes. These genes include /GSF4, FABP3, FABP4, FKBP2, TIMP2,
TMSB4X, TRIB2 and elements of the Wnt signaling. Moreover, our data strengthened the
hypothesis that LRP4 is a member of the Wnt signaling pathway; even raised the possibility
that osteoporosis might develop in two independent ways, namely, due to a defect in either
the BMP-Hedgehog or Wingless signaling.

This study supports that extensive comparative genomic analyses, in our case
healthy deer and diseased human, provide a novel approach to identify genetic markers.
The highly sensitive biostatistical methods applied here may open an innovative way in
gene expression data analysis. Genes identified by the combination of comparative
genomics and statistics in this study are potential diagnostical and pharmaceutical targets
for osteoporosis prevention and treatment. The exact function of these factors in bone

biology needs further clarification.
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11. MELLEKLETEK

1. melléklet: Az interspecifikus microarray hibridizacio (i.e. gimszarvas cDNS versus 40K human ¢DNS array) eredményei. Amyalt sorok: gének,
amelyeket tovabbi vizsgalatokra szelektaltunk. Fold change: a microarray hibridizacio soran detektalt atlagos génexpresszios eltérés, a) 1-hez viszonyitott
érték, b) 0-hoz viszonyitott érték. Megjegyzések: U) Mann-Whitney U teszt szignifikans p értékei (szignifikancia szint p < 0.1); W) Wingless gének; M)
matrix proteineket kodolo gének.

Fold change Megjegy

Gén neve Accession No 2
zések
Oszteoporotikus dllapot vs. Regeneralddé allapot N a b
COLIALI: collagen. type I, alpha 1 R48844.NM_000088.Hs.172928 476 476 U M
fz{’]_;? eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 4 (delta, AA668703.NM 003755.Hs.28081 421 421
ESTs, Weakly similar to 138022 hypothetical protein [H.sapiens] T67547.,Hs.111583 373 373
TIMP?: tissue inhibitor of metalloproteinase 2 AA486280.NM_003255.Hs.6441 372 372 U M
SFRS7: splicing factor, arginine/serine-rich 7 (35kD) AA418813,,Hs.184167 3.70  3.70
COLS5A2: collagen, type V, alpha 2 AA857098,,Hs.82985 331 331 M
LAMRI: laminin receptor 1 (67kD, ribosomal protein SA) AAG629897,.NM_002295.Hs.406308 2.89  2.89
H2AFO: H2A histone family, member O AA047260,NM_003516.Hs.795 258 258
Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp586B1922 (from clone
DKEZp386B1922) AA485688, .Hs.184779 255 255
PSMD13: proteasome (prosome, macropain) 26S subunit AI279812NM_002817,Hs.230338  2.53 253
HDACS: histone deacetylase 5 Al401021.NM_005474,Hs.9028 251 251
SFRSS: splicing factor, arginine/serine-rich 5 AI263109.NM_006925.Hs.166975 233 233
ENOLI: enolase 1, (alpha) AA708342,.NM 001428.Hs.254105 232 232
LRP4: low density lipoprotein receptor-related protein 4 AI369722..H5.4930 228 228 w
ETFb: electron-transfer-flavoprotein, beta polypeptide AI364521.NM _001985,Hs.74047 224 224
TEX14: testis expressed sequence 14 Al025320.NM 031272.Hs.131572 224 224
COL3AI: collagen, type 111, alpha 1 (Ehlers-Danlos syndrome type T98612. Hs.119571 223 23 M

1V, autosomal dominant)



6L

RPLI0: ribosomal protein L10

FKBP2: FK506-binding protein 2 (13kD)

FLO! otillin 1

RBS14: ribosomal protein S14

Homo sapiens, RIKEN ¢cDNA 2010100012 gene, clone MGC:14813
IMAGE:4133274

AP3S1: adaptor-related protein complex 3, sigma 1 subunit
RPL24: ribosomal protein .24

UBE2B: ubiquitin-conjugating enzyme E2B (RAD6 homolog)
HIP2: huntingtin interacting protein 2

hypothetical protein FLJ21016

KIAA0630 protein: homeodomain interacting protein kinase 1-like
protein

MTCH?: mitochondrial carrier homolog 2

PBX3: pre-B-cell leukemia transcription factor 3

B7 protein

CLGN: calmegin

TARDBP: TAR DNA binding protein

ESTs: G-protein coupled receptor 8

KIAA1025 protein

TGFBR3: transforming growth factor, beta receptor III (betaglycan,
300kD)

USPYX: ubiquitin specific protease 9, X chromosome

EST

ESTs

POLR2B: polymerase (RNA) II (DNA directed) polypeptide B
(140kD)

Homo sapiens clone TCCCTA00142: Alport syndrome, mental

retardation, midface hypoplasia and elliy

region, gene 1

KPNB2: karyopherin (importin) beta 2

homolog of mouse quaking QKI (KH domain RNA binding protein)
hypothetical protein FLJ10276

Homo sapiens unknown mRNA

protein associated with PRK1

Al1025348.NM_006013.Hs.308332
R75820.NM_057092.Hs.227729
AA456611.NM_005803.Hs.179986
H73727.NM_005617.Hs.244621

Al016688..Hs.11565

AA460727.NM _001284.Hs.80917
AA633768.NM_000986.Hs.184582
AAS598492.NM_003337.Hs.811
H78385.NM_005339,Hs.155485
R11630.NM_025160,Hs.289069

R28649. .Hs.12259

AA121668.NM_014342.Hs.279609
W48726, ,Hs.294101
N90281.NM_006992,Hs.155586
AAT78675.NM_004362.Hs.86368
N69283.NM_007375,Hs.193989
N47087, NM033760, Hs 302161
AA449326, ,Hs.4084

N26658, .Hs.342874

W74315, Hs.401941

W52378, .

H61007. .Hs.117915

N74956.NM_000938,Hs.296014

R35245, ,Hs.326142

AA453508.

R62996. .Hs.15020
W69677.NM_018045,Hs.333149
W88792.NM_031214.Hs.300624
AA056096.NM_019006.Hs.83954

2.18
2.14
2.10
2.04

2.03

0.49
0.49
0.49
0.48
0.48

0.48

0.48
0.48
0.47
0.46
0.46
0.45
0.45
0.45
0.45
0.44
0.42
0.42

0.41

0.41
0.39
0.38
0.37
0.35

2.18
2.14
2.10
2.04

2.03

-2.04
-2.04
-2.04
-2.08
-2.08

-2.08

-2.08
-2.08
-2.13
-2.17
-2.17
222
222

222
222

-2.27
-2.38

-2.38

-2.44

-2.44
-2.56
-2.63
-2.70
-2.86
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Homo sapiens cDNA FLJ11723 fis, clone HEMBA1005314

KIAA1673
HSP105B: heat shock 105kD

Oszteoporotikus dllapot vs. Oszi nyugalmi kontroll dllapot

COL5A42: collagen, type V, alpha 2
WIFI: Wnt inhibitory factor-1
CKB: creatine kinase, brain
N63807 Riken cDNS6230425C22

CmnBI: catenin beta 1 (cadherin-associated protein) 88kDa
IGSF4: immunoglobulin superfamily, member 4
[FABP#: fatty acid binding protein 4, adipocyte

COLIAI: collagen, type I, alpha 1
EST: ial dif ati I

receptor, 8 (EDGS)

GRP58: glucose regulated protein, S8kD

H33B: H3 histone, family 3B (H3.3B)
EST

Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp586B1922 (from clone

DKFZp586B1922)

id Gop

hypothetical protein FLJ11307: spermatid perinuclear RNA binding

protein (STRBP)
FNI: fibronectin 1

ACTR3: (actin-related protein 3, yeast) homolog

ARIH: ariadne (D

E2-binding protein, 1
NCK1: NCK adaptor protein |
CGI-48 protein

hnRNP: | nuclear i

ila) homolog, ubiquit

in A1, ROA1

enzyme

ESTs, Weakly similar to AF126743 1 DNAJ domain-containing

protein MCJ

HMGN?2: high-mobility group (nonhistone chromosomal) protein 17
ST13: suppression of tumorigenicity 13 (colon carcinoma) (Hsp70-

interacting protein)

T84084, .Hs.196008 033 -3.03
N47682, .Hs.301444 029 -3.45
AA485151.NM_006644.Hs.36927 026 -3.85
;§A857098,EM 000393.Hs.82985 411 411
AA897696,NM_007191,Hs.284122 399  3.99
AA894557,NM_001823.Hs.173724 390  3.90
N63807. . 383 383
AA442092, Hs.171271 339 339
N51362, .Hs.70337 338 338
N92901. NM_001442, Hs.83213 337 337
R48844.NM_000088.Hs.172928 336 336
N47089.NM_030760.Hs.302161 268 2.68
R33030._.Hs.289101 265 265
AA608514.NM_005324.Hs.180877  2.58  2.58
W52353. 257 257
AA485688, ,Hs.184779 256 2.56
N53133.NM_018387,Hs.8215 256 2.56
R62612,.NM_002026,Hs.287820 250 2.50
N34974.NM_005721,Hs.380096 249 249
AA418032.NM 005744.Hs.181461  2.46  2.46
AA280214.NM_006153.Hs.54589 241 241
AA458968.NM_016001.Hs.6153 240 240
AA416785, Hs.397430 236 236
AA677960.NM_145261.Hs.349177  2.35 235
H93087.NM_005517,Hs.181163 234 234
H65676.NM_003932,Hs.119222 234 234

cca
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SMAP: small acidic protein

ESTs

OSTFI: osteoclast stimulating factor 1

PICALM: phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein
RABIA: member RAS oncogene family

SLC2543: solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; phosphate
carrier), member 3

CFDPI: craniofacial development protein 1

ESTs, Moderately similar to CA1C RAT COLLAGEN ALPHA
1(XII) CHAIN [R.norvegicus]

SLC25A45: solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; adenine
nucleotide translocator), member 5

SMARCA2: SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent
regulator of chromatin, subfamily a, member 2

KRML: Kreisler (mouse) maf-related leucine zipper homolog

TMSB4X: thymosin, beta 4, X chromosome

v-maf f (avian)

AA490281.NM_014267.Hs.78050
AI278518..Hs.145968
AA283693.NM_012383,Hs.95821
R59062, .Hs.7885

N69689. .Hs.3642

AA486200.NM 005888.Hs.78713
AA682613.NM _006324,Hs.296460
AA478481.NM_004370.Hs.101302

AA404486,NM_001152,Hs.79172

AA481026,NM_139045,Hs.198296

150121, .Hs.169487
AA025166.NM_004960.Hs.337761
AA056096.NM_019006.Hs.83954
AA423800, ,Hs.378209

N34436. .Hs.30250

homolog
ERF-1I: butyrate response factor 1 (EGF-response factor 1)

homolog of mouse quaking QKI (KH domain RNA binding protein)
EST

Homo sapiens cDNA: FLIJ21333 fis, clone COL02535

AP3S1: adaptor-related protein complex 3, sigma 1 subunit
PFDNS: prefoldin 5

HGRGS: high-glucose-regulated protein 8
MYPTI: myosin phosphatase, target subunit 1
TARDBP: TAR DNA binding protein

BIGI: brefeldin A-inhibited guanine

PNN: pinin, desmosome associated protein
FKBP2: FK506-binding protein 2 (13kD)
VTI2: vesicle-associated soluble NSF attachment protein receptor
ZFP36: zinc finger protein 36, C3H type, homolog (mouse)
EIF4E: cukaryotic translation initiation factor 4E

ge protein |

AA424743.NM_004926.Hs.85155
R62996._.Hs.15020

W52378.

AA026470, Hs.27865
AA460727.NM _001284,Hs.80917
AA446453.NM_002624,Hs.288856
N70528.NM_016258,Hs.20993
W32763.NM _002480.Hs.16533
N69283.NM_007375,Hs.193989
W89187,NM_006421,Hs.94631
AA707321.NM_002687.Hs.44499
R75820.NM_057092,Hs.227729
AA704511.NM_006370.Hs.169206
R38383.NM_003407,Hs.343586
AA194246,NM_001968.Hs.79306

233
2.32
2.32
2.31
231

230
227
227

225

223
222
221
221
221
2.19
2.19
2.17
2.16
2.15
2.15
2.14
2.14
2.14
2.12
2.11
2.10
2.08
2.08
2.07

233
232
232
2.31
231

230
227
227

225

225

223
222
221
221
221
2.19
2.19
2.17
2.16
2.15
2.15
2.14
2.14
2.14
2.12
2.11
2.10
2.08
2.08
2,07
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RAB2: member RAS oncogene family

UBEZ2B: ubiquitin-conjugating enzyme E2B (RAD6 homolog)
CLGN: calmegin

EIF3S6: eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 6 (48kD)
HBZ: hemoglobin, zeta

FENI/Elo2: elongation of very long chain fatty acids, LONG
CHAIN FATTY ACID SYNTHESIS PROTEIN SUR4-RELATED

Regeneri Ilapot_vs. Oszi nvugalmi kontroll dllapot

HBZ: hemoglobin, zeta

UBE2C: ubiquitin-conjugating enzyme E2C
UNCHARACTERIZED

FABP3: fatty acid binding protein 3, muscle and heart (mammary-
derived growth inhibitor)

MGP: matrix Gla protein

EWSRI: Ewing sarcoma breakpoint region 1

ATRN: attractin

Homo sapiens cDNA: FLJ22844 fis, clone KATAS5181

AP3S1: adaptor-related protein complex 3, sigma 1 subunit
HNRP HI: } nuclear rit in H1 (H)
hypothetical protein FLI10648

MPDUI: mannose-P-dolichol utilization defect 1

TRIB2: GS3955 protein

Homo sapiens cDNA FLJ14883 fis, clone PLACE1003596,
moderately similar to OLIGOSACCHARYL TRANSFERASE STT3
SUBUNIT

MGC2594

NBEA: neurobeachin

PSMBI: proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 1
hypothetical protein LOCS57187

KIAA1460: protein:trinucleotide repeat ining 6

'NLK: nemo-like kinase

S§10041: S100 calcium-binding protein A1

EIF3S6: eukaryotic translation initiation factor 3, subunit 6 (48kD)

R28020._.Hs.78305 204  2.04
AA598492.NM 003337.Hs.811 204 204
AAT778675.NM_004362.Hs.86368 203 203
AA669674.NM_001568.Hs.106673  2.03  2.03
H60173.NM_005332,Hs.272003 046 217
AA465706,NM _022821.Hs.25597 043 233
H60173.NM_005332.Hs.272003 459 459
R80790.NM_007019,Hs.93002 262 262
Al126837..Hs.164478 227 227
AA044307, ,Hs.49881 0.68 -1.47
AA460374.,H5.279009 0.65 -1.54
R32756.NM_005243.Hs.129953 0.50 -2.00
AA974817.,Hs.194019 049  -2.04
AA975103.,H5.296322 048 -2.08
AA460727.NM_001284,Hs.80917 047 213
AAG600181,NM_005520,Hs.245710  0.47 -2.13
Al1000138..Hs.13809 047 213
R77432.NM_004870,Hs.6710 047 213
AA053865.NM_021643,Hs.155418  0.46  -2.17
AA708422..Hs.183454 046 -2.17
AA625765.NM_024050.Hs.181551  0.46  -2.17
AA775279.NM _015678.Hs.3821 046 217
T68758.NM_002793.Hs.75748 046 217
AA452823, Hs.16411 045 222
AA699500. .Hs.6968 045 222
AI348580..Hs.3532 045 222
H49983.NM_006271 045 222
AA669674.NM_001568.Hs.106673 ~ 0.44 -2.27
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KATNAI katanin p60 (ATPase-containing) subunit A 1
DIS155E: NRAS-related gene

HNRPM: nuclear r

KIAA0630 protein:homeodomain interacting protein kinase 1-like
protein

RABI1A4: member RAS oncogene family

RAB2: member RAS oncogene family

HOMERIB/SYN47: Homer, neuronal immediate early gene, 1B
hypothetical protein FLI12903

CUL3: cullin 3

KIAA0874 protein

PNN: pinin, desmosome associated protein

GNS: glucosamine (N-acetyl)-6-sulfatase (Sanfilippo disease ITID)
TMSB4X: thymosin, beta 4, X chromosome

CTNNBI: catenin (cadherin-associated protein), beta 1, 88kDa
ATP2A42: ATPase, Ca++ transporting, cardiac muscle, slow twitch
KRML: Kreisler (mouse) maf-related leucine zipper homolog
PBX3: pre-B-cell leukemia transcription factor 3

HNRPAI: hypothetical protein FLJ20707

2-ass SR140: U2-assiciated SR140 protein, 2610101N10Rik

DYRKIA: dual-sp tyrosine-(Y)-phosy
kinase 1A transcript variant 1

SRM160: Ser-Arg-related nuclear matrix protein (plenty of prolines
101-like)

CSNKIA1: acidic protein rich in leucines,casein kinase 1, alpha 1
DKFZP434A043 protein

FUS: fusion, derived from t(12;16) malignant liposarcoma
hypothetical protein FLI10546

Homo sapiens clone TCCCTA00142: Alport syndrome, mental
retardation, midface hypoplasia and ellipt i

lation regulated

AA609740.NM_007044,
N54372.NM_007158,Hs.69855
AAS504272.NM 031203.Hs.79024

R28649. .Hs.12259

N69689. .Hs.3642

R28020, ,Hs.78305

AA427406, ,Hs.349150
AAT78560,NM_022753.Hs.14928
H98621.NM_003590.Hs.78946
AA918819.NM 015208.Hs.27973
AA707321,.NM _002687.Hs.44499
AA035347.NM_002076.Hs.334534
AA634103.NM_021109.Hs.378209
AA442092, .Hs.171271
AAS598624.NM_001681,Hs.1526
T50121, .Hs.169487

W48726, .Hs.294101

N93403, .Hs.334657

AA459866, . Hs.7976, KIAA0332
protein

AA676749.NM_001396.Hs.75842

R26536. .Hs.18192

AA625758.NM_001892.Hs.283738
AA481540.NM _015396.Hs.102708
AA025166,NM_004960.Hs.337761
AAT775444NM_018133.Hs.129750

R35245, .Hs.326142

region, gene 1
YWHAG: tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase
activation protein, gamma polypeptide

HNRPAI: } nuclear rit in Al

AA432085.NM_012479.Hs.25001

AA416785, ,Hs.397430

0.43
0.43
0.42

0.42

0.42
0.42
0.41
0.41
0.40
0.40
0.40
0.39
0.39
0.39
0.38
0.38
0.38
0.37

0.37

0.35

0.34
0.34
0.34
0.34

0.33

0.32
0.31

-2.33
-2.33
-2.38

-2.38

-2.38
-2.38
-2.44
-2.44
-2.50
-2.50
-2.50
-2.56
-2.56
-2.56
-2.63
-2.63
-2.63
-2.70

-2.70

-2.86

-2.86

-2.94
-2.94
-2.94
-2.94

-3.03

-3.13
-3.23
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SFRSS: splicing factor, arginine/serine-rich 5

BIGI in A-inhibited guanine nucleotid: hange proteinl
PPM1B: protein phosphatase 1B (formerly 2C), magnesium-
dependent, beta isoform

hypothetical protein

TF7L2: transcription factor 7-like 2 (T-cell specific, HMG-box)
PAPOLA: poly(A) polymerase alpha

KPNBI: karyopherin (importin) beta 1

TRP-ASP DOMAIN-CONTAINING PROTEIN (WITH WD
REPEATS)

SOX4: SRY (sex determining region Y)-box 4

SRM300: RNA binding protein, NEUROFILAMENT TRIPLET H
PROTEIN-RELATED

SFRS7: splicing factor, argini ine-rich 7 (35kD)

AI263109.NM_006925,Hs.166975
W89187.NM 006421.Hs.94631

H99661. ,Hs.5687

H05782..Hs.5324
AA029451, Hs 348412
T84483.,H5.334648
AA424912,.Hs.180446

AA873339.NM_018315.Hs.31945
N23606. .Hs.351928
AA776677.NM_016333.Hs.197114
AA418813.,Hs.184167

0.30
0.29

0.29

0.28
0.24
0.23
0.22

0.22
0.18
0.16
0.16

-3.33
-3.45

-3.45

-3.57
-4.17
-4.35
-4.55

-4.55
-5.56
-6.25
-6.25




2. melléklet: Az interspecifikus microarray expresszids kiilsnbség és a Relative Quantitative Real-Time PCR adatai 32 génre. Ac No HS: Homo
sapiens gén Accession Number azonositoja. Ac No CE: A Zoo-Cloning eljarassal klonozott Cervus elaphus gén szekvenciarészlet Accession Number
azonositoja, Fold change: a microarray hibridizacio soran detektalt atlagos génexpresszios eltérés, PP/PNP: a korral jaro oszteoporotikus és nem
oszteoporotikus paciensek relativ quantifikacios (RQ) értékeinek aranya, Mann-Whitney U teszt: a Mann-Whitney teszt p értéke (szignifikancia szint p < 0.1).
A szekvencia homologia szazalék értékét BLAST eredmények alapjan adtuk meg.

. . Szekvencia
Gén neve AcNo HS AcNoCE o Géntermék szerepe ABLAsayD 10 MW gia szint
8 CE/HS BLAST
Szarvas génck
Oszteoporotikus allapot vs. Regeneralods allapot
COLIA: collagen.type L alpha | NM 000088 EF6I0481 476 csontszerves mitrix 0% Hs00164004 ml 039 0,06  621/645 (96%)
F354; cukaryotic translation initiation NM_003755 EF619483 421 Hs00186772.m1 0,72 027  635/691 (91%)
factor 3, suburiit 4 AM_003755
g:”ﬁi;r'zf:‘“ inhibitor of NM 003255 EF619492 372 MMPkinhibitora Hs00234278 ml 0,65 0,07  522/563 (92%)
SFRS7: splicing muo:. inine/serine-rich 7 NM 001031684  EF619490 368 Hs00196708_ ml 09 096  577/618 (93%)
COL542: collagen, type V., alpha 2 NM_000393 327 :g{;,‘]"j;‘s“ kollagén fibrillumok ngvekedését Hs00169768_ ml 07 0,54
[ENOI: enolasc 1, (alpha) NM_001428 EF619484 231 :‘““,:::,’s; e aktivités, nvekedési Hs00361415_ml 098 096  744/838 (88%)
LRP4: low density lipoprotein receptor-related protein 4~ NM_002334 ; 227 ::;;‘1"‘:”1" @ Wt signaling pathway negatfv Hs00391006_ml 0,78 0.96
COL34: collagen, type 111, alpha 1 NM 000090 , 223 csoniszivetben nyomokban van jelen Hs00164103 ml 039 047
FKBP2: FK506-binding protein 2 NM 004470 EF619486 2,14 protein folding és vezikuliris transzport Hs00234404_ml 0358 0,16 470/505 (93%)
Oszteoporotikus llapot vs. Oszi nyugalmi kontroll allapot
COL5A2: collagen, type V, alpha 2 NM 000393 411 ;‘é;.;!‘}:“' kollagén fibrillumok nvekedését Hs00169768_ml 0,7 0,54
WIFI: Wt inhibitory factor-1 NM_007191 EF6I9404 399 Watfehiickakivisit giols HsO0183662 ml  0.86 096  681/744 (91%)
CKB: creatine kinase, brain NM 001823 ERGO) 39 st oncoiitn Hs00176484 ml 0,61 081  816/874 (93%)
CinnB: catenin beta | NM 001904 339 kanonikus Wt signaling downsiream effektora  Hs00170025 ml 1,04 038 853/895 (95%)
IGSF4: immunoglobulin superfamily, sejtesej interakeiok regulitora, pro-apoptotikus N
emberd NM 014333 338 e kit Hs00204937 mi 039 0,03  694/753 (92%)
FABP#: fatty acid binding protein 4 NM_001442 337 ssinav kit Hs00609791 ml 2,59 0,06 441/489 (90%)
COLIAI collagen, type I alpha | NM 000088 EF619481 336 csont szerves mitrix 90%-4 Hs00164004 ml 039 0,06  621/645 (96%)
sejtadhézios és migricios folyamatokban vesz
FNI: fibronectin | NM 000088 _ 25 résa,ktés, kilesonhatis fibrinnel, inegrinnel, ~ Hs00277509 m1 1,01 036
kollagénnel
OSTFI: osteoclast stimulating factor | NM 012383 EF610489 232 osreoklaszt-simulitor Hs00273458 ml 11 042 512/554(92%)
résat vesz set proliferdcioban, migricicban és
TMSBAX: thymosin, beta 4, X chromosome NM 021109 EF619493 221  differencidlodisban: elisegiti a prcatenin Hs00864161_gl 018 019 412471 (87%)
Gtvonal aktivalasat
BIGI: brefeldin A-inhibited guanine nucleotide- NM 006421 Ereoizs 212 4641959 90%)
exchange protein AM_006421 EF61d7%
FKBP2: FK506-binding protein 2 NM 004470 EF619486 2.1 protein folding és vezikuliris transzport Hs00234404_ml 058 0,16 470/505 (93%)

=
<



(=)
Regenerilodé dllapot vs. Oszi nyugalmi kontroll dllapot
S Kandidins tmor szupresszor gén, st
FABP3: fatty acid binding protein 3 NM_004102 ) 056 o Hs00269758 ml 046 0,07
MGP: matrix Gla protein NM 000900 A 0,55 mincralzdcid negatv regulitor Hs00179899 ml 087 0,54
TRB2: tribbles homolog 2 NM 021643 DQAIOTOS 046 gy N el protein kinds Hs00222224 m1 051 0,07  890/960 (92%)
NLK: nemo-like kinase NM_016231 EF6Io488 045 PR Watsienaling pubwayt kapesolia Hs00212076_m1 LI 096 857879 (97%)
TMSBAX: thymosin, beta 4, X chromosome NM 021109 EF619493 039 isd. fontebh HsO0864161 gl 018 019 412/471 (87%)
CinnBI:catenin beta 1 NM_001904 EF619482 039 isd. feniehb Hs00170025 ml 104 038  853/895 (95%)
. :
LIPaAz AThase, Car - ransporting, NM_001681 EF619479 038 endoplazmatikus retikulum Ca®-ATPiz Hs00155939 ml 171 081  655/693 (94%)
BIGI: brefeldin A-inhibited guanine nuclcotide- )
enchange protein] NM_006421 EF610478 029 8641959 (90%)
TCF7L2: transcription factor 7-like 2 NM_ 030756 EF619401 024 Watsignaling pathway regulitora Hs00I81036 ml 08 1 796/862 (92%)
SOK4: SRY (s deteminingregion Y) NML 003107 ] 015 TS PR downsm buisi il 02688 ST 320 089
SFRS7: splicing factor, h7 NM 001031684  EF619490 0.6 HS00196708 ml 09 096  S77/618 (93%)
Humiin referencia és di gének
"ILPL: alkaline phosphatase NM_000478 N Toviny’ SOk depoziciGyt ghtolia HS00758162 ml 041 0,02
BGLAP: ostcocalcin NM 199173 ) regulilja az oszteoklasztok akiivitisit HSOISS7813 gl 105 096
R potenciilisan a csicscsonttomeg genetikii
BGN: biglycan NM_001711 ) B e HS00156076 m1 052 0,00
COLIAI collagen, type 1 alpha 1 NM 000088 A 476 Isd fentebb HS00164004 ml 039 0,06
ESRI: estrogen receptor | NM_000125 ; ;’:\‘;}i’s““ az oszteoklaszt akivitds Hs00174860_m1 0,58 0,54
FNI: fibronectin 1 NM 212474 B sd_fenteb Hs00277509 ml 101 036
MGP: matrix Gla protein NM_000900 B Isd. fentebb Hs00179899 ml  0.86 054
SPARC: osteonectin NM_003118 : :;ﬂj’\“;z L keligcn ibrilogenerit csontp! Hs00234160 ml 0,56 0,19
SPP1I: osteopontin NM 000582 ~ ‘gitolja a mineralizaciot és a remodelinget Hs00167093_m1 0,58 023
VDR: vitamin D (1.25- dihydroxyvitamin D3) receptor NM_000376 Kalcium ionok abszorpeisia bélben HSO0172113 ml 118 0.67




3. melléklet: Standardizalt fokomponens analizis, PCA, a 7 korral jaro oszteoporotikus és 10 nem
oszteoporotikus paciens csontmintdinak génexpresszios mintdzata alapjan. A konvex poligonok a
két betegcsoportot szimbolizaljak az els6 ¢és masodik ordinacids tengelyen a 6. tablizat
szortimentjei alapjan. A korral jard oszteoporozisban szenvedd betegeket (PP) fehér szinil, mig a
nem oszteoporotikus kontroll csoport tagjait (PNP) fekete konvex poligon jeloli. A csillaggal jeldlt
biplotok a génexpressziok kozotti korrelaciokat tiikrozik.
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12. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ACTB:
ALP:
APOE:
BGP:

BMD:
BMP:
cAMP:
CBFAL:
Cre:

Ct:
CVA:
DPYD:
DXA:

ELISA:
ESR1/ERa:
EST:
G3PDH:
GDF3:
GH:
HPLC:

IL-2:
1P3:
JNK:
LB:
LH:
LRP5:
MAPK:
M-CSF:
MMP:
OVX:
PCA:
PICP:
PKA:
PKC:
PNP:
PP:
PRL:
PTH:
PTHrP:
PYD:
RANKL:
RQ:
SDS:

actin beta

alkaline phosphatase / alkalikus foszfataz

apolipoprotein E

bone gamma-carboxyglutamate (gla) protein (osteocalcin) / human
oszteokalcin

bone mineral density / csont 4svanyi anyag stiriség

bone morphogenetic protein

ciklikus adenozin monofoszfat

core binding factor 1

Cre-rekombinaz

treshold cicle number

Canonical Variates Analysis / diszkriminancia analizis
deoxipiridinolin

Dual energy X-ray absorptiometry / alacsonyabb kettds energiaji rontgen
foton abszorpciometria

enzyme-linked immunosorbent assay

estrogen receptor 1, estrogen receptor alpha / dsztrogén receptor o
expressed sequence tag

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

growth differentiation factor 3

growth hormone / novekedési hormon

High Pressure Liquid Chromatography / nagy teljesitményti
folyadékkromatografia

interleukin-2

inositol 1,4,5-triphosphate / inozitol trifoszfat

JUN N-terminal kinase, mitogen-activated protein kinase 8
Luria-Bertani taptalaj

luteinizalé hormon / sargatest serkentd hormonon
lipoprotein receptor-related protein 5

mitogene activated protein kinase

macrophage colony-stimulating factor 1

matrix metalloproteinase

ovariectomia / ovarium eltavolitas

Principal Components Analysis / fékomponens analizis
kollagén C-terminalis propeptid

protein kinase A

protein kinase C

posztmenopauzas, nem oszteoporotikus

posztmenopauzas, oszteoporotikus

prolaktin

parathormon

parathyroid hormon related peptide

piridinolin

receptor activator of NF-kappa-B ligand

relative quantity / génspecifikus mRNS-ek relativ mennyiségét jellemzi
sodium-dodecil-sulfate / natrium-dodecil-szulfat
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SNP:
SSC:
TGEp:
TNF:

TRAP:

VDR:

VDRE:

WHO:
WNT:
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small nucleotid polimorphism

konyhasos natrium-citrat

transforming growth factor B

tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2)

tartarate resistant acidic phosphatase / tartarat rezisztens savi foszfataz
vitamin D (1,25- dihydroxyvitamin D3) receptor / D-vitamin receptor
vitamin D responsive element / D-vitamin valaszolo elem

World Health Organization / Egészségiigyi Vilagszervezet

a Drosophila Wingless ortologjai
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