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1. BEVEZETES

"A regeneralds eme évente is-

métld d6é , szinte oktalannak tetszd

eré mutatvanyanak, az életenergidk e

latszolagos eltékozlasanak magyarazatat a

természet olyan titkos fiokba zarta,

melynek lakatkulcsara még ma sem sikeriilt
ratalalnunk."

Széchenyi Zsigmond (A szarvasok nyomaban)

Az eur6pai gimszarvas (Cervus elaphus) Magyarorszag faunajanak
legjelentésebb nagyvadja. A genetikai allomanyat tekintve a vildg legjobbja. A
legkivalobb trofeak tobbsége a dél-dunantuli teriileten taldlhaté (Zala, Somogy,
Baranya, Tolna, Duna-Drava Nemzeti Park Gemenc). A magyarorszagi gimszarvas
allomany nemzeti kincs, ,,hungarikum”.

A gimszarvas agancsanak fejlodése a leggyorsabb ¢és leghatékonyabb
csontfejlédés az élovilagban. Az emlésok kozott az egyetlen olyan szerv, amely évente
képes teljesen regeneralodni. Fejlédése sok hasonlosdgot mutat a csdves csontok
fejlédésével, amelyekben endochondralis csontosodassal zajlanak a csontfelépiilési
folyamatok (Rucklidge et al., 1997). Ennek kovetkeztében az agancs, mint a
csontfejlédés modellrendszere, nagy jelentségre tett szert.

A gimszarvas bikak februartol lehullatjak csontos agancsukat, amelyet szinte
azonnal az Uj agancs épitése kovet. Az agancsfejlodési periodus utolsé néhany hete a
mineralizaci6 legintenzivebb idészaka. Mivel igen rovid id6 alatt egy akar 10-15 kg-os
csonttomeget kell létrehozni, a sziikséges asvanyi anyagok mobilizalasa kizarolag a
taplalkozas utjan nem lehetséges. Igy ideiglenesen (fiziologias csontritkulast indukalva
az érintett szervekben) a vazcsontozatbol, pl. bordakbol, csigolyakbol, lapockabdl,
illetve a szegycsontbol transzportalja a szervezet a kalciumot és foszfatot az agancs
mineralizacidja soran. Késébb az asvanyi sok (julius - augusztus soran) a dus
vegetaciobol taplalkozas utjan visszapotlodnak, azaz a csontsiirliség regeneralodik a

csontvazban.



1. abra: Gimszarvasok (Cervus elaphus). A Molecular Genetics and Genomics (MGG)
cimlapjat 2011-t6] diszitdé felvétel. Hivatkozassal a folyéiratban kozolt publikacionkra.
Az MGG a nemzetkozi tudomany elséként alapitott genetikai folyodirata, Springer 1908.
(Pannon Lovasakadémia szarvasfarmja, Bdszénfa)

Az agancsképzodés és a vele kapesolt fiziologias oszteopordzis folyamata nagy
jelentdséggel bir orvos-biologiai szempontbdl is, mert rendkiviil rovid id6 alatt zajlik le
a human oszteopordzishoz képest, jo lehetdséget adva a csontépités és csontbontds
genetikai hatterének tanulmanyozasara.

A fejlett orszagokban, kozottik hazankban is civilizacidos népbetegség az
oszteoporozis, amely a lakossag 10%-at érinti. A csontritkulasnak komoly halalozasi,
¢letmindségi, tarsadalmi és anyagi kovetkezményei vannak. Jelenlegi ismereteink
szerint a csonttomeget és a csontvesztés sebességét 70%-ban genetikai, 30%-ban
kornyezeti tényezok hatarozzak meg. Minden, ami a betegség korai diagnodzisat, illetve
kezelését eldsegiti, hatalmas elérelépést jelent.

Korabbi munkank soran azonositottunk olyan géneket, amelyek eltéréen
expresszaltak a gyorsan osztodd agancsszovetekben. Az agancs jellemzdje a gyors
osztodas, amely mindig szabalyozott keretek kozott torténik, eltéréen a rakos
szovetektdl (Korpos et al., 2005; Molnar ez al., 2007; Gyurjan et al., 2007; Villanyi et
al., 2008). Azonositottunk olyan géneket is, amelyek részt vesznek a vazcsontozat

fizioldgias oszteopordzisaban (Borsy ef al., 2009).



Jelen disszertacioban kozreadott munkaban kifejlesztettiink egy ,,Agancs Chipet”,
valamint egy szarvasmarha 24K cDNS platformra alapitott heteroldg microarray
technoldgiat. Célunk az volt, hogy megvizsgaljuk a gimszarvas bika csontosod6 barkas
agancsszovetei és a vazcsontozat a génexpresszios szintjeit. Kimutattuk, hogy a barkas
agancs csontosodé részében erételjesen expresszalodik a collAl, collA2, col3A1, ibsp,
mgp, sparc €s az osteocalcin gén. Eredményeink arra utalnak, hogy a runx2 és osx
(Nakashima et al., 2002; Komori, 2010) transzkripcidés faktorok génjei fokozott
expresszidjanak kulcs szerepe van a fent emlitett gének heves mikodésében. Integraltuk
a génexpresszios és GC-MS metabolit vizsgalatok eredményeit abbol a célbol, hogy
magyarazatot talaljunk az agancs és a vazcsontozat kozotti asvanyi anyag forgalomra.
Fel kivanjuk hivni a figyelmet a gimszarvas gének lehetséges felhasznalhatosagara az

emberi csontritkulas kutatasaban és klinikai diagnosztizalasaban.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A gimszarvas, Cervus elaphus

2.1.1. Altalénos jellemzés

A gimszarvas (Cervus elaphus) a parosujju patasok rendjének (Artiodactyla)
szarvasfélék (Cervidae) csaladjaba tartozik. A szarvasfélék az egész északi féltekén
elterjedtek (Holarktikus). Az Antarktiszt, Ausztraliat, Madagaszkart, Kozép- és Dél-
Afrikat, valamint Uj-Zélandot nem népesitette be. Uj-Zélandra és Chilébe, ahol
eredetileg nem volt shonos a gimszarvas betelepitették. Uj-Zéland a vilag legnagyobb
barkés agancs ¢és szarvashus exportére.

A kérddzok koziil a homloknyulvanyosok (Pecora) focsaladjaba sorolt agancsos
szarvasfélék (Cervidae) kb. 20 millio évvel ezeldtt Kozép-Azsidban jelentek meg. A
Pliocén foldtorténeti korszakban (kb. 10 millio éve) elterjedtek valtozatos nagysagu
villas agancsu szarvasok. A koronds agancsu szarvas 6sei kb. 2 milli6 éve, a Pleisztocén
korszakban jelentek meg. A ma ismert 68 kromoszoma szamu gimszarvas rassz az
utolso jégkorszakot kovetéen a Holocén korban (kb. 20 ezer éve) kiilonb6zd
valtozatokban terjedt el a Foldon. A szarvasfélék csaladja az eliilsé végtag 6todik
labkozépesont anatomiai alakulasa alapjan Gjvilagi és ovilagi csoportra oszthat6. Hazai
agancsos vadjaink koziil az 6zek alcsaladja (Odocoileinae) az dvilagi csoportba tartozik,
a valodi szarvasok alcsaladjaba (Cervinae) sorolt ddmvad és gimszarvas pedig az
ujvilagiba.

Az agancs formaja taxonomiai bélyeg, amely a szarvasfélék csaladjan beliil a
fajok megkiilonboztetésére is alkalmas. Fajon beliill pedig az alfajok, sét egyedek
azonositasara is alkalmas (Szederjei, 1960). A Cervidae csalad 17 nemzetséget és kb. 53
fajt foglal magaba, amelyekrdl részletes leirast ad Széchenyi Zsigmond ,,A szarvasok
nyomaban” cimii konyvében (Széchenyi, 1979). Eurdpaban a legkivalobb allomanyok
Kozép-europaban és a Balkanon élnek (Magyarorszag, Horvatorszag, Szerbia,
Romania, Bulgaria). A magyar, els6sorban a dél-dunantali, allomany kivalosaga a
gimszarvas szamara optimalis él6hely meglétének és a tudatos vadgazdalkodasnak
koszonhetd. A legtobb vilagelso trofea hazankbol kertilt ki. A gimszarvasok tisztasokkal
és rétekkel tarkitott lombos (pl. tolgyes) és elegyes erdéket kedvelik, a legjobb életteret
a folyok arterei biztositjak szamukra, példaul a Duna ¢és a Drava melléke. A
gimszarvasok Un. rudlikban élnek, amelyek - a bogési iddszakot leszamitva - altalaban

csak tehenekbdl és borjaikbol vagy csak bikakbol allnak. Alfajtol fiiggden 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. Hazank
allomanyara a nagyobb méretek jellemzdek. Az ivari dimorfizmus ezen kiviil alkati és
etologiai eltérést is mutat, amelyek kozil legfontosabb a bikdkon masodlagos
ivarjellegként fejléd6é agancs. Eltekintve a borjak pettyezésétol, amely kéthonapos
korban eltiinik, a gimszarvason nincs mintazat, szdrzete télen sziirkésbarna, nyaron
vorhenyesbarna (Faragd, 2002). A gimszarvas kecses mozgasa ¢és testalkata
erdteljességgel parosul. Szaporodasi idészakuk, a szarvasbogés ideje szeptembere esik.
A borjak a kovetkezé év majusaban jonnek a vilagra. A tehenek altalaban csak egy

borjut ellenek, amely a kovetkezo ellésig marad az anyaval.



2.1.2. A trofea értékméré tulajdonsagai

A tréofea értéke két tulajdonsagtol figg, egyrészt az agancs térfogatatol, amelyért
a robosztus porcfejlédésben szerepet jatszd gének a feleldsek, amelyek kialakitjak a
trofea alakjat és térfogatat, masrészt fontos értékmérd tulajdonsaga a trofea tomege,
amely attol fiigg, hogy az allat mennyire képes a vazcsontozatabol az asvanyi anyagokat
mobilizalni az agancsaba, és milyen gyorsan tudja a vazcsontozatidban a fiziologias
oszteopordzisos allapotot regeneralni. Mivel az agancs az egyed reprodukcios
sikerességében kulcs szerepet jatszik, a porc és csontfejlodési génekre mintegy 20
milli6é éve mar pozitiv szelekcios nyomas nehezedik (Id. A 2.1.1. fejezetben).

Kezdetben a trofeat szemmérték alapjan biraltak az elsé trofeakiallitasok idején
a mult szazad végén (pl. agak szama alapjan). A szazadfordulo tajan alakult ki az az
igény, hogy a legjellemzobb kozos tulajdonsagokat irasban rogzitsék. Az 1896-os
kiallitason alkalmaztak elészor pontozasos birdlatot, majd pedig megsziiletett az elsd
igazi birdlati képlet, amelyet készitdje, a Budapesti Allatkert egykori igazgatdja a
Nadler Herbert utan, Nadler-képletnek neveztek el. Ezt késébb tobbszor modositottak

jelenleg alabbi nemzetkdzi képlet (CIC) alapjan biraljak az agancsokat:

Jobb és bal agancsszar hossz atlaga cm x 0,5

Jobb ¢és bal szemag hossz atlaga cm x 0,25

Jobb és bal kozépag hossz atlaga cm x 0,25

Jobb és bal koszori korméret atlaga cm x1

Jobb szar kormérete a szem- és kozépag kozott cm x 1

Bal szar kdrmérete a szem- és k6zépag kozott cm x 1

Jobb szar kormérete a kozépag és korona kozott cm x 1

Bal szar kormérete a kozépag és korona kozott cm x 1

Szaraz agancs tomege kiskoponyaval mérve x2

Agak szama x 1

Szépségpontok:

- Szin 0-2 pont

- Gyongyo6zés 0-2 pont

- Agvégek 0-2 pont

- Jégagak 0-2 pont

- Korona 0-10 pont

Terpesztés: 0-3 pont

Esetleges levonasok: 1-3 pont
X

170-189,9 pontig bronzérem

190-209,9 pontig eziistérem

210 ponttol aranyérem

Nemzeti kincs érték ponthatar: 240 pont



Megjegyzendd, hogy a szakérték szerint az eredeti Nadler-képlet jobban kifejezi
a trofea értékét, mint a CIC pontszam. A hazai dllomany mindsitésekor a Nadler képlet
lenne az elénydsebb, mivel jobban kifejezi az agancs robosztussagat, ,,6si” tipusat.

A gimszarvas bika 11-13 éves életkorra éri el trofeaértékének a cstcsat. A
gimszarvas agancsok trofeabiralatakor mérheté tulajdonsagokat és szépségpontokat is
figyelembe veszik, ezek Osszesitett biralati pontértéke hatarozza meg a trofea
mindsitését, az allat vadaszati értékét és a vadgazdalkodas szinvonalat.

Az agancs tehat a természetes szelekcidhoz, s ennek kapcsan a fajfenntartashoz
sziikséges fegyvere a szarvasbikdnak, de nemcsak fegyvere, hanem egyuttal a himek
dominancia jelzdje is. A jelenséget ,,display”-nek nevezziik

A kapitalis agancsu szarvasbika mar a puszta megjelenésével is tekintélyt kelt
gyengébb agancsu tarsai el6tt, és aktiv kiizdelme nélkiil ,,birtokolhatja a szarvastehenek

haremét”, s jut ez altal szaporodasi elényhdoz.



2.1.3. A gimszarvas genetikaja

A parosujju patasok géntérképezésének (kozottitk a gimszarvasénak is) az volt a
6 célja, hogy termeléssel kapcsolatos mennyiségi jellegeket (QTL) azonositsanak. A
térképezéshez két f6 markertipus hasznalhattak (O’Brien et al., 1993). Az egyik az un.
I-es tipusi markerek, amelyek a fajok kozott er6sen konzervaltak, de fajon beliil nem
variabilisak. A masik, az un. Il-es tipusti markerek csoportja, amelyek altalaban
polimorfok fajon beliil, de alig konzervaltak a fajok kozott (pl. mikroszatellitak). Az
Osszehasonlitd géntérképezés, azaz a gének helyzetének és sorrendjének fajok kozotti
Osszehasonlitasa, alkalmas a genom-szervezddés evolicios aspektusainak feltarasara,
valamint alkalmazhatd egy ismeretlen géntérképii faj géntérképének megismerésére egy
mar jol feltérképezett faj térkép adatai alapjan. A gimszarvas QTL-ek térképezésének
célja a hus- és agancstermeléssel kapcsolatos mennyiségi jellegek DNS markerekhez
kapcsolasa. Ebben segitséget nytjt az eml6sok dsszehasonlitd géntérképezése is (Orosz,
2001). A gimszarvas ¢és a milu, vagy mas néven David-atya szarvasa (Elaphurus
davidianus), keresztezése 0j fejezetet nyitott az interspecifikus keresztezések és a
kérédzok géntérképezésének torténetében. E két rokon faj estében a valos gének
sorrendje azonos a géntérképen, a gének szekvenciaja pedig nagyon erésen konzervalt.
Ugyan akkor a mikroszatellitdk mar kelléen valtozatosak. Hasonl6 a helyzet, mint a
Mus spretus és Mus musculus egér fajok estén (Bonhomme et al., 1984). A két szarvas
faj mind megjelenésilkben (az agancs, a 1ab ¢és a farok morfologidja), mind
biologiajukban (szezonalitds, betegségek elleni rezisztencia, viselkedés) jelentdsen
eltérnek egymastol, azonban kromoszoma szamuk megegyezik (2n=68) és kariotipusuk
is rendkiviil hasonl6 (Wang, 1988). A két faj hibridjei fertilisek, méghozza a Haldane
fajhibridekre vonatkozo6 szaballyal ellentétben a himek is. Ez a géntérképezéshez
sziikséges nagy egyedszamu F2 backcross populacio létrehozasanal volt rendkiviil
elényos. Megoldottak mesterséges megtermékenyitést is a backcross F2, azaz térképez6
populaciéo  létrehozasahoz:  gimszarvas x  milu  hibrid him  sperméjaval
megtermékenyitettek nagyszamu gimszarvas tehenet és a népes utdod populaciot
vizsgaltak.

A gimszarvas térképezésekor sikeresen alkalmazhatdak voltak az un. I-es tipust
markerek a kapcsoltsagi csoportok meghatarozasahoz (Tate et al, 1995). Tovabbi
térképpontok azonositasara szarvasmarha és birka mikroszatelliteket (II-es tipusu

markerek) is felhasznaltak (Slate es al, 2002). Ezek alapjan 33 autoszomalis



kapcsoltsagi csoportot azonositottak. Az igy kapott gimszarvas térkép 2532 ¢cM hosszu.
Osszehasonlitasul a szarvasmarha térképe 3532 c¢cM (Barendse et al., 1994), a birkaé
3063 cM (de Gortari ef al., 1998). A gimszarvas genom térkép rovidségének oka lehet
példaul az, hogy nem elég nagy a térképmarkerek siriisége, illetve az, hogy az
interspecifikus hibridekben a rekombinacios rata alacsonyabb. Mindazonaltal a
gimszarvas interspecifikus géntérkép alkalmas a haszonallatok Osszehasonlito
géntérképezéséhez: barmely human vagy egér gén gyorsan térképezhetd szarvasban, €s
az Osszehasonlitd géntérképezés révén gazdasagilag fontos génekre lehet kovetkeztetni,
illetve a modszer a masik iranyba is jarhatd: a gimszarvastol mas fajok felé.

A gimszarvas teljes genomja szekvenaldsat elvégezték Uj-Zélandon. A
szekvencia nem publikus. A fehérfarku szarvas vagy mas néven virginiai 0szvérszarvas
(Odocoileus virginianus) géntérképét az Egyesiilt Allamokban hatarozzak meg

(Seabury et al., 2011).



2.2. A gimszarvas ciklikus fiziologias oszteoporozisa

A gimszarvas bika vazcsontozatanak ciklikus fiziologias oszteopordzisa €s
annak regeneracidja az agancsnovekedés (éves ciklikusaga) kovetkeztében alakul ki.

A tél végének kozeledtével, mikor a nappalok egyre hosszabbak lesznek, a
szarvasbikak korcsoportonkénti késéssel elkezdik elhullajtani az el6z6 évi fejdisziiket.
Az 10j agancs képzddése néhany nappal késébb mar novekedésnek is indul, amely
mintegy 110-130 nap alatt éri el teljes kifejlettségét. Ez a folyamat rendkiviil intenziv,
akar napi 15-20 dkg-os szovetgyarapodas mellett jatszodik és ez a robosztus novekedés
az agancs napi 1-2 cm-es novekedési litemét is elérheti. A szarvasfélék és igy a
gimszarvas agancsanak ndvekedése és fejlédése az allatvilagban ismert legintenzivebb
csontfejlédési  folyamat. Az agancs ndvekedésének utols6 2-3 hete az
agancsmineralizacio legintenzivebb iddszaka, ilyenkor az agancsot taplalo erek falaban
is asvanyi anyagok rakodnak le, igy az erek beszikiilnek és elzarodnak, ennek
kovetkeztében az agancsot taplald és boritd bor, a barka elhal és levalik (Banks ¢és
Newbrey, 1983), az allat letisztitja az agancsat és felkésziil az iizekedési iddszakra
(Price és Allen, 2004). Az agancs mineralizaciojahoz igen rovid id6 alatt hatalmas
mennyiségli asvanyi anyagot (akar 5-6 kg-ot) kell mobilizalni. A taplalkozas utjan
ekkora asvanyi anyag felvétele ilyen rovid id6 alatt nem lehetséges, ezért a gimszarvas
bika ideiglenesen a vazcsontozatbol (csigolyak, bordak, szegycsont-, lapocka-,
medencecsont) vonja el az asvanyi sokat (Ca*", foszfationok stb.).

A vér ion homeosztazisanak biztositdsat a finoman szabalyozott csontatépiilés
(bone remodelling) biztositja, amely létrehoz a vazcsontokban egy ideiglenes
csontritkulast, terminus technicussal ¢élve a ciklikus fiziologias oszteoporozist
(Chapman et al., 1975; Banks et al.,, 1968a; Banks ez al., 1968b; Bubenik, 1983). A
jelenség anatomiailag és élettanilag (fokozott csontatépités) hasonlit az emberi
patologias csontritkulasra (Borsy et al, 2009, Borsy, 2010 PhD disszertacio). A
vazcsontozatban az asvanyi anyag reszorpcié a legmagasabb a bordakban, ami elérheti a
csonttomeg 23% at is (Chapman et al., 1975). Az agancs robosztus fejlédése roppant
nagy terhet ré az allat d4svanyi anyag haztartasara, a gimszarvas bikak szervezete 6-13
éves koruk kozott képes erre a hatalmas teljesitményre, 14 éves koruk utan rohamosan
romlik az allapotuk. A gimszarvas bika vazcsontozatanak a tomegét az ¢l6suly 10-15%-
ra becsiilik (Meadows ¢és Hakonson, 1982), ami megkdzelitdleg 25-30 kg az altalunk

vizsgalt egyedek esetén. Lathatd, milyen intenziv folyamatrol is van itt sz6 (2. abra).
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2. abra: Az agancsfejlodés és a vele kapcesolt ciklikus fiziologias oszteopordzis éves
ciklusa a gimszarvasban

Késobb az asvanyi sok a dohérség ideje alatt (julius-augusztus) a dus
vegetaciobol taplalkozas utjan visszapotlodnak a vazcsontozatba, azaz a csontsliriség
(BMD) novekszik a csontvazban. A vazcsontozat ilyen tokéletes szoveti regeneracioja
az emberi oszteopor6tikus csontvesztés esetén sohasem torténik meg. A késé 6szi és téli
honapok mind az agancsépités, mind a vaz asvanyi anyag forgalma szempontjabol
egyensulyi allapotot jelentenek.

A szarvasbikak a ciklikus fiziologias oszteoporézisukat regeneralni tudjak, tehat
megtalalhatoak itt azok a gének, amelyek a ,gyogyulashoz” kellenek, ezért a

gimszarvas egy jo allat modellje csont regeneracionak.



2.3. Agancsfejlodés biologiai hattere

A minden évben Ujra kifejlodé agancs egyediilalld példaja egy teljes szerv
jellegzetes masodlagos nemi jelleget tiikr6z6 képzédménye az agancs, amely a
homlokcsont két csapjabol, minden évben kifejlodé csontos szerv. A gimszarvasbikak
elsé évben csak egy-egy szar fejlodik (nyarsak), a kovetkezd évben azonban mar a
kozbeesd villas fokozatot (villasak) atugorva, akar hatos vagy nagyobb agszamu agancs
is fejlodhet. A legjobb éveiben és ereje teljében 1évé szarvasbika sokagu, ers agancsot
fejleszt. A kulminacids életkor utan az oreg bikdk agancsa gyengiil, a szarvasbika
,,visszarak”. Az agancs messzir6l megmutatja visel6je dominancidjat.

A gimszarvas agancsfejlddése nagyon hasonld a testi csontok, elsésorban a
csoves csontok, kialakuldsanak  fejlodésbiologiai  és  molekularis  genetikai
folyamataihoz, annak egy rendkiviil felgyorsitott és leegyszerisitett valtozata.
Felgyorsitott, hiszen az agancs novekedésénél intenzivebb csontfejlddést nem ismeriink,
és egyszeriibb, mivel a testi csontoknal jol ismert - és funkcidjuk ellatdsahoz
nélkiilozhetetlen - remodelling folyamata a gimszarvas agancsanak fejlodésénél
hianyzik.

Ahogy fentebb emlitettiik mar, az agancs nem kozvetleniil a koponya csontjabol
alakul ki, hanem a homlokcsont allandd, maradand6 csontos nyulvanyarol, a csaprol,
amely a pubertds korban a tesztoszteron hatasara indul fejlédésnek (Lincoln, 1973)
ezaltal egyetlen példaja egy szerv késleltetett fejlédésének (Price et al., 2005). A
novekvé agancs és a rozsaté borbol és csontbodl, valamint vérerekbdl, idegekbdl és
kotészovetbdl épiil fel.

Mind a rézsatd, mind a beldle évenként regeneralodd agancs a homlokcsont
vezethetd vissza, amely a pubertas korban androgén hormonok hatasara alakul ki. Azt
feltételezik, hogy az agancs és a rozsato is vel6lemez eredetii (Price és Allen, 2004). Az
AP postnatdlisan megmaradt embrionalis  szovetnek  vélik  szembeszokd
differencialodasi képessége miatt (Li és Suttie, 2001). Magzati korban még mindkét
nemen megtalalhato, azonban az androgén stimulus elmaradasa miatt szarvasteheneknél
inaktiv marad, kivételt ez alol a rénszarvas (Rangifer tarandus) képez, ahol a tehenek is

viselnek agancsot (Putman, 1989).



Az agancsképzé periosteumnak (AP) az agancs- ¢és rozsatoképzd tulajdonsagat
transzplantacios kisérletekkel bizonyitottak: az AP sejtek atiiltetése agancsfejlédést
indukalt ektopikusan a test mas teriiletein is (Hartwig, 1967, Goss és Powel, 1985). Az
AP xenograft transzplantacidja immun-deficiens egér koponyajara egy csontos kinovést
eredményezett. (Li és Suttie, 2001). A rozsat6 kialakulasakor az AP agancsképzé sejtei
osztodnak és osteoblastta differencialodnak frontolateralis nyulvanyt képezve desmalis
csontosodassal. E szovet mechanikai nyomast gyakorol a felette elhelyezkedd bérre,
aminek kovetkeztében a csontosodasi folyamat megvaltozik: un. atmeneti
csontosodassal csontos-porcos szovet képzddik. Végiil a rozsatd fejlddése modosult
endochondralis csontosodassal fejezddik be, vérerekben gazdag porc jelenik meg, amely
késobb elcsontosodik (Li és Suttie, 1994). Miutan a csap eléri fajspecifikus hosszat (ez a
gimszarvas esetében 5-6 cm), az els6 agancs novekedése spontan megindul. A bikak
korcsoportonkénti késéssel tél végén, tavasz elején hullatjak el az agancsukat. Ez az
agancs ¢s a csap hatdran bekovetkezd, osteoclast altali csontbontds eredménye. A
csapon keletkezett seben néhany ora mulva heg keletkezik és megkezd6dik a
regeneracio. A kialakuld blasztéma sejtjei valdsziniileg a csap csonthartyajanak stem
sejtjeib6l szarmaznak (Kierdorf et al., 2003).Az agancs fejlédése sok tekintetben
hasonlit az embrionalis végtagfejlodésre (Allen et al, 2002; Li és Suttie, 2001). Az
embrionalis  csontfejlédéhez hasonléan, az agancs novekedése ¢és évenkénti

regeneracidja szisztémikus és lokalis faktorok hatasa alatt all (1d. 2.3.2 fejezet).



2.3.1. A fejlédé agancs felépitése

Az agancs hosszanti novekedési folyamata proximalis - disztalis iranyba torténik
az agancscsapbol kiindulva az agancscstcs felé, mig a sejt differenciacio pont ellentétes
iranyba halad. Az agancsporc matrixa biokémiailag nagyon hasonlit a tobbi hialin
porchoz, azzal a kiilonbséggel, hogy az agancsporc erekkel gazdagon atszott
(vaszkularizalt) és a porcmatrixban csontosodo trabekulak jonnek létre az asvanyi anyag
lerakodas miatt (Banks és Newbrey, 1981).

Az agancscsucsban tobb szovettipus van jelen, amelyek alapvetéen két nagy
csoportot alkotnak: a belsé csontos-porcos allomanyt és a kiils6 bort mas néven a barkat
(4. abra).

epidermis
barka
dermis

cstcsi mezenchima

prechondroblastok prolii:eréciés
z6na

chondroblastok

chondrocytak

periosteum

fejlodé szivacsos csontallomany

szivacsos csontallomany

4. abra: A fejlodé agancs felépitése. Sematikus hosszmetszet (adoptalva: Banks és

Newbrey, 1983).

A barka vérerekben és idegekben gazdag, amely a kiilsd, szérszalakban gazdag
epidermisre ¢és a belsd rostokban gazdag dermisre oszthatd. Az egyes szovetrétegei
egymastol konnyen elvalaszthatok. A perichondrium és a periosteum kozott az atmenet
folytonos. A periosteum belsd, sejtes rétege szamos osteogenikus sejtet tartalmaz,

amelyek biztositjak az agancs vastagodasat. Ezen differencialatlan mezenchima



sejtekbodl kozvetlentil alakulnak ki osteoblastok. Ez hasonlé folyamat a testi csontok
vastagodasat biztosito rarakodasos vagy periostalis csontosodashoz.

A csoves csontok novekedési porclemezét parhuzamba allitva a fejlédo
aganccsal, a novekedési porclemez proliferacios zondja a agancs csucsi
mezenchimajaval, a prechondroblastok és chondroblastok altal alkotott régioval
tekinthetd azonosnak. A kétéltiiek végtag-regeneracioja hasonlit az agancs fejlodéséhez
(Brockes, 1998).

Az agancs szamos véreret tartalmaz, amelyek a hossztengely mentén futnak. A
differencialatlan mezenchima sejtekre jellemzd, hogy az osteoblast- és fibroblast
sejtvonalakra jellemz6 1 tipusu kollagént termelik, ugyanakkor az el6bb emlitett két
sejtvonalra szintén jellemz6 alkalikus-foszfatazt nem (Price et al., 1996). Ezek a
mezenchimalis sejtek nemcsak chondrogenikus, hanem osteogenikus képességekkel is
rendelkezhetnek, amit alatamaszt az a tény is, hogy erdteljesen expresszaljak az Osterix
¢s a Runx2 csont mester regulator traszkripcios faktorokat is (Stéger et al., 2010).
Hasonloan az oldals6 mezenchimahoz, amely biztosan rendelkezik ilyen képességekkel
(Gyurjan et al., 2007, Gyurjan, PhD disszertacio 2007). A prechondroblastokra és
chondroblastokra nagy kivalasztasi aktivitas jellemzd, mivel megkezdik az egyre
novekvo tomegl, porcra jellemzd extracellularis matrix termelését, tobbek kozott a I1A,
1IB ¢és X tipust kollagéneket (Price et al., 1996), valamint a Link-proteint és a Matrilin
4-et (Korpos et al., 2005). A vaszkularis és perivaszkularis tér fokozatosan novekszik,
ahogy az agancs alap fel¢ haladunk. A vérerek altal megosztott differencialodo
porctomeg elobb helikalis mintazat szerint rendez6dik, majd hosszanti iranyba
gerendakat (trabekulakat) alkot, emlékeztetve a novekedési porclemez o0sztodo
régiojanak oszlopaira.

Az agancsporc vérerekkel gazdagon atszOtt szemben a test tobbi porc
feleségével (ahol a vérerek altalaban patologias esetekben figyelheték meg). Az agancs
porc vérerei szallitd kapacitasa nagy. Masik jelentés kiilonbség, hogy az agancsporc
mineralizalodik/csontosodik. A kalcium és mas asvanyi anyagok berakodasa elkiiloniild
gocpontokban kezdédik el a porc extracellularis matrixban, majd a kalcifikacio
novekedésével a gocpontok dsszeolvadnak és 1étrejon a kalcifikalt porcszovet.

Az agancs fejlédésénél, a novekedési porclemezzel ellentétben, nem figyelhetd
meg hatarozott hipertrof zéna. A hipertr6f porcsejtek a trabekulak kdzepén jelennek. A

hipertrof porcsejtek megjelenése mellett a mineralizalt porcszévettél az agancstd



iranyaba haladva chondroclasia (porcbontast) és osteogenesis (csontépiilést) lehet
kimutatni.

A kalcifikalt porcoszlopok felszinére, az oszlopok degradalodasaval
parhuzamosan, csont rakodik. A csontot, a porcfelszint beborité osteoblastok ¢és
osteocytak termelik. Az osteogenesis alatt is folytatodik a chondroclasia, mig a porc at
nem adja helyét teljesen az ujonnan formalodo tomott csontszovetnek. Ebbél a kezdeti
csontszovetbdl alakul ki az agancs szivacsos csontdllomanya. A periférian a
csontallomany kozvetleniil a periosteum csontképzé sejtjeibél formalodik. Ez a
rarakodasos csontosodas eredményezi az agancsszar és agancsagak vastagodasat, amely

az agancs trofea pontszamanak legjelentésebb tényezdje (lasd 2.1.2. fejezetben).
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2.3.2. Altalanos hormonalis és lokalis hatasok az agancsnovekedés alatt

Az agancsfejlédés dltalanos hormondlis (szisztémikus) szabdlyozdsa

Az agancs novekedése éves ciklust mutat a gimszarvas szexualis ciklusaval
Osszhangban, amelyet a mérsékelt éghajlaton a fotoperiddus valtozasa szabalyoz. A
mérsekelt égovi szarvasok késd tavasszal-kora nyaron fejlesztik agancsukat. Ez aldl az
6z (Capreolus capreolus) képez kivételt a téli agancsfejlesztésével (Bubenik, 1990). A
nappalok hossza a tobozmirigyben termel6dé melatonin mennyiségén keresztiil képes
szabalyozni az életfolyamatokat. A melatonin a hipotalamusz-hipofizis-ivarmirigy
utvonalon keresztiil nemcsak az agancs-ciklusra, de a szaporodasi és egyéb szezonalis
¢letfolyamatokra (pl.: szorvaltas) is hatassal 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
megnovekszik (Reiter, 1991). Minél hosszabbak az éjszakak, annal tobb keriil a vérbe,
igy a melatonin szintje 6raként és naptarként is ,,szolgal”. A tobozmirigy eltavolitasa
nem sziinteti meg teljesen az életfolyamatokban megfigyelheté szenzonalitast, azonban
az ¢évszakok soran megfigyelhetd kiilonb6z6 hormonok szintjeinek valtozasait
Osszezavarja (Brown et al., 1978). Ilyen hormon példaul a prolaktin (PRL), amely a
csokkenését a PRL emelkedése koveti, amely juniusban éri el maximumat. A prolaktin
hatasa a sargatest serkentd hormon (luteinizald hormon, LH) keresztiil érvényesiil,
amely a testis Leydig-féle sejtjeinek tesztoszteron (T) szekréciojat stimulalja. A magas
prolaktin koncentraci6 blokkolja az LH receptorokat a Leydig-féle sejteken, ezért a nyar

novekedése csak par honap késéssel koveti (3. abra).
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3.abra: A prolaktin (PRL), luteinizalé hormon (LH), tiisz6serkenté hormon (follikulus
stimulalo hormon, FSH) és a tesztoszteron (T) koncentracidja fehérfarku szarvas

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

A tesztoszteron az agancs-ciklus szabalyozasanak egyik kulcseleme. Az agancs
novekedése alacsony tesztoszteron szint mellett indul el tavasszal. Ebben az id6szakban
a vérben 1évo kevés tesztoszteron elsésorban a mellékvesébdl szarmazik. A szaporodasi
id6szakban a szarvasbogés kozeledtével a tesztoszteron szintje erdsen megnovekszik (az
LH késleltetett hatasa, 3. abra), leall az agancs novekedése, majd az agancs teljes
kalcifikacioja megtorténik (Bubenik, 1990). A legmagasabb tesztoszteron szint sszel, a
szaporodasi idészakban, azaz a szarvasbOgés idején tapasztalhato. A mérsékelt

éghajlaton az agancshullatas alacsony tesztoszteron-szint mellett kovetkezik be.
Amennyiben az intenziv agancsnovekedés periodusaban kasztraljak a
szarvasbikakat, késni fog a barka levedlése és a mineralizacid sem tokéletes. A
damszarvas és 6z esetében a kasztralas vagy a herék sériilése egy oszteoszarkoma szerti
,.parokas” agancs kialakulasat eredményezheti. Ezek a fibrozus-csontos burjanzasok

joindulati daganatoknak tekinthet6k (Kierdorf et al., 2004).
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A legintenzivebb agancsnovekedés a kora nyari periddusban torténik, amikor
bdségesen all rendelkezésre taplalék. Intenziv agancsregeneracio arra az iddszakra esik,
amikor a reproduktiv szervek inaktivak, ami azt is jelenti, hogy az agancs novekedés
szabalyozasaban nem gonad eredetii stimulusok is vannak (Wislocki, 1943).

A magas tesztoszteron koncentracionak esszencidlis szerepe van az agancs
mineralizaciojaban, ugyanakkor a tavaszi alacsony tesztoszteron szint serkentdleg hat az
agancs novekedésére (Bartos et al., 2000), mivel gatlo hatdsa van a sejtproliferaciora.
Ezért van az, hogy a tesztoszteron a regeneracio egyik természetes inhibitora (Price és
Allen, 2004). A tesztoszteron kiilonbozoé szervekben, szovetekben (herék, mellékvese,
zsirszovet, fejlodé agancs (Bubenik er al., 2005) néi nemi hormonna, Osztrogénné
alakulhat. Az Osztrogén hasonld szerepet tolthet be az agancsfejlédésben, mint a
tesztoszteron, mi tobb az agancs elcsontosodasaban 50-szer hatasosabbnak bizonyult
(Morris és Bubenik, 1982). A vazcsontok fejlédése kapcsan mar bizonyitottak, hogy a
tesztoszteronnak részben indirekt a hatasa, ui. az aromatdz enzim Osztrogénné képes
alakitani (Riggs et al, 2002) és ez utobbi fejti ki a hatast. Ugy gondoljak, hogy az
agancs esetében is ez lehet a helyzet (Price és Allen, 2004). Megfigyelték, hogy az
agancsnovekedés érzékenyebb az dsztrogén adagolasara, mint a tesztoszteronéra (Goss,
1968). Osztrogén kezelés hatasaként leall az agancsnovekedés és beindul a ,.barka
hantasa”. Az 6sztrogén receptort (ER) kimutattak az agancs perichondriumban (Barell
et al., 1999), valamint az aromataz enzimet kddold6 mRNS-t az agancscsticsban (Price et
al., 2002). Immuncitokémiai vizsgalatok szerint az ERo a domindns receptor izoforma.
Az Osztrogén mennyiségének novekedése ketts hatast valt ki egyrészt gatolja a
sejtproliferaciot és elésegiti a differenciaciot, masrészt fokozza a mineralizaciot (Price
és Allen, 2004).

Mar itt megjegyezzilk, hogy a kvantitativ Affymetrix mérések szerint az
agancscsont sejtjei az 6sztrogén receptorat is nagyon nagymeértékben expresszaljak (lasd
részletesen az 5.2.2. fejezetben). A konklizié az, hogy a szaporodasi ciklussal szorosan
Osszefiiggd agancs-ciklusban mind a tesztoszteron, mind az 9sztrogén fontos szerepet
jatszik.

A sex-szteroidok meghatarozo szerepe mellett az agancs ciklus egy masik
jelentds szabalyozasi faktora az IGF-I, amely a majban szintetizalodik, és szintje
parhuzamot mutat az agancsnovekedéssel (Suttie et al., 1985). Az IGF-I receptorat

azonositottdk az agancscsucsban (Elliott et al, 1992), valamint in vitro kisérletben
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Sadighi et al., 1994). Az agancsciklus alatt egyéb hormonok szintje is valtozik, pl. a D-
vitaminé (van der Eems et al., 1988), a pajzsmirigy hormoné (Shi és Barrell, 1994), a
kortizolé (Bubenik et al., 1975), valamint a prolaktiné (Sempere et al, 1983) is. A
szexual-szteroidok alacsony szintje az agancs novekedése/regeneracioja szempontjabol

kedvez6 hatast, mivel magas szintjiikk gatolja a névekedést (Goss, 1968; Goss, 1983).

Az agancsfejlédés lokalis szabalyozdsa

Az agancsban jol kimutathaté molekula a PTHrP és receptora PTHR (Faucheaux
et al., 2002); (Barling, 2004). Agancs sejttenyészetben a PTHrP serkenti a porcsejtek
szintézis fokozhatd TGF-P hatasara (Faucheaux et al., 2004). Er6s PTHrP expressziot
figyeltek meg az agancs mezenchimaban, az agancs elOporcban, az agancs
porchartyaban és a perivaszkularis sejtekben. Ellentétben a novekedési porclemezzel a
PTHrP nem detektalhaté az agancs porcsejtekben. A PTHrP és az Thh szignalizacios
utvonalak kolcsonhatasa az agancsban az endochondralis zonaban volt kimutathato
(Faucheaux et al., 2004). Az osteoblastok a PTHrP-t és a PTHR-t is expresszaljak, ami
arra utal, hogy az agancs gyors novekedése alatt a PTHrP szabalyozhatja a
sejtdifferencialodast. Nem csak a porcsejtekét, hanem az osteoblastokét és
osteoclastokét is.

Mind a vazfejlédés, mind a kétéltiek regeneracios folyamatainak
szabalyozasaban szerepet jatszanak a retinsav (RA) izoformai (Cash et al, 1997;
Koyama ef al., 1999). Az agancsfejlddésben betoltott szerepiikrél Allen és munka tarsai
ugy talaltak, hogy az alapvetd lehet a sejtdifferenciacioban (Allen et al., 2002). A
fejlédo agancsban tobb novekedési faktort is kimutattak: BMP2, BMP4, FGF, IGF-I és
IGF-II, TGFB1, TGER2, c-fos, c-myc és IGF(Mundy et al., 2001; Feng et al., 1997,
Feng et al., 1995; Francis és Suttie 1998). Szubtraktiv technikaval a dermatopontint és
foszfolipid hydroperoxid glutation peroxidazt (GPX4) azonositottak. Ez utobbi a felndtt
szervezetben nem expresszalodik ami a fejlddé agancs embrionalis jellegére utal (Lord
etal., 2001).

Az IGF-1, az IGF-II (és a receptoraik), amelyek megtalalhatoak a fejlédo agancs

osteoblastok is termelik az IGF-I-et, amely azonban a disztalis részek csontszvetének

osteoblastjaiban mar nem detektalhato (Gu et al., 2007).
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A Wnt-szignal utvonal szamos elemét (Msx-1, Msx-2, Runx2, Osterix)
detektaltak az agancsszovetekben. Ennek az utvonalnak a jelentdségét néveli, hogy nem
(Gong et al., 2001; Little ef al., 2002; Borsy et al., 2009; Borsy, PhD dolgozat 2010).

A vérér képzodésért felelés VEGF és receptoranak jelenlétét is kimutattak az
agancs porcszovetében, azonban a ndvekedési porclemezzel ellentétben nem csak a
hipertrof porcsejtekben, hanem a barkaban is megtalalhaté a VEGF és VEGFR-2 (Clark
et al.,2004; Lai et al., 2007).
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2.3.3. Az agancs novekedés idegrendszeri szabalyozasa

Az agancs robusztus novekedése egyiitt jar az erek és idegek invazidjaval is,
amelyek kovetik az agancs novekedési iitemét. Az agancs érzd idegrostokkal gazdagon
ellatott szerv, amely pozicionalis informaciét nyujt a szarvasbikanak agancsanak
helyzetérdl, ezaltal segit megvédeni a fejlddésben 1évo agancsot a sériilésektol.

Az agancsot a haromosztat ideg temporalis és szupraoptikus 4gai idegzik be
(Wislocki és Singer, 1946). Az agancs epidermis és dermis rétegében mielin hiivellyel
ellatott és csupasz idegrostok egyarant megtalalhatok (Vacek Z, 1955). Az ideg
roncsoldsa utan, az agancs novekedése visszamard, formaja torzul Wislocki és Singer
(1946). Ha a csap periosteum szovetét elektromos uton stimulaltak, az agancs mérete,
tomege ¢és alakja is megvaltozott, a mineralizaci6 pedig késett (Bubenik et al., 1982). A
kovetkezé évben, elektromos stimulus nélkill is abnormalis agancs fejlodott, a
jelenséget trofikus memorianak nevezik. A fogalmat Bubenik és Pavlansky vezette be
(Bubenik és Pavlansky, 1965), és arra utal, hogy az agancs sériilése esetén, a szarvas
Lteste” (innen a trofikus jelz6) valami modon megjegyzi a sériilés emlékét és a
rakovetkezd években is torzult agancs fejlodik. Az egymast kovetd években a torzulas
mértéke csokken.

Agancsban szamos neuropeptidet és idegndvekedési faktort azonositottak pl.: a
Calcitonin gene-related peptide (CGRP), Substance-P. Mindkett6 fontos szerepet jatszik
az agancs gyors novekedésében (Gray et al, 1992). A Neurothrophin-3 és ,Nerve
growth factor” molekuldkat mRNS szinten azonositottdk, expresszidikat szoveti
zonakhoz rendelték (Garcia et al., 1997; Li C et al., 2006). Az idegrendszer hatasa az
agancsnovekedésben jelenleg a legkevésbé ismert folyamat.

Az idegi Osszekottetéstdl, amely az induktiv periosteum (AP) és az agyban
talalhato, (feltételezett) agancsnovekedési kozpont (AGC) kozott 1étesiil, ugy gondoljak,
hogy az AGC adja a trofikus utmutatast a faj-specifikus agancs méretéhez ¢és
mintazatahoz (Bubenik et al., 1982; Bubenik, 1990). A hipotézis szerint az AGC ¢és az
induktiv periosteum kozotti Osszekottetés nélkiilozhetetlen az agancsnovekedés
létrejottéhez. Azonban, ha mar 1étrejott az Osszekottetés a csap szdvetei mar nem
sziikségesek a tovabbi agancsképzéshez. Amennyiben a csapot eltavolitottak, az nem
gatolta meg a tovabbi agancs kialakulasat; a seb gyogyultaval az idegek és a periosteum

talalkozasi pontjanal uj agancs fejlodott (Bubenik és Pavlansky, 1965).
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Feltételezhetjiik, hogy az agancs novekedése és robosztus csontosodasaban a
nervus trigeminus altal kozvetitett idegi stimulusoknak fontos szerepiik van (lasd

bévebben a disszertacio eredmények megvitatasaban).
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2.4. A vazrendszer, csontfejlodés

A vazrendszer tartast ad a testnek, meghatarozza az alakjat, megvédi a
sériilékeny belsd szerveket, lehet6vé teszi a mozgast, tarlohelye az asvanyi anyagoknak,
valamint a vérképzés szerve is. A vazrendszer két f6 részre oszthatd: a tengelyvazra €s a
fiiggelekvazra. A tengelyvaz részei: a koponya, a csigolyak, a szegycsont ¢és a bordak. A
fiiggelekvazhoz a végtagok csontjai tartoznak. A véazrendszer sejtjei harom kiilonb6zd
embriologiai eredetii sejtvonalhoz sorolhatok: a veldléc sejtjei hozzdk létre a
kraniofacialis csontokat; a szomitakbol (azaz paraxialis mezodermabol) alakulod
szklerotomok hozzak létre a tengelyvaz elemeit; az oldalsé lemez mezoderma sejtjei
hozzak létre a fiiggelékvaz elemeit.

A csontfejlodésnek két fo formajat kiilonboztetjiik meg: az endochondralis
csontosodast ¢s az intramembran csontosodast. Az endochondralis csontosodas soran
eldszor egy porc-templat alakul ki, amely mar meghatarozza a leendd vazelem formajat.
Ez a porcelem a fejlédés soran fokozatosan degradalodik, az atmenetileg megmarado
porcoszlopok pedig alapot biztositanak az oda telepiild osteoblastok részére. Az
intramembran (mas nevén dezmalis) csontosodas soran a kondenzalodott mezenchima
sejtek kozvetleniil osteoblastokka alakulnak a csontosodasi centrumokban porctemplat
kialakulasa nélkiil. Intramembran csontosodas altal jonnek létre a kraniofacialis
csontok, valamint a kulcscsont oldalsd része; endochondralis csontosodas pedig a
végtagok csoves csontjaira, a koponyaalap csontjaira, csigolyatestekre, bordakra és a
kulescsont kdzépso részére jellemzo.

A tengelyvaz kialakuldsa szoros Osszefiliggésben van a mezoderma
szelvényezettségének létrejottével. Azt, hogy az anterior-poszterior tengely mentén
milyen tipusu csigolyak jelennek meg, alapvetden a Hox gének expresszidja szabja meg
(McGinnis és Krumlauf, 1992). A végtagok az oldals6 mezoderma lemezb6 |
alakulnak ki, ahol a megfelel6 Hox expresszi6 szabja meg a 1étrejovo eliilsé- és hatulsd

A mezenchima sejtek kondenzacidja mind az endochondralis, mind pedig az
intramembran csontosodast megelézi, a sejtek elkételezettsége azonban mar részben
determinalt. A szoveti kdrnyezet donti el, hogy csont vagy porc iranyban folytatodjon a
fejlédés. A korai vazrendszer és az agancs fejloddésének (hasonld) folyamatairol

Doktori dolgozat 2007).
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2.4.1. Az endochondralis csontosodas és a névekedési porclemez

A endochondralis csontosodas folyamata két f6 szakaszra bonthato:
chondrogenesisre és osteogenesisre. A mezenchimalis kondenzacio sejtjei porcsejtekké
differencialodnak, létrehozva a leendd csont porcos eldtelepét. A végsé stadiumban a
porcsejtek hipertrofizalodnak: osztodasuk megall, megduzzadnak, majd zsugorodnak ¢€s
elpusztulnak (Karsenty, 2001). Ekézben az extracellularis matrix fokozatosan
kalcifikalodik, majd a periféria feldl vérerek tomek be, amelyek osteoblast-
progenitorokat szallitanak. A  progenitor sejtek a porcgerenddkra tapadva
differencialodnak és megkezdik a csontra jellemz6 matrix termelését.

A csontszovet fokozatos kiterjedésével a porcsejtek egy keskeny zonaba, az un.
novekedési vagy epifizis porclemezre korlatozodnak.

A novekedési porclemez egy olyan kiilonleges képlet, amely biztositja a fejlédo
csontok hosszanti novekedését, valamint Osszekapcsolja a porcképzOdést a
csontfejlédéssel az endochondralis Gton fejlédé csontok csontosodasi magvaiban.

A porclemez négy f6 morfologiailag elkiilonithetd zonara oszthato, amelyek egy
differenciacios sort alkotnak: a nyugvo (tartalék), a proliferacios (osztodo), a
prehipertof és hipertrof porc zonara (5. abra).

Az otodik régiot, a csontosodasi zonat a vérerek betdrése és az osteoblastok
megjelenése jelzi(Szentagothai és Réthelyi, 1985).

Miutdn az osteoblast korbeveszi magat csontmatrixszal, lacunat alakit ki
maganak canaliculusokkal, és csontsejtté alakul. Az osteocytak mechanoreceptorként és
kemoreceptorként viselkednek, a csont mechanikai, biokémiai ingerekre adott

valaszreakcioit szabalyozzak.
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5. abra: A novekedési porclemez (médositva Karaplis, 2002 utan). Az abra bal oldalan

egy gimszarvas magzat csoves csontja lathato.

A novekedési porclemez egyes régioi a porcsejtek morfologiaja és a specifikus
molekularis markerek alapjan jol megkiilonboztethetéek egymastol (Mundlos, 1994). A
nyugalmi zoénéaban a sejtek kicsik és kerekdedek. A proliferacios régioban a porcsejtek
intenziven osztédnak, az ellapult sejtek jellegzetes kukoricaszemekre emlékeztetd
oszlopokat hoznak létre. Mind a nyugalmi fazisban 1évé, mind a proliferalodo
porcsejtek termelik a II. tipust al lanct kollagént. A prehipertrof chondrocytak is
expresszaljak a II. tipust al lancu kollagént, de alacsonyabb szintén. Végiil a hipertrof
porcsejtek a X. tipusu al lancu kollagént termelik. Az als6, mar mineralizalt hipertrof
zéna sejtjei végiil elhalnak, a X-es tipusu kollagénben gazdag matrix lebontodik,
mikdzben az erek invazidjaval érkezd osteoblastok elkezdik kialakitani a trabekuldris

csontszovetet (Karaplis, 2002).
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2.4.2. Az endochondralis csontosodas molekularis mechanizmusa

A novekedési porclemezben a porcsejtek egy finoman 9sszehangolt és pontosan
ellendrzott folyamaton mennek keresztiil, amely magaba foglalja a sejtosztodast,
sejtérést és sejthalalt (6. abra). A folyamatot szamos szisztémikus és lokalis faktor
szabalyozza. A szisztémikus faktorokhoz kiilonb6z6 hormonok tartoznak, pl. a
novekedési hormon, inzulinszerii novekedési hormon, a pajzsmirigy hormonok,
Osztrogének, a glitkokortikoidok, valamint a D-vitamin hormon (lasd 2.3.2. fejezetben).
A lokalisan megjelend, ill. hato transzkripcios- és novekedési faktorokat, valamint az

egyes stadiumokra jellemzé ECM molekulakat szemlélteti sematikusan a 6. dbra.
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6. abra: Az endochondralis csontosodasban szerepet jatszo fontosabb szabalyzo, és
ECM fehérjék (adoptalva: Provot és Schipani, 2005; Goldring et al., 2006)

A korai porcképzédés nélkiilozhetetlen mester reguldtorai a Sox fehérjék: a
Sox9, Sox5 ¢s a Sox6, amelyek HMG (high- mobility-group) DNS-koté domént
tartalmazo transzkripcios faktorok. A Sox9 a csontfejlédés legkorabbi szakaszaban
megjelenik: alapvetden sziikséges a mezenchimalis kondenzaciohoz, igy a vazképzodés
inicialasahoz és a porcsejt-differenciaciohoz (Akiyama et al., 2002). A porcmatrix
kialakitasaban fontos szerepet jatsz6 géneket, mint példaul: az aggrekdn, matrilin-1
vagy a Il , IX és XI tipusu kollagén génjeit a Sox9 képes serkenteni (Sekiya et al., 2000;
Rentsendorj et al., 2005; Bridgewater et al., 1998). A Sox9 pozitivan szabalyozza a

proliferaciot és negativan a porcsejtek hipertrofizalodasat (Bi et al, 1999).
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A PTHrP/Ihh visszacsatolas

A Parathyroid hormone-related peptide (PTHrP) egy auto/parakrin faktor, amely
szamos magzati és felndtt szovetben termelddik. A PTHrP koti és aktivalja a
PTH/PTHTrP receptort, amelyet értelemszertien a Parathormon (PTH) is miikddésbe hoz.
A PTH kalcium/foszfat metabolizmus kozponti szabalyozdja. Ez a hormon a
csontokban ¢és a vesében fejti ki hatasat. A PTHrP-t a perichondrium sejtjei és a
periartikularis régio proliferalodo porcsejtei termelik, mig a PTH/PTHrP receptort a
prehipertrof sejtek expresszaljak (Vortkamp et al., 1996). Az aktivalt PTH/PTHrP
receptorok gatoljak a porcsejtek érést, differencialodasat hipertrof porcsejtekké, ezaltal
késleltetik a csont kialakulasat (Lanske ez al. 1996). A PTHrP emellett képes stimulalni
a sejtosztodast, a CREB (cAMP response element-bindig protein) foszforilalasan
keresztiil. A CREB ezutan aktivalja a ciklin D1-et (Beier et al., 2001; lonescu et al.,
2001). A PTHrP hatasat tamogatja az Indian hedgehog (Ihh), amely az endochondralis
csontfejlédés egyik kdzponti irdnyitdja. Az Thh-t a prehipertrof porcsejtek expresszaljak
és a perichondrium sejtjeire hat, ahol fokozza a PTHrP szintézisét (St-Jacques et al.,
1999). Végsé soron az Ihh gatolja a porcsejtek hipertrofizalasat és késlelteti a
porcmatrix mineralizalédasat. Az Ihh és PTHrP kozott egy negativ visszacsatolas jon
létre, mivel az Thh hatasara megnovekvé PTHrP gatolja a prehipertrof és hipertrof
porcsejtek kialakulasat, igy végiil az Thh expressziojat is. Az PTHrP/Ihh utvonallal az
FGF és a BMP szignalizacios utvonalak is kolcsonhatnak. Az FGF szignal gatolja az
fiiggetlen (Minina et al., 2002).

A BMP (bone morphogenetic protein) fehérjék a porcsejtek osztodasara és
érésére vannak befolyassal. Valamint kozvetitik a Thh hatasat a késébbi folyamatban
(csontgallér képzodés) (Long et al., 2004). A BMP-k alapvetéek a legkiilonbdzobb
fejlédés folyamatokban. Szerepiik van a mezenchimalis kondenzacioban is. A fejlodé
csoves csontokban a perichondriumban expresszalodnak (elsésorban a BMP2, 3, 4, 5 ¢és
a 7), valamint a hipertrof porcsejtekben is megtalalhatdé mRNS-iik (BMP2-nek és 6-nak)
(Minina et al., 2001).
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A Runx2 szerepe a porcsejtek differencialodasaban

mesterregulator molekula. A Runx2 (egyéb elnevezések: Cbfal, Ostl, AML3 stb.) a
Runt transzkripcios faktor csaladhoz tartozik (Ogawa et al., 1993), és az osteoblast
differenciaciohoz elengedhetetlen. A Runx2-deficiens egerekben nincs csontképzddés.
A Runx2 tultermeltetése az osteoblast-specifikus gének (pl.: osteocalcin, bone
sialoprotein, —alkalikus foszfataz) fokozott expresszidjat eredményezi, valamint
ektopikus csontképzddéshez vezet (Ducy et al., 1997; Komori et al., 1997).

A Runx2 az egér csontvaz fejlédésének legelején, a 10,5-12,5 napos embrioban,
minden mezenchimalis kondezacioban expresszalodik. Ezt a molekularis markert
termelé mezenchimalis sejtek az osteoblastok és a porcsejtek k6zos progenitorai. A
fejlédés tovabbi szakaszaban, az embrionalis élet 14,5 napjatol a sziiletésig, a Runx2
expresszioja az osteoblast vonalban fokozodik, a prehipertrof porcsejtekben pedig
csokken ¢és a sziletéssel meg is sziinik (Takeda et al, 2001). A noévekedési
porclemezben a Runx2-6t a porcsejtek termelik, és ez a termelddés elinditja a porcsejtek
hipertrofizlodasat (Kim e al., 1999). A Runx2 taltermeltetése transzgénikus egerekben
a porcsejtek korai éréséhez vezetett (Takeda et al., 2001).
szenved. Ez a megfigyelés vezetett annak felismeréséhez, hogy egyéb faktorok is
szlikségesek a hipertrof porcsejtek megjelenéséhez. A Runx2 a Runx3-mal egyiitt
indukélja a hipertrofizalodast (Yoshida er al., 2002). Szintén e folyamat pozitiv
szabalyozojaként azonositottak a CBFp-t (core-binding factor ), amelynek hianya a
Runx2-decifiens mutans egerekhez hasonld fenotipust eredményez, ami azt mutatja
hogy a Runx2 és CBFp ugyan azon differencialodasi folyamat iranyitd kaszkadjaban
jatszik szerepet. A CBFp a Runx proteinekkel heterodimert képez. (Kundu et al., 2002;
Yoshida et al., 2004).

A Runx2 szerepet jatszik a hipertrofizalodas masik jelenségében is, a vérerek
betorésében. A Runx2-deficiens egerekben a vazelemek nem vaszkularizaltak. In vitro
kisérletekkel igazoltak, hogy a Runx2 képes aktivalni (Zelzer et al., 2001) a VEGF
(vascular endothelial growth factor), egy angiogenikus faktor promoterét, amelyet

normal esetben a hipertrof chondrocyték is termelnek.
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2.4.3. A csontszovet élettana, csontatépiilés és mineralizacioé

A csontszovet sejtekbdl és sejt kozotti allomanybol all. Jellegzetes sejtjei a
csontképzd osteoblastok, a beldliik kialakuld osteocytak és a csontbontd osteoclastok. A
mezenchimalis  Ossejtekbdl  szdrmazo osteoblastok egy sejtmaggal rendelkezd
(mononucledris) sejtek. Az osteoclastok nagyméretii, tobbmagvu sejtek, és a monocita-
macrophag sejtfejlodési vonalhoz tartoznak. Az osteoclast kiilonb6zé hidrolitikus
enzimeket (pl. tartardt rezisztens savas foszfatdz, kollagenazok, matrix
metalloproteinazok) szekretal a kornyezetébe, ezek a matrix proteinjeit, proteoglikanjait
bontjak le. Az osteoclastok csontok morfogenesisében, pl. a veldiireg képzésében €s a
trabekularis csontszerkezet kialakitasdban is részt vesznek. Az osteocyta az érett
csontban legnagyobb mennyiségben eléforduld sejttipus, amely a mineralizalodott

csontszovettel korbezart osteoblastbol fejlodik (Lakatos és Takacs, 2006).

A csont épiilés folyamata és mineralizacio

Az osteoblastok szintetizaljak a csontszovet extracellularis matrixallomanyanak
(ECM) fehérje molekulait, amelyet osteoid allomanynak neveziink, ez a csont szerves
alkotdinak Osszessége. A csont alapallomanyanak kb. 30-40% -a dontéen kollagénbdl
allo szerves allomany, aminek a 85-95% a csontra jellemz6 kollagén tipus az I. tipust
kollagén (COL1) alkotja. A molekula kétféle lancbol alfal és alfa2 épiil fel.

A kollagénlanc prolinban gazdag fehérje, valamint megtalalhato benne a
csontszovetre specifikus hidroxiprolin és hidroxilizin: csont bontasakor ezek a
véraramba jutva a vizelettel kitriilnek. Az igy riil6 mennyiségbdl a csontbontasra
mértéke jOl megitélheté. A csontban a kollagének koziil még a III., V., X. tipusu
kollagén fordul elé kisebb mennyiségben, amelyek a COLIl-rostok felszinéhez
kapcsolodva a kollagén- halozat integritdsaban jatszanak szerepet. A csontban a
kollagénfibrillumok kozott szamos keresztkotés (cross-link) is kialakul, amelyek
piridinium-gytriket képeznek. A csontszovet lebontisa soran ezek is belekeriilnek a
véraramba, a vizelettel gyakorlatilag valtozatlan formédban {irtilnek: meghatarozasuk a
csontbontds mértékének klinikai célokra legjobban felhasznalhato, legpontosabb
mutatodja (Lakatos, 1999).

A kollagén mellett a csontszovetben mas fehérjék is fontos szerepet jatszanak a
csont felépitésében. A nem kollagén tipusi matrix elemek kozé tartoznak a

proteoglikan-, a glikoprotein-, és a gamma-karboxilalt- fehérjecsaladok tagjai. Ezek a
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kisméretli matrixmolekulak a kollagén fibrillumok kozti keresztkotések és a sejt-matrix
kapcsolat kialakitasaért, valamint fenntartasaért felelések. Ilyen, sejteket Osszetartd
kotéfehérje a fibronectin, integrinek, osteopontin. Az extracellularis szerves matrix
alkotja az osteoid szovetet, amely a késdbbiekben kalcifikalodik (mineralizalodik), és az
érett csont matrixallomanyat képezi (Lakatos és Takacs, 2006).

A proteoglikanok savanyt poliszacharidokat (glikézaminoglikanokat) is
tartalmaz6 makromolekulak, ilyen példaul a kondroitin-szulfat, a hialuronan és a
heparin-szulfat. A glikoproteinek csoportjaba az alkalikus foszfataz, az osteonectin
(SPARC) és tenascin C sorolhatd. A legnagyobb mennyiségben talalhatd nem kollagén
fehérje az osteonectin. Ez a foszforilalt glikoprotein erésen koti a kalciumot és a
hidroxiapatitot. A fehérjék alakjanak, kalciumkotd —tulajdonsaganak és a
mineralizacioban valo részvételének a legjobban kutatott, ismert példajat az osteonectin
szolgalja. Oldott allapotban a fehérje palcika alaku. Rendelkezik egy hidroxilapatit, egy
kalcium ¢és egy kollagénkdotésre alkalmas doménnel. Oldott allapotban az ostenectin
molekula nyujtott formajt, ebben a térszerkezetben a mineralizacidt gatld hatast, de ha
kollagénnel érintkezik, akkor a kalcium és hidroxiapatit-k6t6 helyei egymashoz kozel
keriilnek (a molekula behajlik), és a kollagén lanc mentén az osteonektin (sparc)
molekuldk sorba rendezédnek és igy biztositanak lehetéséget a kalciumfoszfat
molekulak kristalyosodasara (Lakatos, 1999; Siebel ef al., 2002).

A gamma-karboxilalt fehérje csalad tagja az osteocalcin (oc/BGLAP), amely csak
a csontban keletkezik. A csalad egy masik fontos tagja a matrix gla fehérje (MGP),
amely a csontban és porcban egyarant megtalalhato.

Az osteocalcinnak az osteoblastbol torténd szekrécidja utan a fehérje
hidroxiapatithoz kotddik (Lakatos és Takacs, 2006). Ez a k6t6dés alapvetéen a gamma-
karboxiglutaminsav maradékok karboxilaltsagatol fiigg. Alulkarboxilaltsag esetén a
kotédés nem, vagy lazabban kovetkezik be és uigy tiinik, ennek a csonttorékenységre is
hatidsa van. A gamma-karboxilaltsag alapvetéen K-vitaminfiiggé folyamat. Gerard
Karsenty altal vezetett kutatocsoport 2007-ben kozolte (Lee et al., 2007), hogy az
osteocalcin fehérje hormonként is miikodik, mégpedig ugy, hogy noveli az inzulin
kivalasztast és noveli a sejtek inzulinérzékenységét, igy a szervezet energia-
anyagcseréjének ez egy kulcsfontossagi eleme. A fokozott csontépités tobb tapanyagot
igényel, amit osteocalcin fehérje az inzulin szint emelésén és a sejtek
inzulinérzékenységén keresztiil valosit meg, ezaltal a csontképzddéshez tobb tapanyagot

biztosit. Az osteocalcin egy kis hdnyada a vérdramba is kikeriil, aminek a
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mennyiségébol jol lehet kovetkeztetni az osteoblast aktivitasra, ezért az osteocalcin

csontképzés jo markere.

Mineralizacio

A mineralizacié soran tii alaka, hidroxiapatit [Cas(OH(POs)s] kristalyok
keletkezése és novekedése zajlik. A folyamat az oldhatatlan Ca3(PO,), kollagén
rostokra rakodasaval kezdddik proteoglikanok és a kalciumot nagy affinitassal kotd
glikoproteinek (legnagyobb mennyiségben osteonectin) hatasara. A szervetlen allomany
Ca”'- és PO4* jonokbl 4ll6 hidroxiapatit kristalyok formajaban rakodik le a kollagén
rostok altal 1étrehozott térhaloban (Lakatos és Takacs, 2006). A kalcium sok lerakodasat
gyorsitja, hogy azokat az oszteoblasztok intracitoplazmatikus vezikulakban
koncentraljak, majd exocitozissal transzportaljdk a csont matrix Uregeibe. E
vezikulumok ,,holyagok” lipidekben gazdag belsé membranjara rakodnak le a kristalyok
magvai, ¢s itt nyerik el végsé alakjukat és nagysagukat. A fibrillaris kollagén halozat
nukleacios felilletként, kristalyosodasi gockozpontként szolgal. A rendezett til
foszfat tetraédereket kalciumionok kotik 0ssze. A racspontokban hidroxid-, fluorid- és

hidrokarbonat-anion valamint viz lehet jelen (Lakatos és Takacs, 2006).

A csontbontas folyamata

A reszorpcids ciklus korai fazisaban az osteoclastok olyan szorosan tapadnak a
csontfelszinre, hogy képesek elszigetelni a reszorpcios lakunat az extracellularis
folyadéktol. Ebben az izolalt térben a V-tipusa ATP-az protonpumpa hidrogénionokat
juttat a csontszoveti felszinre s a nagyszamu klorid csatornan atfolyé kloridionokkal
kardltve a lokalis pH-t 4,5 koriilire csokkentik (Baron et al., 1985; Blair et al., 1990). A
savas kozegben a kalcium és foszfat oldékonysagi szorzata nagyobb, igy a szervetlen
allomany szolubilizalodik.
lizoszomalis enzimek, foképp katepszin K és matrix metalloproteinaz-9 (MMP-9), is
szekretalddnak, melyek a szerves allomanyt degradaljak (Littlewood et al., 1997; Okada
et al., 1995). A reszorpcid kovetkeztében hatramarado enyves, gélszerli hulladékot az
osteoclasztok a rojtos membranfelszin centralis zonajan at endocitozissal bekebelezik.

A bontasi folyamat végén az osteoclastok levalnak a csont felszinr6l.
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Csontatépiilés, remodelling

A csontbontas és csontépités folyamatai egymadssal szorosan Osszekapcsolodnak
(coupling), fenntartva ezzel a csont anatomiai és strukturalis integritisat. A felndttkori
csontélettanra a remodelling folyamata jellemzd, amely a felnétt, érett csont folyamatos
atépiilését jelenti. A remodelling soran a csontépités, mineralizacio és csontbontas,
reszorpciod térben és idében szorosan kapcsoltan zajlik és egészséges szervezetben a két
folyamat intenzitasa megegyezik. A felnétt szervezet tehat elvileg tartani tudja csucs
csonttomegét, mikozben a folyamatos remodelling kovetkeztében a teljes vazrendszer
megujul. A remodelling folyamata a trabekuldris csontallomanyban intenzivebben
zajlik, mint a kompakt csontokban. Kiegyenstlyozott koriilmények kozott egy év alatt a
teljes csonttomeg 5-10%-a Gjul meg.

A szerves ¢és szervetlen allomany képzése tobb szinten szabalyozott folyamat. A
csontallomany termelése és bontasa végeredményben az osteoblastok, az osteoclastok

és az osteocytak jol 6sszehangolt egylittmokodésének kdszonhetd (7. dbra).

Nyugvo >| Cs,_anm>, Osteoblast Csontépités Atépllt
csontfelszin toberzas csontszévet
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7. abra: A csontatépiilés elemi egysége (forras: BTR Image Library, University of
York)

A remodelling legfontosabb eleme az osteoblast-osteoclast kapcsolat, amely a
folyamat szabalyozasi csomopontja. Az aktiv osteoblast szdmos olyan molekulat

expresszal és ¢épit az osteoid allomanyba, amelyek az osteoclastok mitkddésének
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kovetkeztében az osteoid allomany degradalodasaval felszabadulnak és a csontsejtek
érését, mikddését kozvetlentil befolyasoljak.

A vér ionhomeosztazisanak a fenntartasaban rendkiviili szerepe van a
csontatépiilésnek, mert innét fedezi a szervezet a sziikséges asvanyi anyagokat. Példaul
kozismert a kalcium emberi szervezetben bet6ltétt esszencialis szerepe. Jelen van a
sejten beliili jelatvitelekben, mint masodlagos hirvivé és az idegsejtek kozotti
kommunikacioban egyarant. Nélkiile nem létezne normalis véralvadas, ahogyan izom-

Osszehtizodas sem.

A csont anyagcserét szabadlyozo molekulak és jelatviteli rendszerek

A csontanyageserét szisztémas hormonok is befolyasoljak, igy a parathormon
(PTH), az aktiv D3- vitamin (kalcitriol) a kalcitonin. A parathormon a csontreszorpcié
egyik fo aktivatora. Hatasara n6 az érett osteoclastok szama és aktivitasa, gyorsul a
csontatépiilés. A kalcitriol nélkiilozhetetlen a csontrendszer normalis névekedéséhez ¢s
megfelelé mineralizaciojahoz, direkt csonthatasa kettés, egyrészt a reszorpciot fokozza,
masrészt elésegiti az érett osteoblastok kialakulasat és kollagén szintézisét.

A RANK/RANKL/OPG rendszer kulcsfontossagu a csont élettani folyamatainak
szabalyozasaban (Lorenzo ef al., 2008). A RANKL, amely az osteoblastok, limfocitak
¢és csontveldi sejtek terméke az osteoclastogenezis legerdteljesebb serkentdje. Hatasat az
osteoclastok sejtfelszini receptoran a RANK szignalmolekulan keresztiil fejti ki. A
RANKL elosegiti az osteoclast képzést, fuziot, differenciaciot, aktivaciot, ezzel is a
csontreszorpcio, €s a csontvesztés iranyaba hat. A RANKL specifikus receptorat, a
RANK-ot (NF-kB receptor aktivator molekula) stimulalja, amely korlatozott szamu
sejttipusban (progenitor €s érett osteoclastok, myeloid-eredetli dendritikus sejtek)
expresszalodik. A RANK aktivaci6 a c-Jun, NF- kB, Akt/PKB utvonalakat is magaba
foglalo intracellularis kaszkad beindulasahoz vezet (Yasuda et al, 1998; Aubin és
Bonnelye, 2000). Az OPG egy szolubilis RANKL kot6 fehérje, igy a csontbontas
fiziolégias regulatora. Az OPG az osteoclastokban ¢és dendritikus sejtekben
expresszalodd (RANKL specifikus kotéséért felelés) RANK-kal versengve fejti ki
hatasat (Simonet et al., 1997). Amennyiben az OPG szint csokken, vagy a RANKL
expresszid megnd, a csontbontds fokozddik, a remodelling egyensilya reszorpcid
iranyaba billen. Ellentétes hatast az OPG termelés megnovekedése, vagy a RANK

mennyiségének csokkenése. A RANKL/RANK/OPG rendszer egyiittesen, egy citokin
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halézatot alkotva kulcsszerepet jatszik a csontanyagcsere szabalyozasaban (7. abra), és

A Wingless (WNT) jelatviteli rendszer szintén kulcsfontossagli a csont élettani
folyamatainak szabalyozasaban. A WNT fehérjék fokozzak a kozos mezenchimalis
Ossejtek osteoblast iranyu elkotelezodését, ezzel szemben gatoljak az adipogenesist.
Hatasukra né az alkalikus foszfatdz expresszid, valamint serkentik az osteoblastok
WNT jelatviteli kaszkad bizonyos tagjainak vagy a koreceptorainak (pl.:LRPS5,
(Johnson és Kamel, 2007) kifejezddését megsziintették csokkent a csonttomeg, az
osteoblastok szama, kiilonb6z6 embrionalis csontfejlodési rendellenességek jelentek
meg, illetve alacsonyabb szérum osteocalcin szinteket mértek (Milat és Ng, 2009;
Krishnan et al., 2006).

A csont morfogenetikus protein (BMP) szignalizacios rendszer: a BMP-k a
transzformald ndvekedési faktor f (TGFp) polipeptid szupercsalad tagjai. A csont
morfogenetikus fehérjék szamos extraszkeletalis szovetben expresszalédnak, de a
csontszovet szempontjabol legfontosabbak a BMP-2, -4, -6, és -7 molekulak. Alapvetd
funkcioik kozé tartozik a mesenchimalis sejtek differencialasa az osteoblastikus vonal
iranyaba, elGsegitve az osteoblastikus érést és mikodést. A BMP2 hianyos egér
¢letképtelen, mig a BMP4 null mutacié a 6,5 és 9,5 gesztacids nap kozott elpusztul (a
mesodermalis differencialodas hidnya miatt). A BMP6 null egerekben a sternum
elégtelen csontosodasa figyelheté meg (Canalis et al., 2003). Mind a BMP-2, mind a
BMP-4 gén promotere tartalmazza az osteoblastok elkotelezddését iranyitd
tanszkripcidés faktor, a Runx2 kotohelyét. Mindkét BMP molekula fokozza a
csontképzést stimulalé inzulinszeri novekedési faktor (IGF1) termelodését. Tovabba, a
BMP-2 és BMP-7 a mesenchimalis dssejtekben indukalja a Runx2 és egy masik, szintén
esszencialis osteogén transzkripcios faktor az Osterix/SP7 expresszidjat (Xiao et al.,
2007). Az osteoblastogenesis szempontjabol igy egy kulcsfontossagu szabalyozo

mechanizmus alakul ki (Gazzerro és Canalis, 2006).
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A Runx2 és Osterix szerepe a csontfejlodésben

A Runx2 eré teljesen expresszalédik az oszteoblasztokban és a porchartya
sejtjeiben. A porcfejlé dés mellett elsé sorban az oszteoblaszt differenciacioban
betoltott szerepérél valt ismertté, hiszen a Runx2-/- egereknek hianyzik mind az
endochondralis -, mind pedig az intramembran uton fejlé 'd6  csontozata (Ducy et al.,
1997; Komori et al., 1997). De nem csak az oszteoblaszt differenciacioban jatszik
szerepet a Runx2, hanem feleldé s szamos ECM molekula transzkripcidjanak
aktivalasaban is. Szamos gén promoteréhez képes kapcsolodni, mint pl. az osteocalcin
(0c/BGLAP), bone sialoprotein (ibsp), alkalikus foszfatdz (AP) és az Il-es tipust
kollagén (coll1A1) génekhez, igy a mineralizaciot is szabalyozza.

Az Osterix (Osx) fehérje egy cink-ujj tartalmt, elsé sorban oszteoblaszt
specifikus transzkripcios faktor (Nakashima et al, 2002). Nagyon kis mértékben a
porcsejtek is termelik, de elsé sorban a perikondriumban, valamint a intramembran
csontosodassal fejldé dé  vazelemek mesenchimalis kondenzacidiban expresszalodik
az egérmagzat E13.5 stadiumaban. Az Osx-/- mutans egér a sziiletés koriil elpusztul.
Habar ezekben az egerekben a porcszovet normalisan kialakul, teljesen hianyzik mind
az endochondralis -, mind pedig az intramembran uton képz6 d6  csontszovet
(Nakashima ez al., 2002). Az Osx-deficiens egerekben az I-es tipusu kollagén (collAI)
szintje minimalis, az osteonectin (sparc), osteopontin (op) és bone sialoprotein (ibsp)
csontspecifikus marker gének nem detektalhatok. Mig az Osx-null mutans embridkban a
Runx2 szintje normalis, addig a Runx2- null mutans egérben az Osx transzkriptum nem
detektalhatd. Ez azt mutatja, hogy az Osx ,,downstream” helyezkedik el a genetikai
utvonalban a Runx2-hoz képest (Nakashima és de Crombrugghe, 2003).

A jelatviteli rendszerben I-es és Il-es tipusi BMP receptorokat (BMRPI,
BMPRII) kiilonboztetiink meg. A ligand kotddésekor a BMPRII heterodimert képez az
I-es tipusu receptorral. A BMPRII-t alkotd kinaz aktivalja az I-es tipusu kinazt és
elinditja a foszforilacios kaszkadot, amely hatasai a sejtmagba jutva fokozzak, vagy
gatoljak a célgének transzkripciojat. Az I-es és Il-es receptorok a BMP aktivalas elott
homomer és heteromer komplex formaban a sejtfelszinen talalhatok. A BMP-k kotése a
preformalt heteromer receptor komplexhez, a Smad utvonal aktivalasdhoz vezet
(Canalis et al., 2003; Kawabata et al., 1998). A csont morfogenetikus proteinek
multifunkcionalis fehérjék, az egyetlen olyan jelatviteli molekulak, melyek képesek de

novo csontképzésre. Ez az egyediilallo osteoinduktiv tulajdonsaguk tette lehetévé
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terapias felhasznalasukat, els6sorban ortopédiai beavatkozasok soran (Xiao et al., 2007,
Granjeiro et al., 2005).

A lokalis citokinek szerepe is fontos. Ilyen az osteoblastok altal termelt
interleukin-1 (IL-1) kettés hatasi molekula is. Egyfeldl serkenti az osteoblastok
kollagén termelését, masfel6l részben kozvetleniil, részben a reszorpciot fokozd
interleukin-6 (IL-6) expresszidjanak ¢s hatasanak erdsitésével az osteoclastokat
aktivalja. A tumor nekrozis faktor (TNF) mindkét sejtre (osteoblast és osteoclast)

serkentd hatasu, tehat a teljes remodelling folyamatat fokozza.
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2.4.4. Az oszteoporozis jelentosége és genetika hattere

A csontritkulas vilagszerte jelentds népegészségiigyi probléma, az egyik
leggyakoribb civilizacios csontanyagcsere betegség. Eurdpaban, az Egyesiilt
Allamokban és Japanban mintegy 75 milli6 a betegek szdma. Becslések szerint az egész
vilagon 200-250 milli6 ember ¢l csontritkulassal. Az északi orszagokban a beteg
lakossag szamaranya valamivel magasabb, dél felé¢ haladva az eléfordulas csokkenést
mutat. Az Eur6pai Unioban a csontritkulas miatt bekovetkezett csip6taji torések utan az
egy éven beliili haldlozasi arany 15-30%. A tulélok 50%-a képtelen segitség nélkiil
6ltozkodni, 90% képtelen 800 m-t gyalogolni vagy 0,5 m-t lépcsén felmenni. A
szovodmények miatt 6 betegbdl 1 meghal. A torést atélt betegek szamara az
¢letmindség romlasa és a fajdalom érzése, csaladjuk szamara pedig a tehetetlenség
elfogadhatatlan (Somogyi et al., 2000). Eurépan belill a magyarok és a norvégok
rendelkeznek a legalacsonyabb csontsiirliséggel. Magyarorszagon 900 ezer-1 millio
beteget tartanak nyilvan, ebbdl 600 ezer né. Kricsfalusy és munkatarsai 1999-ben 10
milliard Forint feletti osszegre becsiilték a kozvetlen ellatasi koltségeket (Somogyi er
al., 2000), amely nem foglalja magaba az otthoni betegapolasra kiadott Gsszeget. Egy
csip6taji torés ellatasa 500 ezer, mig egy periférias torés ellatasa 100 ezer Forintra
teheté 2006-o0s adatok szerint.

A csonttomeg a hossznovekedés megsziinését kovetden 25-35 éves életkorig
novekszik, s eléri az egyénre jellemzd csucs csonttomeget. A koriilbeliil 30 éves korra
elért cstics csonttomegnek egy rovid ideig tartd egyensulyi platod fazisa utan megindul a
csokkenése, amely életiink végéig tart. Nokon 6-8 évig tartd, kiilondsen jelentds
csontfogyas a menopauza tajan kovetkezik be, majd tovabb fogy a csonttomeg, de mar
lényegesen kisebb mértékben. Férfiakban a klinikailag jelentds fokti csontvesztés
altalaban csak a 60-65. életév koriil észlelhetd. A csontmindség romlasat az osteoblast
aktivitas csokkenés ¢és az osteoclastok élettartamanak novekedése, apoptozisanak késése
okozza, mely miatt a csontgerendak perforalodnak, kitornek.

Az oszteoporozisban mai ismereteink szerint mind nékben, mind férfiakban az
Osztrogén hiany skeletalis hatasai dominalnak. Az 6sztrogén szint 90 %-os esése eldszor
egy felporgdtt csont metabolizmussal és ,remodeling”-gel (azaz ,turnover’-rel)
jellemezhetd, mintegy 5 éven at tartd csontvesztéshez vezet, ami dontden a trabekularis

allomanyt érinti és évi akar 3%-os csontvesztéssel jarhat.
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A gyogyszeres beavatkozasra a férfiak a ndkkel egyez6 formaban és mértékben
reagalnak. Ezt indirekt az is aldtdmasztja, hogy a nembéli eltérések ellenére a férfi és
ndi csontritkulas molekularis hattere ugyanaz.

Maganak az oszteopordzisnak nincsenek specifikus tiinetei, legfontosabb
kovetkezménye a megndvekedett csonttorési kockazat. Porotikus torések mindazok,
amelyek olyan koriilmények kozott esnek meg, amelyek kozott egészséges ember nem
torné csontjat. Ezek jellemzden gerincesigolya, borda, csip6taji és csuklo torések; a
végtag csontjai koziil pedig elsésorban a combcesontot és az alkar csontjait érintik.

A kialakult oszteopordzisos allapot tovabbi romlasat a mai gyogykezelés csak
megallitani, ill. lassitani tudja, visszaforditani nem.

A csontvesztés sebességét 60-80%-ban genetikai, s csupan 20-40%-ban
kornyezeti tényezOk hatarozzak meg. Ez a tény alatdmasztja, hogy nagy sziikség van a

betegség genetikai és molekularis biologiai megkozelitésére, diagnosztizalasara.

Az oszteoporozisban szerepet jatszo génpolimorfizmusok

A csontmetabolizmus és a csontsejtek szabalyozasaban részt vevd gének
tanulmanyozasa soran mar tobb mint szaz olyan génszakaszt azonositottak, amelyeknek
az osteoporosis kialakulasaban illetve a csonttomeg csokkenésében szerepe van. A
betegségek genetikai hatterében fontos szerepet jatsz6 a kandidans gének ,.single
nukleotid polimorfizmusait” (SNP) vizsgaltdk ¢és szamos ilyen genetikai varians
Osszefliggését irtak le a csontdenzitassal és a torési rizikoval kapcsolatosan.

A kapcsoltsagi viszonyok alapjan a szignifikans SNP-k valdsziniisitik azokat a
génszakaszokat, amelyeken belill megtalalhatd az eltéré fenotipushoz/funkciohoz
vezetd allélikus varians. A legfontosabb kandidans gének az LRP5 (liporpotein
receptor- kapcsolt fehérje 5), a CollAl, TGF-p (transzformalé névekedési faktor béta),
BMP (csont morfogenetikus proteinek), VDR (D-vitamin receptor), RANKL (NF-«xB
receptor aktivator ligand), ESR1 (6sztrogén recetor alpha).

Kiemelend6 a collA1 gén elsé intronjaban talalhato Spl kétShelyben talalhato ,,S”
illetve ,,8” allélikus polimorfizmus, amelyrél el6szor sikeriilt kimutatni, hogy
befolyasolja a BMD-t (csont siiriiséget) és a csont mindséget. Ezaltal genetikai markere
a oszteopordzis/csonttdrési hajlamnak (Alvarez et al., 1999). Az un. ,,s” allélt hordozo
(,,S/s” illetve ,,s/s” genotipus) egyénekben alacsonyabb a BMD és fokozott az

oszteoporodtikus torések szama (S/s: 52 illetve s/s: 86%), szemben a ,,S/S” genotipussal.
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A collAl gén az 1. tipust kollagén al (I) lancat kodolja. I. tipust kollagén molekulat
két al (I) lanc és egy o2 (I) lanc trimerje alkotja. A collA1 gén G1245T polimorfizmusa
esetében a baziscsere a Spl transzkripcids faktor kotOhelyét érinti. A gén 1245.
pozicidjaban helyet foglalo 1245G allél jelolése: ,,S”, a 1245T allél jelolése ,.s”. Az
1245. pozicidoban T nukleotid talalhatdo (1245T), az allél transzkripcidja. A ,,s” allél
miatt megvaltozik az al (I) és a2 (I) lancok aranya, mely a csontszovet erdssége,

valamint a csontdenzitas csokkenéséhez vezet, ami noveli a torési rizikot.
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3. CELKITUZES

El6zmények: A gimszarvas molekularis genetikai kutatasok jelent6ségét Orosz Laszlo
akadémikus ismerte fel még a 70-es, 80-as évek forduldjan, majd évtizedes
elokésziiletek utan 1999-ben szervezte meg a téma laboratoriumi miivelését Godollon a
Biotechnoldgiai Kézpontban (MBK). A témara doktori iskola és program szervezddott
(SZIE, ELTE). A gimszarvas molekularis genetikai kutatdsok megteremtését tobb
kedvez6 tényez6 egyiittallasa hozta meg: (i) a gimszarvas (Cervus elaphus) genetikailag
jol vizsgalhato ¢l6lény lett, mivel a miluval (Elaphurus davidianus) alkotott fajhibridje
himje visszakeresztezhetdé gimszarvas tehenekkel. Az ,interspecifikus back cross”
populaci6 a LOD elemzés ¢és DNS markerek alkalmazhatosdga segitségével
géntérképezésre lehetéséget ad; (ii) az NKFP Széchenyi program (2001-2007) jelent6s
forrast biztositott a témahoz, amelyet jelentés OTKA, FVM, ETT tamogatasok is
kiegészitettek és kiegészitenek; (iii) egy évtizedek ota, a kifinomult fag genetikan ¢és a
DNS technolégiak teljes eszkoztaran csiszolodott laboratorium elméleti €s modszertani
felkésziiltsége, kivald infrastruktiraja allt a hattérben. A ,,Gimszarvas Molekularis
Genetika  Laboratorium”  1999-ben  allt fel, amelynek munkajaba els6éves
egyetemistaként 2000-ben csatlakoztam. A kutatd csoport akkor a gimszarvas agancs
fejlédését iranyitd genetikai hatér feltarasaval foglalkozott. Ez egy ,,pioneer” kutatas
volt, mivel a molekularis genetikai megkozelitést integralta a témaban, raadasul egy
addig megkdzelithetelen kisérleti modellben.

A munka szamos innovaciot kovetelt, amelynek eredménye egy nemzetkozileg
is szamottevo laboratorium és infrastruktira kiépitése lett (pl. fag, plazmid, baktérium
genetika, rekombinans DNS technologiak teljes vertikuma - génklonozas, szekvenalas,
AFLP, Northern-, Western-, Southern-, in situ- hibridizacidos technikak, cDNS-,
genomi-és plazmid génkonyvtarak készitése, DNS chip technologidk, bioinformatikai
feldolgozasok, céliranyos korszerii miiszerezettség). Doktorandusz kollégaim Molnar
Andrea és Gyurjan Istvan meghataroztak, hogy az agancs rendkiviil gyors novekedését
alapvetden gatlo gén aktivitasok tartjak szabalyozott mederben és 6vjak meg a fejl6do
agancsot a tumoros elfajulastol. Borsy Adrienn kollégandm megtalalta a genetikai

Osszefliggést a gimszarvas fiziologias és az ember patologias oszteopordzisa kdzott.
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Céljaim:

Az én feladatom az agancs csont robosztus csontosodasa és a vazcsontozat

csontritkulasa kozotti epigenetikai Osszefiiggés feltarasa volt (azaz a folyamatban

szerepld gének és aktivitasaik feltarasa), amely a kovetkezé nagy részfeladatokat

jelentette:

@)

(i)

(iii)

(iv)

™)

a ciklikus fiziologias oszteopordzis €s regeneraciojanak szdvettani
demonstralasa

az agancs csucs mineralizacid (kalcifikacio) gén aktivitasainak
meghatarozasa

az agancs csont ¢és a vaz csontozat génexpresszios valtozasainak
leirasa

az agancs ¢és a vaz porcban és csontban a génaktivitasok mértékének
kvantitativ meghatarozasa

a kutatocsoport rendelkezésre all6 infrastruktira fejlesztése
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Anyagok

4.1.1. Standard oldatok

10xMAE

20xSSC

10xTBE

10xlambda puffer:

Ixlambda puffer:

Random priming jel616 puffer:

Hibridizacios puffer (in situ)

50x Denhardt’s reagens:

Detektalo puffer (in situ):

10xPBS (pH 7,4):

10xTBS (pH 7,4):

500 mM MOPS
100 mM EDTA

3M NaCl
0,3M natrium-citrat

850 mM Tris bazis
850 mM borsav
20 mM EDTA

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

10xlambda puffer 1:10 aranyu higitasa desztillalt vizzel és
0,01% zselatin hozzaadasa

500 mM Tris-HCI (pH 8)

50 mM MgCl,

100 mM DTT

dNTP mix (20 mM dCTP, dGTP, dTTP)
2 mM HEPES (pH 6,5)

50% formamidO

100 mM Tris-HCI (pH 7,6)
1x Denhard’s reagens

500 mM NacCl

10% dextran-szulfat
0,05% SDS

I mM EDTA

1% ficoll

1% polivinilpirrolidon

2% BSA

10% polivinil-alkohol

100 mM Tris-HCI (pH 9,5)
100 mM NaCl

5 mM MgCl,

1 370 mM NaCl
27 mM KC1

100 mM Na,HPO,
20 mM KH,PO,

1370 mM NaCl

27 mM KCl
250 mM Tris bazis
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4.1.2. Felhasznalt baktériumtorzsek, fagok és taptalajok

E.coli DH5a supE444lacU169 (p80LacZAM15)

(Hanahan, 1983) hsdR17 RecAl gyrA96 thi-1 rel41

E.coli XL1-blue endAl gyr496 hsdR17 lac— recAl relAl supE44 thi-1
(Wood et al., 1985) [F’laclqZ DM15 proAB Tnl0]

ATriplex2 fag cDNS konyvtar (Clontech)

LB tapoldat (1 000 ml-ben): 10g Bacto tripton

(pH 7,0) Sg Bacto élesztd kivonat
10g NaCl

LB agar lemez:  12g agar/l1 000ml LB tapoldat

LB top agar: 7g agar/1 000 ml LB tapoldat

4.2. Mintavételek

A munkadmhoz sziikséges gimszarvas agancs, vazcsont és magzati mintdkat Pannon
Lovasakadémia bOszénfai szarvasfarmja biztositotta. A mintavétel a magyar
allatvédelmi torvény (243/1998, XII. 31) szerint tortént.

A kisérletek kardinalis pontja a j6 mindségii és jol dokumentalt szovetmintak gyijtése,
amelyek lehetévé teszik a sejtalkotok épségben torténd kinyerését.

majd szétdaraboltuk és 30 percen beliil folyékony nitrogénben lefagyasztottuk.
Felhasznalasig folyékony nitrogénben vagy -80°C-on taroltuk.

A szovettani vizsgalatokhoz a szétdarabolt mintakat 4%-os 1x PBS-ben oldott
paraformaldehidben fixaltuk 24 oran keresztiil. Ezutan a mintakat 70%-os etanolban

taroltuk a paraffinba torténé beagyazasig.

4.2.1. Szarvas agancs szovetek
A gimszarvasbikak barsonyos-barkds agancsaibol majus-juniusban vettiink
mintakat kisérleteinkhez. A fejlédo barkas agancs cstcsok felsé 10-15 cm-es darabjat

tavolitottuk el az agancs névekedés 80-90 napja kozott. A fejlodé agancs csont mintakat
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a kozépag ¢és jég ag kozotti teriiletrél vettik. A barsonyos-barkas agancs altalunk
vizsgalt szovettani rétegeinek (mezenchima, eléporc és porc) elhelyezkedését Li és
mtsai (2002) kozlése alapjan hataroztuk meg. Bar az egyes szoveti zonak szemmel is jol
elkiilonithetéek, a kiilonb6z6 zonak minden kétséget kizaro elvalasztisa érdekében a
szovetek kozott kb. 0,5 cm-es atmeneti réteget kihagytunk.
4.2.2. Szarvas magzati porcszovetek

A szarvas magzat mintdkat december kozepétdl januar kozepéig gyujtottik a
szarvasfarm allomanyanak selejtezési ideje alatt. Kisérleteinkhez a harom-négy honapos
szarvasmagzat novekedési porclemezére volt sziikségiink. Eltavolitottuk a hosszl
csoves csontok végeirdl az iziileti porcot, illetve a csont k6zépso teriiletét.
4.2.3. Gimszarvas csont mintavétel

A gimszarvas csont mintakat az agancsciklushoz kototten harom idépontban
vettiik: (i) a vazcsontozat fiziologids oszteoporodzisakor junius elején (Stagl), (ii) barka
hantasakor azaz csontos agancs elkésziiltekor, az oszteopordzis regeneraciokor, julius
kozepén (Stag2), (iii) a csont ,,nyugalmi” allapotaban, november végén (Stag3). A
szarvasbikakat Stagl, Stag2, Stag3-nak mintdnak neveztiik el. (2. abra). Erdemes
megjegyezni, hogy Stagl 8 éves korara kapitalis trofeat rakott fel, az utolsé hullott
agancsa 8 kg-os volt. Stag2 barka hantasakor agancsa 8,1 kg volt. A november végi
Stag3 7 kg-os volt a trofedja. A mintavétel helyei: csigolya-, szegy-, medencetaraj-,
labszar (metatarsus)-, lapocka-, bordacsont. Az emlitett csontmintakon kiviil vizelet és
vérmintakat is vettiink.
4.2.4. Human csontszévet mintak

A mintdkat a SOTE I. sz. Belgyogyaszati Klinikan gytjtotték postmenopauzas
oszteopordtikus  és nem oszteopordtikus nokbél. A munkat a Semmelweis
Orvostudomanyi Egyetem Regionalis, Intézményi Tudomanyos ¢és Kutatasetikai
Bizottsag (TUKEB) engedélyével (6392-1/2004- 1018EKU) illetve valamennyi paciens
irasos beleegyezésével tortént. Az oszteopordtikus 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
csontstiriiség (BMD) értékeket a combesont és lumbalis csigolyak (L2-L4) kettds
energiaju rontgen foton abszorpciometrias (DXA) vizsgalataval allapitottak meg (Balla
et al., 2007). A kisérlethez bevalogatott postmenopausas korti nék nem részesiiltek

semmilyenfajta hormonpo6tld vagy szteroid terapiaban.
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4.3. Szévettani vizsgalatok

Metszetkészités: a 4%-os paraformaldehidben fixalt mintakat novekvo
toménységli etanol sorozatban dehidrataltuk, majd xilollal kezeltiik, végiil alacsony
olvadaspontu paraffinba (Paraplast, Sigma) agyaztuk. HM 335 E rotaciés mikrotommal
10 pm vastagsag metszeteket készitettiink, amelyeket (3-aminopropyl) triethoxy-silane
—nal kezelt targylemezekre rogzitettiink. A szdvettani vizsgalatokhoz minden esetben
sziikséges volt, hogy a metszeteket deparaffinaljuk és rehidrataljuk.

Hematoxilin-eozin festés: a metszeteket Mayer-féle hematoxilinben festettiik 10
percen keresztiil, majd foly6 csapviz alatt tartottuk, amig a sejtmagok elnyerték végso
lilaskék sziniiket. Ezt kovetéen a metszeteket 1%-os eozin oldatban festettilk 5 percen
at. Az etanollal torténé dehidralast kovetéen a metszeteket DPX mounting media-val
(Fluka) fedtiik le.

Alcian blue/alizarin red festés: a metszetek 3 percig alltak a 80%-os etanol-20%-
os ecetsav elegyében feloldott 0,3%-os alcian blue festékben. Ezt kovette a 2%-os
KOH-oldattal torténé mosas, majd a metszeteket az 1%-os KOH-ban feloldott 0,3%-0s
alizarin red-del festettilk 1 percig. A dehidratalast acetonnal és xilollal végeztik és a

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

4.4. DNS izolalas

A DNS izolalas vérbdl és husmintakbol tortént a QIAGEN QIAamp DNA

Investigator Kit (QIAGEN) hasznalataval, a gyarto utasitdsai szerint.

4.5. RNS izolalas

Total RNS: a mintakat folyékony nitrogén alatt homogenizaltuk, majd 300-500
mg szovetmintabol savas fenol-kloroform extrakciot kovetden az RNS molekulakat 2,5-
¢és 7,5 M-os LiCl2 oldattal csaptuk ki és 75%-os etanollal mostuk, a szaritast kdvetden
20 pul RNaz-mentes vizben oldottuk fel. Az RNS koncentraciojat és mindségét Agilent
Bioanalyzer, automatizalt kapillaris elektroforézis rendszeren ellendriztilk a RNA6000
Pico Chip Kit felhasznalasaval. A minta intaktsagat az RNS integritasi szammal (RIN)
jellemeztitk, ami a 18S és a 28S riboszomalis fragmentumok aranyabol, valamint az

alapvonal alapjan mutatja meg, hogy a vizsgalt minta milyen minéségii RNS-t
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tartalmaz. Az egytdl tizig terjedé skalan a hétnél nagyobb RIN értékkel rendelkezd
mintakat vontuk be a kisérletekbe.

mRNS: az izolalas a Dynabeads Oligo(dT)25 paramagneses gyongyok segitségével
(Dynal Biotech) a gyarto altal ajanlott pufferek és protokoll felhasznalasaval tortént.

4.6. cDNS szintézis és konyvtarak létrehozasa

A cDNS szintézist ¢és konyvtarak készitését a SMART cDNA Library
Construction Kit (Clontech) segitségével végeztiik. A cDNS szintézishez 1 pg mRNS
mintakat hasznaltunk fel a CDSIII oligo(dT) primer és SMART IV oligd
felhasznalasaval. A reverz-transzkripciohoz SuperScript II RNaseH-minus reverse
transcriptazt (Invitrogene) hasznaltunk 20 pl térfogatban, a gyartd ajanlasanak
megfelelé eljarassal. 3 pg dupla-szalu cDNS-et Sfil endonukleazzal elhasitottunk,
majd SizeSep400 (Pharmacia) kromatografias oszloppal méret szerint frakcionaltuk.
Ezutan a kicsapott cDNS-eket Sfil enzimmel megemésztett, defoszforilalt ATriplex2
vektorba épitettilk. A ligalasi reakciokbol 1 pl-t hasznaltunk fel az in vitro pakolashoz
(GigapackGold, Stratagene). 1-2 x 10° rekombinans fagot E.coli XL1 Blue térzsében
sokszorositottunk 10°-10'° fag/ml koncentraciéig. A konyvtarakat 1x Lambda pufferben
10% DMSO hozzaadasaval -70 °C-on taroltuk.

4.7. Szarvas agancs cDNS microarray platform létrehozasa, az ,,Agancs

chip”

Kereskedelmi forgalomban gimszarvas microarray nem kaphato, ezért a
gimszarvas agancs cDNS microarrayt, az ,,Agancs Chipet” sajat magunk készitettiik.
Kereskedelmi forgalomban gimszarvas microarray nem kaphatd. Microarray
vizsgalatainkhoz az emldsok ortolog génjeinek nagyfoku szekvencia hasonlosagat
kihasznalva heterolog rendszereket hasznaltunk eddig (gimszarvas cDNS vs. egér-,

patkany-, human-, majd késobb szarvasmarha cDNS platformokat).
4.7.1. cDNS konyvtarak konvertalasa

A SMART™ ¢DNS kényvtarakat plazmid klonokka konvertaltuk az Escherichia
coli BM25.8 torzsében, a gyarto protokollja szerint.
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4.7.2. Klénok amplifikalasa, szelektalasa

A kolénia PCR utdn 3200 cDNS-t random moédon valasztottuk ki a chip
készitéséhez. A cDNS inszerteket a magzati ndvekedési porclemez, az agancs
mezenchima, eléporc, és a porc konyvtarakbol amplifikaltuk PCR segitségével, plazmid
specifikus primerekkel, majd a MultiScreen-PCR plate segitségével tisztitottuk
(Millipore, Billerica, MA, USA). A visszaoldas 50%-os dimethyl sulfoxidban tortént.
4.7.3. Chip nyomtatas

A cDNS-eket a Micrroboti Total Array System (VioRoborics, Cambridge, UK)
robottal vittiik fel a chip targylemezekre (FMB cDNA slides, Full Moon BioSystems,
Sunnyvale, CA, USA) ,chipekre” a MicroGrid Total Array System (BioRobotics,
Cambridge, UK) chip-nyomtaté robot segitségével. A nyomtatd feje 16 db (4x4 —es
formatumu) tit tartalmazott. Az amplifikalt cDNS-ek duplikdtumban vittiik fel minden
egyes chipre. A ,,spot”-ok atmérdje 200 um volt. A hibridizacio el6tt a lemezek 1xSSC,
0,2% SDS, 1% szarvasmarha albumminal blokkolva lettek 30 percig 42 °C-on, majd
vizes mosas utan meg szaritottuk.
4.7.4. Probakészités, hibridizalas és adatfeldolgozas

A hibridizacios proba készitéséhez 5 pg total RNS-t irtunk at cDNS-sé a poly-dT
primed Genisphere Expression Array 350 Detection Kit system kit segitségével
(Genisphere, Hatfield, PA, USA) a gyart6 utasitasai szerint.
A cDNS chipekre ra mértiik a jelolt probakat a hibridzacidhoz, ami a Ventana tipusu
hibridizacioés allomason tortént (Ventana Discovery, Tucson, AZ, USA). A hibridizacio
két korben tortént. Az elsé hibridizacio a jeldlt probaval tortén 42 °C 6 o6ran at ,,FGL”
hibridizacios pufferben (10x Denhardt solution, 0.25M sodium phosphate buffer pH 7.0,
ImM EDTA, 1xSSC, 0.5% SDS). Majd 2.5 pl CyS5 jelolé reagenst adtunk 200 pl
hibridizacios pufferhez (Ventana) és 42 °C -on 2 6ran at hibridizaltunk. A chipeket
kétszer mostuk a0,2 x SSC vel szobahdmérsékleten 10 percig. Szaradas utan a chip
jeleit beszekeneltiik.
Az adatok feldolgozasa az el6zetesen mar leirtak (Puskas et al., 2002; Gyurjan et al.,
2007) szerint tortént.
4.7.5. A ¢cDNS klénok szekvenalasa

A bioinformatikai feldolgozas utan a statisztikai elemzések szerint expresszios
kiilonbséget mutatd cDNS-ek megfeleld klonjait eldkerestiik a glicerinben tarolt

torzsgytjteménybdl. A kolonokbdl kolonia PCR-t készitettiink plazmid specifikus
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primerek segitségével, majd a klonozott fragmentumok bazis sorrendjét meghataroztuk

(Applied Biosystems ABI prism 377 DNS szekvenalé késziilék, MBK-BIOMI).

4.8. Szarvasmarha oligonukleotid microarray technolégia (Affymetrix)

A csont mintdk vizsgalatakor mar rendelkezésre allt a Bovine 24K Affymetrix
microarray. Azért valtottunk erre a platformra, mert a biztunk a szarvasmarha és a
evolicidsan nagyon kozel all egymashoz). Ezen felallassal a fajok kozotti szekvencia
kiilonbségekbdl adodo hibridizacios veszteségeket [ényegében kikiiszoboltiik.

A jelen disszertacioban kozolt munkank igazolta bizalmunk jogossagat, mivel cDNS
szinten 97-100 % homologidkat tapasztaltunk. Megjegyzésre érdemes, hogy kedvezd
tapasztalatink voltak mar mas heterolog felallasoknal is (pl.: egér vs. gimszarvas

(Gyurjan et al., 2007), human vs. gimszarvas (Borsy et al., 2009).

4.8.1. Probakészités, hibridizacioé és az adatok beolvasasa

A kiindulashoz 4 pg total RNS-t hasznaltunk fel. A jelolést az amplifikacioval egy
1épésben végeztiik el, a reakcidban biotinilalt nukleotidokat épitettiink be. Amelyhez az
egy korés IVT (in vitro transzkripcio) modszert hasznaltuk. Elsé 1épésben egy cDNS-t
szintetizaltunk egy olyan poly-dT oligonukleotid segitségével, amely az 5 végén egy
T7 bakteriofag promoéter szekvenciat tartalmaz. A reakcioban az oligo-dT a mRNS
molekula poly-A végéhez kotddik. Innen indul a reverz transzkripci6. Ezaltal egy olyan
duplaszalu hibrid molekulat kaptunk, amely tartalmazza az eredeti géntermék (mRNS)
szekvenciajat, valamint az Ujonnan szintetizalt komplementer cDNS szekvenciat. Ezt
kovetden az eredeti templatot (mRNS) RNazH enzim segitségével eltavolitottuk, majd
DNS-polimeraz segitségével duplaszali ¢cDNS molekulava egészitettiik ki. Err6l a
molekularol pedig végrehajtottuk az amplifikaciot, amelynek lényege, hogy T7 RNS-
polimeraz segitségével a cDNS molekulaba épitett T7 promoter szakaszrol ITVT-t
hajtottunk végre. Az IVT soran beépitésre keriiltek a biotinilalt nukleotidok. Ezaltal az
eredeti molekulaval (mRNS) komplementer biotinilalt RNS molekulat kaptunk (jelolt
cRNS). Az IVT els6 koére végére a teljes mRNS allomany torzitatlan, sokszorositott
(10000x), jelolt (biotinilalt) komplementer (cRNS) szekvenciait kapjuk meg. A jelolt
cRNS molekulakat tomény sooldatban magas hdéfokon fragmentaltuk, majd 16 o6ran

keresztiil, 60 rpm-en, 45°C fokon Chip-re hibridizaltuk, ahol a jelolt molekulak
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hozzakapcsolodtak a Chip felszinére rogzitett, ismert pozicioban 1évé komplementer
molekuldkhoz. A hibridizaciot kdvetden kiilonbozd sokoncentracioju €s homérsékletli
pufferek segitségével eltavolitottuk a nem kotddott, valamint a rosszul kot6dott jelolt
komponenseket (cRNS). Ezt kovette a festés, ahol a modositott nukleotidokhoz
fluoreszcens festéket kapcsoltunk. Mivel egységnyi nukleinsavhoz egységnyi festék
képes kotédni (ugyanolyan G:C arany mellett), igy a fluoreszcencia intenzitasbol
kovetkeztethettiink a nukleinsav koncentracidjara, azaz génexpresszio mértékére. A
fluoreszcens jelolés harom 1épcsdben tortént, automatizalt koriilmények kozott. Ennek
lényege a kovetkezd: a biotinhoz eldszor egy streptavidin-phicoerythrin (SAPE)
konjugatum kapcsolodik; a masodik 1épésben egy SAPE specifikus biotinilalt antitesttel
végzink immunreakciot; majd a harmadik Iépésben ehhez az ellenanyaghoz ismét egy
SAPE molekulat kapcsolunk. Ezaltal egy forditott piramis keletkezik a Chip felszinén,
ami jelerdsitésre szolgal. A kovetkezd 1épés a Chip leolvasasa. A Chip felszinét egy
lézer gerjeszti 570 nm-en, ¢és az emittalt fluoreszcens jelet lum-es felbontissal a
szamitogép detektalja, majd kép formatumban tarolja. A képbdl a szoftver egy cella fajlt
(CEL) general.
4.8.2. Adatok feldolgozasa és kiértékelése

Az egyes cellakban (egy cella reprezentalja egy gén egy bizonyos szakaszat, egy
.probe”-ot, amely 25mer hosszisagt oligo-nukleotid) mért fluoreszcencia
intenzitasokat egy ugynevezett CEL f4jl tarolja. A nyers fluoreszcencia intenzitasokbol
tobbféle modon allapithatdé meg a génexpresszios kiilonbség. Ehhez a legjobb platform
a BIOCONDUCTOR programcsomag, ami R kornyezetet hasznal. Szamos csomag és
fuiggvény all rendelkezésre a Chip-adatok kiértékelésére. Els¢ feladat a
mindségellendrzés (QC, “Quality control”), amelynek elvégzésével informaciot kapunk
a hibridizalt Chip-ek mindségérdl. Tobb QC eljaras is 1étezik, ilyen a “Present percent”,
ami megmutatja, hogy a gének hany szazaléka expresszalt a sejtben, vagyis az adott
Chip-en hany gén adott jelet. Ez altalaban 25-45% kozotti érték. Ha ett6l lényegesen
eltér az érték amplifikacios vagy hibridizacios hiba l1épett fel. Esetleg a minta nem volt
megfelel6 mindségii. Ha hét feletti RIN értékit RNS-bdl indulunk ki a gyakorlatban ez
nem fordulhat eld. Tovabbi eszkoz az “RNA digestion plot”, amely meredekségével
megmutatja a kiindulasi minta mindségét. A fluoreszcencia intenzitas eloszlasa tovabbi
informaciot ad a hibridizacidé mindségérél. Masodik feladat az elé-feldolgozas
(preprocessing), ami harom lépésbdl all: hattér korrekcid, normalizacié és 6sszegzés. Az

elsé 1épésben torténik a hattérkorrekcio, ahol kivonjuk a celldk koriili fluoreszcencia
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intenzitast a cellakban mért értékekbol. Ezt kovetéen normalizaljuk a mintakat, ami azt
jelenti, hogy ko6z6s szintre hozzuk az egyszerre vizsgalt és elemzett Chip-ek
fluoreszcencia intenzitas tartomanyat és eloszlasat. Megkiilonboztetiink Chip-en beliili
és Chip-ek kozotti normalizaciokat. A normalizalt értékeket leggyakrabban logaritmikus
transzformacio utan szarmaztatjuk. A normalizaciot az Osszegzés koveti, ahol az egy
génhez tartozo fluoreszcencia intenzitdsokbol egyetlen értéket képeziink, ugyanis ugyan
az a gén tobb ponton van reprezentalva a Chip-eken. Vagyis a ,,probe”-okbol “probe
set” szintli informaciot képziink. Az eld feldolgozott adatokbol késziil a kiilonbozd
szinten expresszalodd gének kivalogatasa (“differential expression”, ‘feature
selection”), vagyis az a génlista, amely a csoportok kozotti szignifikans expresszids
kiilonbséget mutatd gének listajat tartalmazza a géneket Northern hibridizacioval

validaljuk.

4.9. PCR, DNS fragmentek klénozasa

PCR reakciohoz a kovetkezoket hasznaltuk: 5 pl 10X PCR Gold Puffer, 3 ul 25
mM-os MgCl12, 3 pl dNTP mixet (egyenként 10 mM), 1 pl-1 pl 20mM-os forward és
reverse primer, 0.3pl AmpliTaq Gold enzim. Templat 15 ng cDNS vagy genomialis
DNS a celtdl fiiggden. A végtérfogat 50 pl.

A PCR reakci6 ciklusai a kovetkezdk voltak: 5 perc 94 °C-os kezdeti denaturdcio
egy ciklus hosszan, amelyet 94 °C-on 45 masodperces denaturacio, 58 °C-on 35
masodperces annelacio és 72 °C-on 3 perces elongicio kovetett 30-45 ciklus hosszan,
attol fiiggben mi volt a templat (cDNS vagy genomialis DNS).

A PCR technikaval kapott fragmenteket 1,2%-os agaréz gélen valasztottuk el. A
termékeket Qiagen DNS izolalo kittel a gyarto utasitasa szerint visszaizolaltuk.

A nem a cDNS konyvtarbol szarmazd cDNS és DNS fragmenteket pBluescriptKS
(Ramp) (Stratagen) vagy pGemTeasy (Ramp) (Promega) vektorba ligaltuk, majd DH5a
baktériumtorzsbe transzformaltuk. A transzformalashoz hasznalt kompetens sejteket a
Mandel és Higa (1970) altal leirt modszer szerint készitettiik és -80°C-on taroltuk
(Mandel és Higa, 1970). A transzformalas els6 1épéseként a sejtekhez hozzakevertiink a
bejuttatandd DNS-t, majd 40 percig jégen tartottuk dket. Ezutan 2 perc 42 °C-os hésokk,
majd 10 perc jég kovetkezett. Ezt koveten a sejteket 1 oran at regeneraltuk LB
tapoldatban, 37 °C-on. Ezutan a baktériumokat ampicillin és x-Gal tartalmu szilard LB

taptalajra szélesztettiik.
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4.10. Northern hibridizacio

Az analizishez 5 pg total RNS mintat hasznaltunk, amelyet 1,2 %-o0s formaldehid-
agar6z gélen futtatunk, majd HybondN+ (Amersham) membranra vittiink at kapillaris
blottolasi technikaval. A PCR technikaval kapott cDNS (kb. 500 bazispar) fragmenteket
(kb. 50 ng) [a32P]dATP -vel jeloltiik random hexamer primerekkel és E. coli DNA
Polymerase I Large (Klenow) Fragment (Promega) felhasznalasaval, ,,random priming”
10X pufferben. A hibridizaciokat 65 C°-on végeztik PerfectHyb TM Plus (Sigma)
pufferben és a gyartd altal megadott paraméterekkel végeztik el. A radioaktiv jelet

Storm Phosphorimager késziilék (Molecular Dynamics) segitségével detektaltuk.

4.11. Kvantitativ valés ideji Q-RT-PCR

A génexpresszidos mintazatokat 7 posztmenopauzas stadiumi, oszteopordtikus
(PP) és 10 posztmenopauzas, nem oszteopordtikus (PNP) fiiggetlen, magyar, kaukazusi
nd csontmintajaban mértiik fel.
100 ng human mRNS-t cDNS-sé irtunk at 55°C-on 200 U Superscript III RNAse H-
minus reverse transcriptase (Invitrogen), 125 ng random hexamer (Promega) és 40 U
RNaseOUT  Ribonuclease  Inhibitor  (Invitrogen)  hozzaadasaval 30  pul
reakciotérfogatban. TagMan Gene Expression Assay of ABI Prism 7500 Real-Time
PCR rendszert (Applied Biosystems) alkalmaztuk a szelektalt célszekvenciak
amplifikalasara. Az kapott Ct adatokat a Relative Quantification Study of 7500 System
SDS Software 1.3 (Applied Biosystems) segitségével analizaltuk.
Tovabbi részletek talalhatok Balla és Borsy kozleményében (Balla et al., 2007; Borsy et
al., 2009).

4.12. In situ hibridizacio agancs szoveteken

A barsonyos-barkas agancs kiilonbozé zonaibol és a magzati porcbol késziilt
metszeteket deparaffinaltuk, rehidrataltuk és 10 pg/ml Proteinaz K-val elokezeltiik. Az
emésztés 37 °C-on végeztiik, az agancs mintak esetén 30, a magzati porcnal 20 perc
hosszan. Az enzimes feltarast kovetéen a metszeteket 4%-os paraformaldehiddel
utofixaltuk és 0,25%-os ecetsav-anhidridben acetilaltuk. A RNS probakat digoxigenin-

UTP-vel (Roche) jeloltiik az in vitro transzkripcid soran. A hibridizaciot megel6zéen a
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probakkal 3 percig 94 °C-on denaturaltuk, majd 55 °C-on 16-18 oran keresztiil
inkubaltuk metszeteket. A hibridizacié utan a metszeteket 2XSSC, 50% formamid
oldatban mostuk 30 percig a hibridizacios hémérsékleten, majd 20 pg/ml RNaz A
enzimmel kezeltiik 37 °C-on 30 percig. Végiil 0,2XSSC-vel mostuk kétszer 30 percig. A
digoxigeninnel jelolt RNS-t birka anti-digoxigenin alkalikus-foszfataz antitesttel (Fab
fragment, Roche) detektaltuk. A detektalas alkalikus-foszfataz reakcion alapult,
amelyhez nitrotetrazolium blue kloridot és 5-bromo-4-kloro-3-indolyl foszfatot
alkalmaztunk kromogén szubsztratként. A metszeteket Kaiser-féle glicerin zselatinnal

(Merck) fedtiik le.

4.13. GC-MS extrakcio és metabolit analizis

A GC-MS vizsgalatokhoz 60 mg fagyasztott mintabol indult ki a polaris extrakcio.
A minta el6készitése, szarmazékolast és a metabolit analizist Nikiforova és mts. (2005)
modszere szerint végeztiik el. Rabitolt adtunk a mintakhoz belsé referencia kontrollnak.
A mintak a ,splitless” modban injektaltuk (1 pg/mintanként) és a quadrupole-tipusu
GC-MS késziilékkel analizaltuk (Finnigan Trace/DSQ, Thermo Electron Corp.). A
kromatogramot ¢s tomeg spektrum a XCALIBUR szoftver (Thermo Electron Corp.) ¢s
a NIST 2.0 konyvtar segitségével értékeltiik ki.

4.14. Bioinformatikai vizsgalatok

Az Osszes szekvencia elemzése UNIX szoftver kérnyezetben tortént a BASH és
PERL szkriptek alkalmazasaval. A promoter szekvenciak elemzéséhez az ENSEMBL
és DOOP adatbazisokra tamaszkodtunk (Barta et al., 2005). A motivum kereséseket és

mas szekvencia analiziseket az EMBOSS program csomaggal értékeltiik ki.

4.15. Tobbvaltozos transzkriptomikai statisztikai adatelemzések

Statisztikai elemzések: 15 szarvas gén human ortologjanak génexpresszios
valtozasat (collAl, collA2 col2Al, col3A1, coll0AI, mgp, sparc, enol, fabp3, serf2,
anxal, tmsb4x, tmsbl0, oc/BGLAP, runx2) vizsgaltuk oszteopordzisos ¢és nem
oszteoporodtikus posztmenopauzas nékben Real-Time PCR segitségével az elbzetes

munkankban (Borsy et al., 2009). A génexpresszios adatokat tobbvaltozos statisztikai
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elemzésekkel értékeltiik ki (Borsy er al, 2009). A fokomponens analizist (PCA,
Principal Components Analysis) és diszkriminancia analizist (CVA, Canonical Variates
Analysis) Podani Janos professzor SYNTAX 2000 program csomagja alkalmazasaval

végeztiik el (Podani 2001).
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5. EREDMENYEK

5.1. A mineralizalédé agancs porcszovetek vizsgalatai

Az agancs szovetek hisztologiai vizsgalatai

Az agancs csUcs szovettani leirasaval korabban mar szamos publikacio részletesen
foglalkozott (Banks és Newbrey 1983; Price et al., 1996; Korpos ez al., 2005). Jelen
disszertacioban  kiilonds  tekintettel, az  agancscsicsra  jellemzé  szovetek
vaszkularizacidjanak és mineralizacidjanak szempontjabol vizsgaltuk tovabb az
eddigieket.

Részletesebb képet szerettink volna kapni arrdl, hogy az itt talalhato sejtek és
szovetek miként vesznek részt az agancs mineralizacidjaban és  késébbi
elcsontosodasaban.

Az agancs csics mezenchima szovetrétege intenziv osztodasaval templatot
szolgaltat 0j szovetek létrehozasahoz. A mezenchima szdvet alsobb rétegeiben a sejtek
csillag formajuva valnak és a differenciacid elérehaladtdval megnd térfogatuk. A
mezenchima réteg az agancs csucsi részén a legvastagabb, ahonnan, mint valami sapka
lehuzddik az agancs oldalso teriiletére, amit oldals6 mezenchimanak neveziink. Ezekbol
a sejtekbdl differencialodik a késobbi perichondrium és periosteum belsés sejtes rétege.
Az oldals6 mezenchimabol koézvetlen intramembran csontosodassal csontgallér is
képzodik. A csucsi mezenchima mar vékony, fejlédé hajszal ereket is tartalmaz. A
tovabbi differencialodas soran ezeket az Ujonnan fejlodé ereket egy fokozatosan
kialakuld, vastagodd un. perivaszkularis szovet Olel koril. A kifejlédé vérerek
parhuzamosan futnak az agancs hossztengelyével.

Az agancs el6porc tobb mint 90 %- a prechondroblastokbol all, de kevés
chondrocyta és chondroclast is kimutathato.

Az agancsporc kizarolag chondrocytakbol all (azaz sem prechondroblastok sem
osteoblastok nem figyelhetok meg). A tojasdad és orso alaki porc sejtek a vérerek
mentén hengeres elrendezésben épiilnek fel és porcgerendékat hoznak létre. A vérerek
egyre vastagabbak, mint a mezenchimaban és az eldporcban. A perivaszkularis zona is
A novekedd erek ugyanolyan tempoban fejlédnek, mint az agancs porcos zonaja. Erre
azért van sziikség, hogy az intenziv épitési folyamatok energiaigényét biztositani

lehessen. A vastag porcszovet taplalasa (a testi porcokkal ellentétben) diffuzidval nem
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megoldhatd, mert a hatasfoka elégtelen ahhoz, hogy az intenziv épitési folyamatok

energia igény¢ét kielégitse.

5.1.1. Agancsporc mineralizaciojanak szovettani leirdasa

Agancs mintainkat szovettani festésekkel elemeztiik azzal a céllal, hogy képet
kapjunk a extracellularis matrix (ECM) csontképzési és mineralizacids potencialjarol. A
valaszt megadja az alcian blue (alcian-kék) és alizarin red (alizarin voros) szoveti festés

(8. abra).

A B C

epidermisz (E)
dermisz (D)
mezenchima (RM)
elépore (PC)

atmeneti zona (TZ)

8. abra: A fejl6do agancs szdvettani felépitése. A a barkas agancscsucs parasagittalis
metszeti képe; B az asvanyi anyagok lerakodasa folyamatanak sematikus képe (Banks
¢és Newbrey, 1981 utan modositva); a fekete pontok stirlisége megfelel az asvanyi anyag
stirliségének és mintazatanak. Megjegyzés: felhivjuk a figyelmet a mineralizalt porc-
csont hatar konikus alakjara (lasd 6.3. fejezet); C Alcian kék / alizarin vords festés:
kékfestés a GAG fehérjék mennyiségét jelzi, a vords szin, az extracellularis matrix
kalcium szintjét jeloli. Az A,B és C abran az I és II a bels6 és kiilsé szoveti régiokat
jeloli. A C ébran a ,,Bar”: 0,25 mm.
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egyre tobb extracellularis matrix fehérje (ECM) halmozodik fel, s ez jol megfigyelhetd
az alcian kék szovettani festés segitségével, ami a glitkozaminoglikan fehérjéket (GAG)
festi meg. Az alcian-kék festés a mezenchimaban alig detektalhatod, az eléporcban
gyengén, mig a porcban erdteljes festddést mutat. Ez utobbi megerdsiti az ECM
molekulak heves expresszidjat, ami a génexpressziok in situ hibridizacios elemzéseken
jol lathato (10/A és 10/B abrak). Az ECM fehérjék kotott szamos fehérje csontképzési
potenciallal is rendelkezik. Ezt alatdmasztotta az a megfigyelésiink, hogy az agancs
eléporc és porcszovetek matrixaban (a testi porcokkal ellentétben) intenziv asvanyi
anyag kivalasokat tudtunk kimutatni alizarin red festéssel (8. abra).

A porcsejtek kozotti alapallomanyban mar kiilondsen jelentés mennyiségii asvanyi
anyag lerakodast mutattunk ki (8C. abra, a bibor lila szin jelzi a kalcium lerakodast,
amely egyaltalan nem jellemz0 az egészséges testi porcszovetekre). Az agancs porc
matrixban kialakulé mineralizacidos goécok ¢és csomok a csontsejtek késbbi
megjelenésekor mar egy jo alapot biztositanak az ECM tovabbi gyors
elcsontosodasahoz. Megfigyelésiink tehat azt jelenti, hogy mar az agancs porcszovetek
ECM-je is rendelkezik jelentés csontképzési potenciallal.

Erdemes itt megjegyezni, hogy az altalunk vizsgalt szarvas magzati novekedési
porclemez kb. 90 %-ban chondrocytakat és 10 % osteoblastokat tartalmazott és nem
volt nyoma se pre-chondroblastoknak se asvanyi anyag kivalasnak (Korpos et al., 2005;

Molnér et al., 2007).

A1



5.1.2. Az agancs cDNS chip létrehozasa

ADbbOl a célbol, hogy hatékonyan tudjuk azonositani és izolalni az ,agancs
specifikus” géneket készitettiink egy gimszarvas géneket reprezentald ¢cDNS chipet,
amelynek az ,,Agancs Chip” nevet adtuk.

Az Agancs Chip 3200 random kivalasztott cDNS klont tartalmazott (részletek az
Anyag és Modszer 4.7. fejezetben), amelyek a kovetkezé harom egymast kovetd
agancsszovet génexpresszidjat reprezentaltak: mezenchima, mineralizalodo eléporc és
mineralizalt porc. Az Agancs Chip lehetdvé tette a gének azonnali klonozasat, azaz
kivaltotta az el6z6 munkakban kifejlesztett Zoo Cloning eljarast, valamint a nehézkes
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) ,,differential display” alapua cDNS
izolalast. Az Agancs Chip tovabbi elonye, hogy egylépéses gimszarvas cDNS gén
klonozast tesz lehetové. Az agancsban upregulalt cDNS gén a chip adott pozicidjaban
mutatkozd expresszids tobbletet jelezte. A pozicionak megfelelé gént hordozo
baktérium klon a , konyvtarbol” igy azonnal kivehet6 volt, bel6le plazmid tisztithato és

szekvenalhato volt (1asd 4.7. fejezet).

Az agancs chip készitése a kovetkezd 1épesekben tortént:

1, A cDNS konyvtarakbol szarmaztatott lambda fag konyvtarat konvertaltam TrplEx2
plazmidoka a BM 25.8 E. coli torzsben. Az eredmény: egyedi TrplEx plazmid klonokat
hordoz6 BM 25.8 baktériumok.

2, Az egyedi TrplEx plazmid klénokat hordozé BM 25.8 baktérium koloniak koziil
véletlenszertien kivalasztottunk 8200 telepet, amelyeket kolonia PCR-el tovabb
vizsgaltunk az igy amplifikalt cDNS fragmentek gélelektroforoetikus tesztelése utan
szelektaltam, hogy megfeleld legyen a PCR termék mennyisége, egyetlen ELFO savot
(,,band”-et) adjanak (azaz homogén legyen az amplifikatum) és lehetéleg 400 bp.-nal
hosszabbak legyenek.

3, Az egyedi cDNS amlifikatumokbdl késziilt az Agancs Chip (részletek az Anyag és
Modszer 4.7. fejezetben).

4, Az Agancs Chipen megjelenitett 3200 egyedi klonnal szemben hibridizaltuk a harom
agancsszovet mintabol szarmazé mRNS mintakat, illetve a kontroll magzati novekedési

porclemezbdl szarmazoé mRNS-t.
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5.1.3. Gének sziirése az Agancs Chipen: A mineralizalédo porc génjei

A {6 célunk azoknak a géneknek az azonositasa volt, amelyek részt vesznek a
csontosodd, novekvé barsonyos agancs csucs rendkiviil gyors és robosztus
mineralizacidjaban. Szovettani vizsgalataink és megfigyeléseink egy megoldast
nyUjtottak, nevezetesen: a barkds agancs porcszoveteinek Osszehasonlitisa a magzati
novekedési porclemezzel. Ismert volt, hogy a porc matrix mindkét szovetben hasonld
fokomponensekbdl all. Az agancs eldporc és porc Osszehasonlitasa a magzati
porclemezzel ra tudott mutatni az eltéréen mikodd gének egy pontos részhalmazara,
amelyek fontos szerepet jatszhatnak a mineralizacio elinditasakor.

Feltételeztik, hogy az itt feltirand6 ,,mineralizacios” gének a csontszovet
sejtjeiben is hatnak. Esélyt adtunk azon feltételezésiinknek is, hogy ugyanezen gének
miikodése a robosztus csontosodas alapjaul szolgalnak az agancs csontos részében is.

A hibridizaciok soran kontrollként a magzati névekedési porclemezbdl szarmazo
mRNS pool-t hasznaltunk, ezt ,,vontuk ki” a mezenchimalis-, eldporc-, illetve az agancs
porcszdvetek altal reprezentalt mRNS pool-bol. Ezaltal az Agancs Chipen megkaptuk
az agancs mezenchimara és az agancs eléporcra jellemz6 expressziokat, illetve azokat a
géneket, amelyek az agancs porcban upregulaltak.

Ezeknek a szoveteknek (sejttipusoknak) a transzkripciés mintazatainak a
segitségével (a fent emlitett logika szerint), ki tudtuk mutatni azokat a géneket, amelyek
az agancs robosztus csontosodasanak korai szakaszaban nyilvanulnak meg (azaz agancs
eléporcban és porcban).

Az Agancs Chipen reprezentalt cDNS-ek koziil 93 fokozott (upregulat)
expressziot mutatott az agancsban a magzati ngvekedési porclemezhez viszonyitva. Az
upregulaciéo mértéke 1,7-5,3 szeres savban volt. Ebb6l a 93 cDNS-bdl 66 -nak
meghataroztuk a szekvenciajat. A 66 cDNS klon 28 génnek felelt meg a szekvencia
elemzések utan.

A kapott gének kiilonb6zé funkcionalis csoportokba sorolhatok: 8 gén kodolt
olyan ismert fehérjéket, amelyek Osszefiiggésben hozhatok a vazfejlddéssel (ugymint,
csontosodas, foszfat transzport, kalcium ion kotés, extracellularis matrix, 1A tablazat ).
10 gén kodolt olyan fehérjéket, amelyek biztositjak a gyors novekedéshez sziikséges
megemelkedett metabolitikus igényt (energiatranszport, riboszomalis fehérjék, 1D

tablazat). A maradék 6 gén jol meghatarozott, de a porc és csont metabolizmusban
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eddig nem ismert a szerepet jatszik (1B tablazat). A tovabbi vizsgalatokhoz

kivélasztottunk 14 gént, amelyek az 1A és 1B tablazatban vannak felsorolva.

1. tablazat: Agancs cDNS Chip hibridizacaciojanak az eredményei. Az agancs fejlodésében szerepet jatszo
kandidans gének, amelyek fokozottan expresszalodnak (1,7 -5,3 szoros expresszios kiilonbséggel) a fejlédé agancs
porc szdveteiben a magzati névekedési porclemezhez viszonyitva

A csontosodasi folyamatokban ismert gének; B csontosodasi folyamatokban nem ismert gének; C feltételezett gének;
D a magas metabolitikus aktivitast biztosité gének

Gének El?ford Genbal,lk,l Biologiai folyamat Molekularis funkcié
ulds azonosité

1. tipusi kollagén, alfa 1 3 EF619481 Vizfejlédés, csontosodds ?xtracelltlllarls csontmatrix 6
(collAl) Osszetevojel
1. tipust kollagén, alfa 2 PP .

4 FN868903 vazfejlodés, csontszerkezet alkoto eleme
(collA2)
1L tipusti kollagén, alfa 1 8 FNS68904  vizfejlodés, extracelluldris matrix
(col2A1)
M. tipusu kollagén, alfa " extracellularis matrix stukturélis
1 (col341) 2 FN868905 foszfat transzport alkoté cleme
X. tipust kollagén, alfa 1 i x N L
(col1041) 1 FN868906 vazfejlodés kalcium ion kotés
métrix Gla fehérje (mgp) 5 FN868907 csont mme]rallzacm, porc, ?xtracely!plarlrs matrl)'( sze]?(efzetl

csontosodas Osszetvdje, kalcium ion kotés
secreted protein, acidic, . . x .
cysteine-rich 2 FN868902 csontosodas k'fl.lc,lum fon kdtés, kollagén
. kotés
(osteonectin) (sparc)
integrin-binding 2 FN868908  Csontosodds, sejt adhézio  fehérje kotés
sialoprotein (ibsp)
metabolitikus folyamatok, Lt ne At o

enolase 1, (alpha) (enol) 1 EF619484 fehérje ubikvinitici fehérje kotés, fémion kotés
fatty acid binding protein 1 FN868909 transzport transzport aktivitas, zsirsavkotés
3 (fubp3) Zp ZP vités, z: v
small EDRK-rich factor I FNgegolg  ranszkripeid DNS katés, fehérjekotés
2 (serf2) szabalyozasa,
annexin Al (anxl) 1 FN868921 sejt ciklus foszfolipaz inhibitor
thymosin beta 4, X ch.d 4 EF619493  sejtviz szerkezet aktin kotés
(tmsb4x)
thymosin beta 10 - S
(tmsb10) 3 FN868911 sejtvaz szerkezet aktin kotés
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1. tablazat: folytatasa

Gének Elgsford Genballk,l Biolégiai folyamat Molekularis funkcié

C feltétezett gén, klon p424 1 FN868912 Ismeretlen Ismeretlen
feltétezett gén, klon p425 2 FN868913 Ismeretlen Ismeretlen
feltétezett gén, klon p426 1 FN868914 Ismeretlen Ismeretlen
feltétezett gén, klon p427 2 FN868915 Ismeretlen Ismeretlen

D chaperonin containing Fehéric térszerkezet
TCP1, subunit 8 (theta) 1 FN868916 . J, < nukleinsav kotés, fehérje kotés

kialakitasa

(CCT8)
mitochondrially jcncoded 10 FN868917 energia, elektron légzési line alkotd cleme
cytochrome c oxidase 11 transzport
cytochrome ¢ oxidase 1 FNS6golg  cnergia, elektron 16gzési lanc alkot6 eleme
subunit VIlc transzport
mitochondrially jcncoded 1 FN868919 energia, elektron légzési lane alkoté cleme
cytochrome c oxidase 111 transzport
ribosomal protein S8 2 FN868920 transzlaco riboszoma alkoté eleme
mltoghondrlal ribosomal 1 FN868922 transzlaco riboszoma alkoto eleme
protein S12
ribosomal protein L18a 1 FN868923 transzlaco riboszoma alkoté eleme
ribosomal protein, large, P P . . .
PI (RPLPI) 1 FN868924 transzlacos elongacio riboszoéma alkoto eleme
mitochondrially encoded energia, elektron i 1k .
ATP synthase 6 1 FN868925 transzport 1égzési lanc alkoto eleme
ornithine 1 FN868926 ornithine metabolitkus ornithine-oxo-acid transzaminaz

aminotransferase

folyamatok

aktivitas, fehérje kotés
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5.1.4. Northern hibridizacio

A 5.4 fejezetben targyalando bioinformatikai vizsgalatok ramutattak arra, hogy az
1A tablazatban felsorolt gének a Runx2 és az Osx transzkripcios faktorok szabalyozasa
alatt allnak. Ezen két génnel kiegészitettilk az 1A és 1B tablazatbol kiemelt 14 gént a
tovabbi vizsgalatahoz, Northern analizisekhez. A vizsgalatokhoz belsé kontrollnak a
gapdh haztartasi gén expresszidjat valasztottuk, valamint a riboszomalis 16S ¢s 28S
gének aktivitasat.

A 9. abran bemutatott expressziés mintazatok megegyeztek az agancs chip-en

észlelt expresszios mintazatokkal (vo: 9. abrat és a 2. tablazatot).

Amint lathato:

(1) Az Gsszes vizsgalt gén expresszalt az eldporc és porc szovetekben.

(i1) harom gén a collAl, fabp3, thymosin b10 legjobban az agancs mezenchiméban
expresszalodott.

(iii) a csont marker gének, a colAl, mgp, sparc és az ibsp hevesen expresszaltak mar
agancs mezenchimaban, eléporcban és porcban, azaz a korai fejlodésallapotokban.

(iv) az agancs mezechima, eldpoc és porc szdveteiben erés osx €s runx2 expresszid volt
megfigyelhet6. Ugyanakkor a csont specifikus oc (osteocalcin) gén expresszidja alig
volt detektalhatd a mezenhimaban, mig az eldporc és porc szovetben nem.

(v) a fellelheté kozlemények alapjan az osx gén expresszidja kothetd leginkabb a
hibridizaci6 meglepé eredménye, hogy a harom agancs szovetek legerdsebben a
mezenchimaban fejez6dott ki, majd expresszidja fokozatosan "lecsengett" a porc felé

vezetd differencialodasban.
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FCRMPC C

total RNA

285
rRNA188

gapdh
col1A1
col1A2
col2A1
col3A1

col10A1

mgp
sparc

ibsp
oc

runx2
(0154
enof

fabp3

serf?
anx1

tmsb4x
tmsb10

9. abra: Génexpresszids vizsgalatok Northern hibridizacids analizissel (Az Agancs
Chip validalasa). Agancs szovetek FC- novekedési porclemez, RM agancs rezerv
mezenchima, PC- el6porc, C- agancs porc.

Az agancs szovetekben a ,Northern” jelek intenzitasat megmértik,
szamszerusitettiik. Az igy kapott kiilonbségeket a /8S és 28S rRNS és a gapdh kontroll
gének expresszidjara normalizaltuk. A collAl, collA2, col3A1, ibsp, mgp és sparc
gének 2-10 szeresen intenzitassal mikodtek az agancs porcban a novekedési

porclemezhez viszonyitva (2. tablazat).
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2. tablazat: Northern hibridizaciok szamszerisitése. Génexpresszios
valtozasok az agancs szovetekben (RM, PC, C) a magzati névekedési
porclemezhez (FC) viszonyitva

Génck 28S rRNA kontroll
RM per FC PC per FC Cper FC

collAl 5.3 6.1 3.7
collA2 8.0 12.4 7.6
col2A41 0.4 0.7 2.3
col341 3.6 2.3 2.3
coll0A1 i.m. i.m. >5.7
Mgp 0.4 0.7 2.2
Sparc 6.7 6.5 5.7
Ibsp 0.3 0.5 2.1
Oc 0.8 1.3 0.9
runx2 6.7 1.2 2.2
Osx 26.4 10.8 10.4
Gapdh 2.5 2.1 14

A génexpressziokat a 28S rRNS és a gapdh gének expresszidjara normalizaltuk. A
kiilonbségeket Northern blot analizis (9. abra) eredményeibdl szamitottuk a Syngene
program segitségével. A /8S rRNS génhez normalizalt adatok nagyon kozel alltak a
feltintetett 28S rRNS génre vonatkozo értékekhez.

FC: (foetal growth plate cartilage) magzati ndvekedési porclemez, RM: (antler reserve
mesenchyme) agancs mezenchima, PC: (antler precartilage) agancs elporc, C: (antler
cartilage) agancs porc, i.m.: (incommensurable) nem értelmezhetd.

Az Agancs Chip hasznalata tovabb javitotta el6z6 heterolog chip kisérleteink
pontossagat ¢és megbizhatosagat (ami vélhetéen a szekvencia kiilonbségek

kikiliszobolésének kdszonhetd).
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5.1.5. A génexpressziok térbeli lokalizalasa in situ hibridizacioval

A barsonyos-barkas agancs szoveti zonai heterogén Osszetételiiek, tobb sejttipust
is megtalalhatunk az egyes rétegekben. A gének expresszids mintazatanak tovabbi
finomitasahoz megkivantuk hatarozni azokat a sejttipusokat, amelyek kifejezik az adott
gént. Ehhez az in situ hibridizaciot hivtuk segitségiil. A collAl, col24, col3A41,
coll0A41, ibsp, mgp, sparc gének esetén készitettik el az antiszensz RNS probakat,
amelyekkel agancs szoveti metszetekre hibridizaltunk.

Altalanosan elfogadott, hogy a collal, ibsp, mgp és a sparc gének a csont asvanyi
metabolizmusanak indikatorai (Siebel et al, 2002; Alvarez et al., 1999). A fejl6do
agancs szovetekben ezek a gének erés expressziot mutatnak nem csupan a csontos
részben, hanem agancs korabbi fejlodési allapotaiban is, amelyek megeldzik az agancs

csont képzddését.

A 10/A ¢és 10/B abra alapjan elmondhatjuk, hogy:
(i) a collal ¢és sparc gének a mezenchimaban, el6porcban és a porcban
expresszalodnak.

(i1) az ibsp és mgp az eléporcban és porcban.

Célunk volt, hogy meghatarozzuk az expressziok pontos helyét és jellemzd sejt
tipusokat. Ezért az in situ hibridizacié segitségével elvégeztik az ibsp, mgp, sparc
coll0A1, col2A1 és col341 géneknek expresszidjanak térbeli meghatarozasat. Ezt a
technikat sikeresen alkalmaztak régebben a collAl ¢és col241 és coll0Al
expresszidjanak a meghatarozasara a novekvé agancsban (Price et al., 1996).

Lathato a 10/A és B abran, hogy a négy csontosodasi marker gének collA41, sparc,
ibsp, mgp a chondroblastokban és chondrocytakban expresszalodtak, hasonloan, col241
porc marker génhez. Megjegyzendd, hogy a mineralizacios gének kozill a collAl és
sparc a mezenchima sejtekben is erésen expresszaltak.

A col3A41génexpresszids mintazata hasonld volt a collAl-éhez, mig a coll0A1
csak a hipertofizalodo (agancs) kondrocitakban expresszalt (10/B. abra.)

Erdemes megjegyezni, hogy ezen gének in situ lokalizlasa tokéletesen

megegyezett azzal, amit a Northern hibridizaci6 utan vartunk (9. dbra)
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col1A1

ibsp

mgp

sparc

10/A. abra: A barkds agancs gén expresszidinak térbeli lokalizalasa in situ
hibridizacioval. A vizsgalatok 8 pum vastagsagu longitudinalis metszeteken torténtek.
(RM) agancs mezenchima régio, (PC) eldporc, (C) agancs porc. ,,Bars”: 0,25 és 0,1 mm.
A jobb alsé sorokban: nagyobb nagyitds. Mind a harom szovetrétegben megfigyelhetd
collAl és sparc gének erds expresszidja, az ibsp és mgp gének az elporcban ¢€s
porcban.
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col3A1

col10A1

col2A1

10/B abra: A col341 és coll0A] expresszidja lokalizacioja in situ hibridizacio
segitségével a barkas agancscsucsban. A vizsgalatok 8 pm vastagsagu longitudinalis
metszeteken torténtek. (RM) agancs mezenchima régio, (PC) eldpore, (C) agancs
pore. ,,Bars™: 0,25 és 0,1 mm. A jobb als6 sorokban: nagyobb nagyitas.

5.2. Csontsiiriiség valtozas az agancs ciklus alatt

5.2.1. A vazcsontozat anatémiai elvaltozasai az agancs ciklus alatt

Amint azt a bevezetdben mar irtam, a gimszarvas agancs a csontfejlédés rendkiviil
felgyorsitott ¢és leegyszertisitett, robosztus valtozata. Az agancs csont robosztus
fejlédésekor a kalcium és foszfor a vaz csontozatbol halmozodik at, eredménye
fiziologias oszteopordzis, amely a késébbi taplalkozas soran néhany hét alatt megfordul
és potlodik.

A vazcsontozat valtozasanak a nyomon kovetésére harom kifejlett szarvasbikabol

(Stagl, Stag2, Stag3) az agancs ciklus harom idépontjaban mintakat vettiink (lasd 4.2.3
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fejezet). Az allatok azonos csontjait hasonlitottuk dssze, abbdl a célbol, hogy a csontok

stirliségének valtozasat tanulmanyozzuk (11. dbra és 2. melléklet).

(i) oszteoporozis (i) osontwsszapotlas (|||) nyugalml idészak

‘°-"
A " '\v:‘.' ‘

‘..,'" ’\..
"“a PR |

11. abra: A gimszarvas csontvaz ciklikus fizioldgids oszteopordzisa és regeneracioja az
éves agancsciklushoz kotott. A képen a Stagl, Stag2, Stag3 gimszarvas bikak lapocka, a
borda, és csigolya csontjainak keresztmetszeti képei lathatok, a vazcsontozat fiziologias
oszteoporozisakor (Stagl, junius 1), a csont visszapoétlasakor, azaz barkahantaskor
(Stag2, julius 20), valamint a kés6é 6szi nyugalmi idészakban (Stag3, november 30). A
csigolya csontok (bal felsd kép jobb felsé részén a barkas agancs csontos része lathatod
Osszehasonlitasul). ,,Bar” 3 mm. B, lengéborda mintak C, lapocka csontok
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A 11. abran és a 2. mellékletben szembeotlok a csontok allapotai kozotti
kiilonbségek:
(1) az agancs csont sokkal siir(ibb, mint barmely mas csont.
(i1) junius eleji (oszteoporodtikus) mintak trabekularis régioiban jelentésen nagyobbak a
1éziok mint a masik két mintavételi iddszakban.
(iii) a barkahantaskor (csontvisszapotlas) mar megfigyelhetd a trabekularis 1éziok
regeneralddasa.
(iv) a lapocka csontok keresztmetszeti képén jol lathatd (2. melléklet), hogy a csont
nagyobb igénybevételnek kitett részein kisebb (pl. lapocka iziileti feje) az oszteopordzis

mértéke, mint a kevésbé igénybe vett részeken (pl. lapocka ,.taraj” végein).
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5.2.2. A robosztus csont épités génjei: Bovine 24K Affymetrix microarray

vizsgalatok

Az ,,Agancs Chippel” megvaldsitott génsziirésiink a teljes transzkriptom egy
frakciojat érintette. Célunk volt egy teljesebb képet kapni a teljes transzkriptomban
talalhato, a robosztus csontosodasban szerepet jatszo gének szamarol.

Az Agancs Chip hibridizaciés platformjat a kereskedelemben éppen ekkor
megjelend szarvasmarha cDNS platformmal helyettesitettiik (Bovine 24K Affymetrix
oligonukleotid microarray), amelyen 24 ezer gén expressziojat kovethettilk. Fontos
koriilmény volt, hogy az addigra felhalmozott szekvencia adataink szerint (tobb mint
100 gimszarvas génrdl) a gimszarvas és a szarvasmarha szekvenciak ko6zott rendkiviil
nagy szekvencia azonossagot/konzervaltsagot tapasztaltunk, 97-100%.

Reméltiik, hogy olyan, eddig a csontosodasban még nem ismert gének keriilnek a
latokoriinkbe, amelyek tovabbi részletekkel szolgalnak gimszarvas agancs ciklus
megértéséhez ¢és bovithetik a human csontritkulassal és csontmetabolizmussal
kapcsolatos ismereteinket, amelyek diagnosztikai fejlesztéseket kiindulopontjai is
lehetnek.

A génexpresszidés mintazatok meghatarozasahoz egy gimszarvas bika (Stagl) 3
figgetlen csigolya mintajabol és 3 agancs csont mintajabol nyert chip eredményeket
hasznaltam fel. A gének szelekcidjahoz SAM (serial analysis of microarrays) modszert
hasznaltam. Kivalasztottam a két csoportot (csigolya és agancs csontok) legjobban
szétvalasztd gén expressziokat, a ,,top131” gént. A ,topl131” gén tehat az a génlista,
amelyek valtozasa leginkabb jellemzé az agancscsont (csontépités) vs. csigolyacsont
(csont bontas) csont metabolizmus folyamataira. A gének szelekciojahoz a FoldChange
(LogFC) ¢és modositott p értékeket hasznaltam, azaz azokat a valtozasokat vettem
figyelembe, amelyek legalabb 2x-es novekedést, vagy felére torténd csokkenést
mutattak, p < 0,05 sziginfikancia szint mellett. A két vizsgalt csoport (agancs vs.

csigolya) tokéletes elvalasztasat tette lehetévé a ,,top131” gén (12. abra).
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12. abra: A top131 gén kivalasztasa SAM modszerrel az agancscsont €s csigolyacsont
kozott (felhivjuk a figyelmet a géncsoportok tokéletesen ellentétes viselkedésére).

Erdemes megfigyelni, hogy a 12. &bran abszolite tokéletes a géncsoportok
ellentétes viselkedése, azaz a ami az agancs csontban upregulalt az a csigolya csontban
,,downregulalt” és forditva.

A gének neve az 1. mellékletben talalhato. A legfontosabb génexpressziok
eredményeit a 3 és 4 tablazatokban kozoltiik, ahol szerepelnek az eddigi munkak soran
azonositott gének is. Megjegyzendd, hogy az 5. tablazatban lathato adatok egyuttal

validaltak az Affymetrix méréseket.
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3. tablazat: A

gancs csontban ,upregulalt” gének, Bovine Affymetrix 24K cDNA microarray

Hanyszoros

valtozas Gén neve Gén szimbdélum

VB/AB
5,82 distal-less homeobox 5 (DIx5) DLX5
3,49 runt-related transcription factor 2(Runx2) RUNX2
4,79* SRY (sex determining region Y)-box 9 (Sox9) SOX9
4,28* bone morphogenetic protein 2 (Bmp2) BMP2
2,79 msh homeobox 1 (Msx1) MSX1
3,16 collagen, type |, alpha 1 COL1A1
3,29 collagen, type |, alpha 2 COL1A2
7,46 collagen, type lll, alpha 1 COL3A1
5,69* collagen, type V, alpha 2 COL5A1
4,29* collagen, type VI, alpha 1 COL6A1
5,38* collagen, type XlII, alpha 1 COL13A1
6,19 integrin-binding sialoprotein IBSP
3,37 bone gamma-carboxyglutamate (gla) protein BGLAP/OC
5,05 matrix Gla protein MGP
4,71 SPARC-like 1 (hevin) SPARCL1
5,75* secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin) | SPARC
4,96 SPARC related modular calcium binding 2 SMOC2
6,86 syndecan 2 SDC2
571* decorin DCN
4,25 biglycan LUM
3,68 lumican OMD
3,99 osteomodulin POSTN
2,35 dentin sialophosphoprotein DSPP
4,27 periostin, osteoblast specific factor POSTN
4,33* neogenin 1 NEO1
6,29* fibulin 1 FBLN1
2,99 laminin, beta 1 LAMBA1
2,74 transforming growth factor, beta 2 TGFp2
2,80 transforming growth factor, beta 3 TGFB3
2,96 insulin induced gene 2 INGSG2
6,11* insulin-like growth factor binding protein 5 IGFBP5
5,78 estrogen receptor 1 ESR1
2,34 parathyroid hormone-like hormone PTHLH
4,02* FYN oncogene related to SRC, FGR, YES FYN
4,29 melanoma antigen family D, 1 MAGED1
2,06 melanoma antigen family F, 1 MAGEF1
6,97* Colon cancer secreted protein 1 CCSP1

AB: (antler bone) agancs csont; vazcsontok; VB: (vertebral bone) csigolya csont
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4. tablazat: A

gancs csontban ,downreguldlt” gének, Bovine Affymetrix 24K cDNA microarray

Hanyszoros

valtozas Gén neve Gén szimbdélum

VB/AB
-6,42 Matrix metallopeptidase 16 (membrane-inserted) MMP16
-7,13* arachidonate 5-lipoxygenase-activating protein ALOX5AP
-9,60* Proteinase 3 Proteinase3
-7,92* elastase, neutrophil expressed ELANE
-10,39* Azurocidin 1 AZU1
-4,04 SRY (sex determining region Y)-box 6 SOX6
-7,19* S100 calcium binding protein A8 S100A8
-7,36* S100 calcium binding protein A9 S100A9
-5,42* $100 calcium binding protein A12 (calgranulin C) S100A12
-7,80* erythrocyte membrane protein band 4.9 (dematin) EPB49
-5,47* sperm associated antigen 5 SPAG5
-3,54* deoxyuridine triphosphatase DUT
-10,24* haptoglobin HP
-5,25* phospholipase B domain containing 1 PLDB1
-5,37* CDC28 protein kinase regulatory subunit 2 CKS2
-4,09* Transferrin receptor protein 1 TFRC
-3,65* testis-specific kinase 2 TESK2
-8,25* olfactomedin 4 OLFM4
-5,02* neutrophil cytosolic factor 2 NCF2
-4,51* kinesin family member C1 KIFC1
-2,58* Hyaluronan-mediated motility receptor HMMR
-8,61* cathepsin G CTSG
-3,27* Proteasome inhibitor subunit 1 PSMF1
-5,45* origin recognition complex ORC1L
-5,33* hydroxymethylbilane synthase HMBS
-4,35* CENP-A protein CENP-A
-6,84* placenta-specific 8 PLACS8
-3,75* immunoglobulin heavy constant epsilon IGHE
-5,01* carbonic anhydrase Il CA2
-5,31* T-cell acute lymphocytic leukemia 1 TAL1
-8,13* Hemoglobin alpha 1 HBA

AB: (antler bone) agancs csont; vazcsontok; VB: (vertebral bone) csigolya csont
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Emlitésre érdemes tovabbi gének heves expresszioja:
(1) véarakozasainknak és eddigi eredményeinknek megfeleléen upregulalt gének koziil
sok ECM fehérje génje keriillt ki, amelyek az asvanyi anyagok kotéséért,
mineralizaciojaért felelosek, valamint ezen gének transzkripcios mester regulator
faktorainak génjei. Eddigi eredményeinket, amelyek a Runx2 és Osx mester regulatorok
rendkiviil heves agancsi expresszidjara vonatkoznak megerdsitette és kiegészitette az
Affymetrix vizsgalat, mivel a csontmetabolizmus tovabbi mester regulator génjei heves
expresszidjat (DIx5, a BMP-2, Msx1 és a Sox9) egyértelmiien jelezte (3. tablazat).
(i1) 0j eredményiink, hogy sikeriilt kimutatnunk a Osztrogén receptor (ESR1) gén
rendkiviil fontos szerepét a csontfejlodésben mar szamos kisérletben igazoltak (Lewis
és Barrell, 1994; Barell et al., 1999).
(iii) sok lokalis novekedési faktor gén heves expressziojat sikeriilt még kimutatnunk
(pl.: TGFpB2, TGFpB3, IGF2, IGFBPS).
(iv) az extracellularis fehérjék génjei kozil heves expressziot jelzett pl.: MGP, IBSP,
SPARC, Syndecan 2, Decorin, dentin sialoprotein, biglycan gén. A kollagének koziil
pediga COL1A1, COL1A2, COL3A1, COL4Al, COL5A1, COL6AL, COL13AL.
(v) eddigi eredményeink alapjan (Molnar et al., 2007; Gyurjan et al., 2007) szintén nem
okozott meglepetést, hogy fontos tumor marker gének is megmutattdk heves
expresszidjukat az agancscsontban.

Emlitésre érdemes agancs csontban downregulalt gének koziil a csont matrix
bontasaért felelés MMP16 és a Proteinase 3 gén.

A tobbi matrix bontasért felelés gén expresszidja nem tért el az agancs és a
csigolya csontszovetben, ami azt mutatja, hogy az agancs csont robosztus épitése tolja

el az asvanyi anyagok mennyiségét a vaz csont rovasara az agancscsont javara.
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5.2.3. Affymetrix microarray adatok (,csont gének”) validalasa Northern

hibridizacioval

Az Affymetrix microarray eredményeket Northern hibridizacioval ersitettik
meg. Az eddig vizsgalt csont markergéneket kiegészitettiik a runx2, osx, oc génnekel
(1A tablazat). A harom gimszarvas bika (Stagl, Stag2, Stag3) agancs csont expresszioit
Osszevetettilk csigolya és borda mintdik expresszidival. A mintakat g3pdh

expresszidjahoz normalizaltuk.

Kisérleteink az alabbiakat mutatja:

(i) Legintenzivebben a collal gén expresszaléodik agancscsontban, ami nem
meglepd, hiszen I-es tipusu kollagén a csont f6 matrix fehérjéje.

(ii) Nagyon erésen expresszalodik az I. tipusu kollagén alfa 2 lancat kodold
collA2 gén is.

(iii) A col2A1l és a coll0AT1 porc és hipertrof pore sejt marker gének expresszidjat
nem figyeltik meg a csontmintakban, ami varhato volt és igazolta a mintavételeink
pontossagat (a kisérlet ,,negativ kontrollja”).

(iv) Feltiind a col3A1 rendkiviil heves expresszidja az agancs csontban (Megj.
feltehetden az agancs csont rendkiviili szilardsagat és rugalmassagat biztositja).

(v) A csigolya ¢és borda csontokhoz képest az agancs csontban hevesen
expresszalodtak a Runx2 és Osterix transzkripcids mester regulatok szabalyozasa
alatt allo matrix gének: mgp, sparc, ibsp ¢és oc.

(vi) Kiilon kiemelendd az osteocalcin gén (oc) rendkiviill heves expresszidja.
(Megj. az oc a runx2 kontrollja alatt all (a kisérlet ,,pozitiv kontrollja”; az oc
biztositja a csontképzés energia igényét).

(vii) A fentiekkel 6sszhangban a csont mester regulatorai runx2 €s osx expresszidja

is rendkiviil heves az agancs csontban a vazcsontokhoz képest.

Megjegyezziik:
Az Stagl szarvas bikabol szarmazo6 agancscsont és csigolyacsont ,,Northern” jeleinek
intenzitasat szamszerisitettiik (4.10. fejezet). Az igy kapott kiilonbségeket a 18S és 28S

rRNS ¢és a gapdh kontroll gének expresszidjara normalizaltuk (5. tablazat).
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Osszefoglalva: a barkas agancsban képz3dé csontban a csont matrix gének és
az Oket szabalyozé mester gének (aktivator gének) expresszidja 10-30 szorosan

mulja felil a vazcsontozat hasonlo expresszioit (13. abra és 5. tablazat).

AB VB VB VB RB RB RB

Stag1 Stagd  Stag? Stagl Stag3  Stag?  Stagi

total RNA

28S
rRNA 183

gapdh
col1A1
col1A2
col2A1
col3A1

col10A1

mgp
sparc

ibsp

ibsp*
oc

runx2

0sX

13. abra: Génexpresszios vizsgalatok Northern blot analizissel (csontszovetek; egyben
az Affymetrix microarray validalasa is).

AB: (antler bone) agancs csont; vazcsontok; VB: (vertebral bone) csigolya csont; RB:
(rib bone) borda csont. Jol lathatoak a robosztus expresszids kiillonbségek az AB-ben a
VB ¢és RB -hez képest. Stagl, Stag2, Stag3: szarvasbikdk, amelyekbdl a mintak
szarmaznak (lasd 4.2.3. fejezetet). isbp*: példa arra, hogy hosszll expozicio esetén az
Osszes gén expressziodja kimutathat6 a vaz csontozatban is.
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5. tablazat: Northern hibridizacio szamszerisitése. Génexpresszios valtozasok az
agancs csontban (AB) Osszehasonlitva a vazcsonttal (VB, RB) az agancsot
novesztd szarvasbikaban (Stagl)

X 28S rRNA apdh Affymetrix
Gének kontroll kgorlljtroll mic};oarray
AB per VB AB per RB AB per VB AB per VB
collAl >7.6 >6.9 >17.0 8.9
collA2 >19.0 >11.0 >42.0 9.8
col241 im. im. im. 1.3
col3A41 >19.0 >15.0 >43.0 176.5
coll0A41 im. im. im. 0.9
Mgp >10.0 >7.0 >28.0 33.1
Sparc >13.3 >5.8 >29.7 53.9
1bsp >40.0 >30.0 >100 73.2
Oc >7.0 >7.0 >15.0 10.3
runx2 >3.0 >4.0 >7.0 3.5
Osx >28.0 >17.0 >63.0 nincs adat
Gapdh 0.4 0.3 1.0 0.6

A génexpressziokat a 28S rRNS és a gapdh kontroll génekhez normalizaltuk. A
kiillonbségeket a Northern blot analizis (13. abra) eredményeib6l szamitottuk a
Syngene program segitségével, valamint Bovine 24K Affymetrix microarray mérési
adatokbol. Mivel a Northern detektacional az AB Osszehasonlitasa RB és VB-vel a
kimutatasi hatar nagyon tavol volt az AB és VB, RB mintak kozott, igy csak
megkozelitd pontossaggal tudtunk szamolni. Hosszabb expozicional egyértelmi
Northern hibridizacios jelet kaptunk az RB és VB mintékban is a collA41, collA2, ibsp,
sparc géneknél is (lasd példaul az ibsp/ibsp*-t a 13. abran). A 18S rRNS génhez
normalizalt adatok nagyon kozel alltak a feltintetett 28S rRNS normalizalas
értékeihez, az adatok nincsenek feltiintetve.
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5.2.4. Csont metabolitok elemzése, GC-MS analizis

Agancs gének heves expresszidjanak kovetkezményei metabolit szinten is
kimutathatoak voltak az agancs és a vazcsontozatban. Mindezt a GC-MS metabolit
analizisek tamasztjak ala (14. abra).

A GC-MS mérések soran négy paramétert vizsgaltunk: (a) a hidroxi-prolin szintet,
amely egy hagyomanyos markere a kollagén lebomlasanak (azaz a csont szerves anyaga
bomlasanak, csokkenésének), (b) a szabad, oldatban 1év6 foszfat koncentracidjat, (c) a
szabad etanol-amin foszfat koncentraciojat (,,b és ¢” a csont szervetlen allomanyanak
Osszeteviiben torténd valtozasokat jelzik), (d) a glikéz koncentraciot, amely az
energia igény” markere (azaz Runx2-Osteocalcin-Insulin utvonalon aktivalt
mineralizacios gének heves miikodése altal eldallt energia igényt biztositja; érsd alatta a

rendkivill intenziv fehérje szintézist; Siebel e al., 2002; Whyte; 2002, Lee et al., 2007).

Lathaté a 13. és 14. abrakon, hogy a GC-MS adatok Osszhangban allnak a
génexpressziok mértékével:
(i) a hidroxiprolin szintje 6-7 szer kisebb az agancs csontban, mint a vaz csontozatban,
ami jelzi hogy az agancs csontban sokkal kevésbé bomlik a kollagén, mint a vaz
csontozatban. (Megj. ez utobbi egyik lehetséges oka lehet pl. az hogy kollagén vazra
lerakodo asvanyi anyagok védik a fehérjét a proteazoktol, egy masik ok lehet pl. hogy
az agancs csontos részében sokkal kevesebb az osteoclast, mint a vaz csontozatban,
tehat a agancscsont turnovere sokkal kisebb az agancsban).
(ii) az etanol-amin foszfat és a szabad szervetlen foszfat koncentracidja 40% -kal
kevesebb az agancscsontban, mint a csigolya csontban. Ami jelzi, hogy az agancs
csontban erdteljes a csont szervetlen Osszetevdinek lerakodasa a szerves matrixon,
szemben a vaz csontozattal.
(iii) a nagyon nagy gliikéz koncentracio az agancscsontban (5-szordse csigolyaénak)
Osszhangban van az agancs csont robosztus novekedésének nagy energia
felhasznalasaval. Az agancs csontban a mineralizaciés gének rendkiviil hevesen
mitkodnek, tehat nagyon intenziv a fehérje szintézis (anabolikus aktivitas). A
mineralizacios gének felfokozott miikodéséért a Runx2 és Osx aktivatorok felel6sek,
emellett a Runx2 az osteocalcin (oc) gént is aktivalja, amely gén az inzulin szint
novelésével és a csontsejtek inzulin érzékenységének fokozasaval biztositja a nagy

mennyiségl gliikozt a fehérje szintézis energia igényének kielégitése¢hez.
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glukéz foszfat etanolamin-foszfat hidroxi-prolin

14. abra: A metabolitok relativ mennyisége az agancs csontban és a csigolya
csontokban: GC-MS analizis. AB: (Antler bone) agancscsont, VB: (Vertebral bone)
csigolya csont. Az adatok 1 mg szévetmintara vonatkoznak (Tovabbi részletek a 4.13.

fejezetben).
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5.2.5. Agancs gének human oszteoporozis diagnosztikaban: Q-RT-PCR vizsgalatok

Az altalunk azonositott gimszarvas gének (collAl, collA2, col2Al, col3Al,
coll0A1, mgp, sparc, enol, fabp3, serf2, anxl, tmsb4x, tmsbl10, oc/BGLAP, runx2)
human ortologjainak expressziés mintazatat 6sszehasonlitottuk 7 oszteoporodtikus és 10

nem oszteoporotikus paciensben (lasd részletesen 4.2.4. fejezetben).

Az eredmények statisztikai értékelése (PCA és CVA) alabbiakat jelezte:

(i) Erés a korrelacio a erés korrelacio fabp3 és anxl, collAl, coll0A1, collA2 és a
col3A41 expresszidja kozott, ami azt jelenti, hogy az egyik gén aktivitasanak valtozasa
parhuzamos a tobbi gén aktivitdsanak valtozasaval, mind az oszteoporétikus (PP) és
nem oszteoporétikus (PNP) csoportban (15. abra PCA).

(i) Az oszteoporédzisban szenvedd betegekben altalaban csokkent a ,,gimszarvas
javasolta gének” expresszioja (15. abra PCA).

(i) A ,gimszarvas javasolta gének” expresszios mintazata igen egységes az
oszteoporodtikus betegekben. Mind ez azért figyelemre méltd, mert a oszteoporotikus
betegek genetikai hattere kiilonboz6. Tehat az expresszids mintazat penetranciaja nagy
volt, ami élesen eltér a nem oszteoporotikus csoportban.

(iv) A ,,gimszarvas javasolta gének” expresszios mintazatai alapjan az oszteoporétikus

¢és nem oszteoporétikus egyének egyértelmiien azonosithatoak. (16. abra CVA).
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15. abra: A ,gimszarvas javasolta gének” human ortologjainak génexpresszios
korrelacioi: Fékomponens analizisesk (PCA) 7 oszteoporotikus ¢és 10 nem
oszteoporotikus paciensben. Gének: collAl, collA2, col2Al, col3A1, coll0Al, mgp,
sparc, enol, fabp3, serf2, anxl, tmsb4x, tmsbl10, oc/BGLAP, runx2. Bal oldali abra:
PCA analizis a gén expressziok korrelacioi szerint. Jobb oldali abra: PCA analizis a

paciensek szerint.

16. abra: A ,gimszarvas javasolta gének” human ortologjainak génexpresszios
korrelacioi: Diszkriminancia analizisek (CVA) 7 oszteopordtikus ¢és 10 nem
oszteoporodtikus paciensben. Gének: collAl, collA2, col2Al, col341, coll0Al, mgp,
sparc, enol, fabp3, serf2, anxl, tmsb4x, tmsbl0, oc/BGLAP, runx2. Megjegyzés: a
CVA tokéletes elvalasztja az oszteopordtikus és nem oszteoporotikus pacienseket.
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5.3. A gimszarvas collA1I génje prométerének klonozasa

A human, egér, szarvasmarha és sertés, valamint az altalunk klonozott
szaznal tobb gimszarvas gén cDNS szekvenciai 0sszehasonlitisa ramutatott az
emlds ortolog gének nagyfoku szekvencia hasonlosagaira (Gyurjan et al., 2007;
Molnar et al., 2007; Borsy et al., 2009; Steger et al., 2010). Az egér és a
gimszarvas kozotti ¢cDNS szekvencia homolégidk mértéke pl. 80-85% volt, a
gimszarvas és ember kozott 90-95%, a gimszarvas ¢és a szarvasmarha kozott 97-
100%. Az értékek hiien tikrozték a fajok taxonomiai helyzetét is.

Az eredeti ,,Zoo Cloning” eljarasunkkal (Gyujan er al., 2007; Gyurjan 1.,
2008 PhD disszertacio) a gének kodold részeinek (transz résznek) szekvenciait
hataroztuk meg.

Az én doktori munkam soran tovabb fejlesztettiik a ,,Zoo Cloningot” a gének

promoter régioi klonozasahoz.

A klonozasi logika és koreografia a kdvetkezé volt:

(i) az adatbankokban idokdozben elérhetévé valtak a szarvasmarha genomi
szekveniciak.

(i1) keziinkben voltak a gimszarvas c¢cDNS szekvencidk, amelyek mint fentebb
emlitettiik, 97-100% - ban megegyeztek a szarvasmarha szekvenciakkal.

(iii) feltételeztiik, hogy ez a nagyfoku szekvencia hasonlosag kiterjed a promoter
régiok teriiletére is (tehat genomi szekvenciakra is).

(iv) primereket tervezhettiink tehat a gimszarvas cDNS szekvencia szerint,
valamint a szarvasmarha genomi szekvencia szerint is (azaz a szarvasmarha
promoter régid szekvenciaja szerint).

(v) PCR reakcioval a collA1 gén promoter régid 1 kbp-nyi szakaszat amlifikaltuk
gimszarvas genomi DNS-templaton. (Megj. mint utobb kideriilt a gimszarvas és
szarvasmarha promoter régiok szekvencia hasonlosaga 93%, ami zaloga volt az
elgondolasunk sikerének).

A klonozas lényegét a 17. abra mutatja.
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Szarvasmarha 5’ szabalyz6 szekvencia Gimszarvas cDNS szekvencia

_ ~—
Gimszarvas genomi kényvtar
—_— —
Gimszarvas Gimszarvas
5’ szabalyzo — prométer szekvencia cDNS szekvencia

17. abra: A gimszarvas coll41 1 kbp-nyi promoter szekvenciaja klonozasa (sematikus

rajz) a tovabb fejlesztett Zoo Cloning eljaras szerint.
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5.4. Az agancs gének bioinformatikai vizsgalata

A gimszarvas mineralizal6do agancs szoveteiben upregulalt 17 gén 1 és 5 kbp-nyi
promoter szekvencidit bioinformatikailag (in silico) elemeztik a human és szarvas

marha ortologokon. (lasd a 4.14 fejezetben a felhasznalt szoftvereket és adatbazisokat).

Szekvencia homologidk

Megallapitottuk az ortolog szekvencidk nagyfoku konzervaltsagat (6. tablazat).

6. tablazat: A gimszarvas, ember, ¢és szarvasmarha
ortologjainak c¢DNS és 5’ szabalyozd (promoter)
szekvencidk homoldgidja %-ban.

cDNA Promoter *

Génck Ce/Bt Ce/Hs Bt/Hs Bt/Hs (%)

(%) (%) (%) IK 5K
collAl 97 91 93 82 74
collA2 98 91 90 94 74
col241 97 93 92 81 72
col3A41 97 91 88 82 80
coll0A1 96 78 85 77 77
mgp 96 78 79 71 69
sparc 95 81 86 77 75
ibsp 95 83 80 77 77
enol 92 79 86 8 73
fabp3 96 85 84 71 71
serf2 96 97 89 - -
anxl 98 88 88 70 69
tmsb4x 96 86 86 72 70
tmsb10 98 87 88 66 66
oc 94 85 84 67 69
runx2 99 95 95 87 75
osx 96 85 84 82 77

Homologiak %-ban: Ce/Bt, Cervus elaphus versus Bos taurus; Ce/Hs Cervus elaphus
versus Homo sapiens; Bt/Hs Bos taurus versus Homo sapiens. Az adatok a BLAST
program eredményei. * A homoldgia a col/l41 gén promdter szekvencigjaban 93% (lasd
a szovegben).
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Runx2 és Osx mester reguldtorok kotchelyei

A bioinformatikai feldolgozas eredményét a 7. tablazatban lathatjuk.

A tablazat adataibol lesziirhet:

(1) Szembe 6t16 a Runx2 és Osx transzkripcios mester regulator kotdhelyek nagy szama
a vizsgalt gének promotereiben.

(i1) A runx2 promoterében nagyszamu Runx2 kotShely talalhatod, ami érthetd, mivel a
Runx2 sajat maga pozitiv auto upregulatora.

(iii) Az osterix promotere szamos Runx2 kotShelyet hordoz, ami megfelel annak a
ténynek, hogy az osterix gén upregulatora a Runx2, és az osterix downstream
helyezkedik el a runx2-hoz képest a genetikai utvonalon.

(iv) Ez utobbit alatamasztja az is, hogy a runx2 promoterében kevés Osx kotShely
talalhato.

(v) Feltételezhet6, hogy az Osterix is auto upregulalja sajat promoéterét, mivel az osx gén
promoéterében nagyszamu Osx kotShely talalhato.

(vi) A pozitiv kontroll az osteocalcin (oc) gén promotere volt, amelyrdl ismert volt mar,

hogy a Runx2 szabalyzasa alatt all.
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7. tablazat: A Runx2 ¢és Osterix transzkripcios faktorok DNS kétéhelyei szama a
szarvasmarha, ember és gimszarvas ortologok 5’ szabalyozoé régidiban

Runx2 Osx

Gének Bt Hs Ce Bt Hs Ce

1K 5K 1K 5K 1K 1K 5K 1K 5K 1K
collAl 14 59 13 58 17 15 86 18 98 17
collA2 15 77 16 87 35 56 44 65
col241 6 65 10 46 68 84 44 56
col341 15 81 15 67 4 5 3 11
coll0Al 9 92 26 91 4 9 0 15
mgp 17 72 16 68 5 8 1 8
sparc 8 71 18 89 11 26 6 20
ibsp 19 82 10 80 0 12 0 8
enol 8 70 6 73 29 40 31 55
fabp3 o7 7 74 25 58 24 46
serf2 5 52 18 T4 13 32 28 47
anxl 13 73 27 68 1 2 2 6
tmsb4x 9 12 20 62 22 28 39 56
tmsb10 9 77 17 78 29 37 34 45
oc 17 58 25 80 34 75 34 59
runx2 34 88 40 85 3 7 1 5
osx 9 61 20 86 30 60 28 77

Az lkbp (1K) és 5kbp (5K) hosszlisaghi promoter szekvenciak ,,in silico” elemzése. A
TMSB4 gén szekvenciajat 1500 bp hossza szakaszon vizsgaltuk. (Megj. Az Osterix
transzkripcids faktor az SP1 kotéhelyet is hasznalja; lasd 18. abra: y).

Bt, Bos taurus; Hs, Homo sapiens; Ce, Cervus elaphus.

A Runx2 és Osx regulatorok kotéhelyei a gimszarvas collAl génben

A collAl gén a kollagén alfa 1 lancat kodolja, amely fehérje a csont szerves
matrix legfontosabb alkot6 eleme, mintegy 40% teszi ki a szerves anyagnak. A collAl
gén elsé intronjaban talalhatd SNP (S/s allélek) nagy jelent6ségiik van a human
oszteoporodzis diagnosztizalasaban. A ,,s” allél hajlamossagot jelez az oszteopordzis
kifejlodésére. A 18. abran feltiintettik a collAl gén human, szarvasmarha és
gimszarvas ortologok és elsd intronjanak sematikus géntérképét, bejeldlve a Runx2 ¢és
Osx mester regulatorok, transzkripcios faktorok kotdhelyeit.

Szembe o&tléen jelenik meg a transzkripciés kotdhelyek —sorrendjének
konzervaltsaga, amely megnyilvanul egyrészt szamos kotohely poziciojanak co-

linearitasaban ¢és bazis parra megegyez6 tavolsagaban (comensurabilitas).
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Erdekes megfigyelni, hogy Runx2 kétéhelyekbél legnagyobb szamban a gimszarvas

ortologban talalhatok (ember, szarvasmarha, gimszarvas szekvenciak 13,14,17 Runx2

kotshely).

Runx2 kétéhelyek

TSS intronl
, LS
HsPrElcoL1al 5/ -1 b O----f -kvgs- -g----3'
BtPrE1COL1Al 5’ --———---T-rp--q-O----f-cij--n kvgs- - 3’
CePrE1COL1AlL 5/ -lh-----r-rp----O--a-f--1j-tn---x---=---=-mmmmmmmmmmo d-kvgs- oo 3’
symbol Binding site Transfac ID
a AACAACA HS$MMP13_01
b ARCCACC HS$MMP13_01
c ARCCAGA HS$MMP13_01
d AACCGCA HS$111P13_01
e ACCACAGC 0SF2_Q6
£ AGCCACA HS$MMP13_01
g AGGAGCCGGRGGTCC DR3_CONS
h CGAGTCA RATSRUNX2_02
i GRGRACCAGAGAATT PEBP_Q6
3 GAGGACCAGAGAATT PEBP_Q6
k GAGGTCCACARAGCT PEBP_Q6
1 TRRGTCA RAT$RUNX2_02
n TACCACA HS$MMP13_01
n TCTGGAT MOUSE$A21COL_10
° TGAGGAT HMOUSE$A21COL_10
P TGRGGCA RAT$RUNX2_02
q TGAGTCT RATSRUNX2_02
T TGAGTGA RAT$RUNX2_02
s TGCGTCA RAT$RUNX2_02
t TGGGGAT MOUSE$A21COL_10
v TGTGGAC MOUSE$§A21COL_10
x TGTGGAG HMOUSE$A21COL_10
Osx kétéhelyek .
TSS intronl
[+1
HsPrE1COL1AL 5/ ---yy---yV- Y-vyy Y---y¥--Yy-Y-YYY--y--y---yy---y- ----y-3’
BtPrEICOL1AL 5’ -y V' Y y--Y----Y--¥--Y-YVVY-Yy-Y---Yy---¥- -y--y-3’
’
CePrEICOLIAL 5/ -y-------Y-----=-y----y-----y--Y-y--Y--V--V-VVVy-Vy-Y---V----V- -y--y-3'
symbol Binding site Transfac 10
- 20 bp
y NNGGGGCGGGGNN v$sP1_04_01

18. abra: A Runx2 és Osx transzkripcios faktorok kotdhelyeinek helyzete a collA41 gén
ortologjainak 1 kbp 5° szabalyzoérégiojaban (promoter) ¢és elsé intronjaban (HS human,
Bt Bovine, C red deer). y: Osterix kotéhely. TSS, az mRNS transzkripci6 startpontja.
mind a harom faj ortologjaiban megfigyelheté szamos pozicid co-linearitasa (vastagitott
jelek). Az abran egy vonas 20 pb-nak felel meg. (szekvencia szinten valamennyi részlet
megtekinthetd Stéger et al., 2010 publikacié mellékletében).

Megjegyzés: az Osterix transzkripcids faktor az SP1 kot6helyet is hasznalja; lasd 18.
abra: y). aminek diagnosztikus értéke van a humdan oszteopordzis hajlam
prediktalasaban (tovabbi részletek az eredmények megvitatasaban.
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6. AZ EREDMENYEK MEGVITATASA

A birtokunkban levd, részben mar sajat fejlesztésii géntechnologiai és DNS-CHIP
eszkoztarral folyamatos ,.génvadaszatot” végeztiink két uton: (i) a robosztus
csontfejlédésben szereplé gének felismerése és mikodésiik jellemzése érdekében;
valamint (ii) a fiziologias csontritkulasban ¢és visszapotlasaban (szarvasbika
vazcsontozataban) szereplé gének felismerése és miikodésiik megértése érdekében.

Az agancs robosztus novekedése a mezenchima, eléporc és porc régiokban valdsul
meg. A vazcsontozat fiziologias csontritkuldsa az agancs porc és csont szerves matrix
rendkiviil robosztus mineralizacidjanak (kalcitikalodas, a csont szervetlen anyagainak
kikotése) kovetkezménye.

Az agancs porcos és csontos része sejtleszarmazas szempontjabol kiilonbozik. A
porcsejtek sejtvonala a cstcsi mezenchimabdl szarmaztathato le. A csont progenitor
sejtek fliggetlen eredetiick: a porc sejtek hipertrofizacidja és apoptdzisa utan a
vérarammal jonnek és vandorolnak be a porcsejtek altal elkészitet matrixba.

Ez indokolja, hogy kiilon foglalkozzunk a porcszévet és a csont szovet
mineralizaciojanak folyamataval, ill. ennek megfelelden az agancs csucsi részével és

elcsontosodott részével.

6.1. A csontmetabolizmus szabalyozasa az agancsfejlédés alatt

Célunk volt, hogy betekintést nyerjink a csontbontas és ¢épités epigenetikai
szabalyozasaba a gimszarvas bika agancsfejlddése alatt.

A csontmetabolitok valtozasa ezen iddszak alatt két ellentétes folyamathoz
kapcsolodik. Egyrészt a fejlodé barkas agancs robosztus csontosodashoz, masrészt
vazcsontozat rendkiviil intenziv oszteopordzishoz. A jelenség neve fiziologias
oszteoporozis. Feltételeztilk, hogy azon gének azonositisa, amelyek kapcsolatban
vannak az agancsporc jellegzetes szovettani karakterisztikajaval, nevezetesen intenziv
asvanyi anyag forgalmanak megértéséhez.

A vizsgalatok céljabol kifejlesztettiik az ,,Agancs” cDNS chipet, amely lehetévé
tette a novekvo barkds agancs porcos zondjaban upregulalt gimszarvas gének hatékony

azonositasat és klonozasat.
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A géneket kiilonboz6é funkcionalis csoportokba soroltuk (1. tablazat). Kiilonos
figyelmet szenteltiink azoknak a géneknek, amelyek a csont bioldgidban ,referencia
géneknek” szamitanak, vagy a matrix gének k6z¢ tartoznak.

Azt tapasztaltuk, hogy ezek a gének 2-10 -szer hevesebben expresszaltak mar az
agancs chondrocytakban és chondroblastokban, mint a magzati ndvekedési porclemez
sejtjeiben ( 9, 10/A, 10/B abrak és 2. tablazat). Ezen gének upregulaciés mintazata
megegyezett azzal a mintazattal, amelyet akkor kaptunk, amikor a barkas agancs
robosztus csontosodasat a vazcsontozat oszteoporozisaval hasonlitottuk Ossze. Azaz a
gének expresszios szintje sokkal magasabb volt a barkds agancs csontos részében, mint
a vazcsontozat borda ¢és csigolya mintaiban. Méréseink azt mutatjak, hogy a collA1 gén
expresszidja 7-17 -szer magasabb az agancs csontban, mint a vazcsontozatban Még
nagyobb, kiilonbségeket tapasztaltunk mas mineralizacios gének esetében (5. tablazat).
Génexpresszios méréseinkhez tobb belsé viszonyitd kontrollt is hasznaltunk. A 78S
rRNS, 285 rRNS, gapdh gének expresszidjahoz viszonyitottuk a tobbi gén expressziojat.
A Northern blot kvantitativ értékeit a Syngene program felhasznalasaval allapitottuk
meg. Affymetrix microarray mérésekkel, egy fiiggetlen modszerrel is megerdsitettiik a
kvantitativ értékeket az

Meg kell jegyezniink, hogy a konkrét szamszeriisitéseket, kiilonosen a nagyon
nagy értékeknél Ovatosan kezeljiik, mert végil is egy moddosult endochondralis
csontosodast (agancs) hasonlitottunk a vazcsontozat folyamataihoz.

Erdekes lenne latni a szimszeriiségeket (ha adaptalhatoak lennének) az eml8s
fajok néi egyedeinek oszteoporozisnal, amely a vemhesség alatt alakul ki (jelentds
csontvesztés figyelheté meg pl. az intenziven tejeld szarvasmarha fajtak tehenei szegy
¢és medence csont szerkezetében, ami egy régota ismert jelenség).

Feltételeztiik hogy a fejlodé agancsban a csont ,referencia marker” gének és a
matrix gének (azaz ,mineralizacids gének™) hasonld genetikai szabalyzas alatt allnak,
ezért megvizsgaltuk a gének promoter régioit. Arra voltunk kivancsiak, hogy mely
transzkripcios faktorok kotohelyei talalhatok a gének tagabban értelmezet promoter
régiodiban (5° upstream régiok). Ezaltal prediktalni reméltiik, hogy mely transzkripcios
faktorok és ,,génjeik” vehetnek részt a mineralizacios folyamat szabalyozasaba.

A szarvasmarha és gimszarvas gének nagyfoku homoldgiaja lehet6vé tette, hogy a
segitségével amplifikaljuk (itt jegyezziik meg, hogy a moddositott Zoo Cloning a sok

mas génre is alkalmazhato).
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A gimszarvas, szarvasmarha ¢és az ember coll41 génje 5° upstream szabalyozo
régidja szekvencia vizsgalata szamos Runx2 és Osx kotohelyet tart fel (7. tablazat és 18.
abra). A Runx2 és Osterix transzkripcids faktorok/génjeik a csont fejlédés mester
regulatorai. Joggal feltételezhetjilk tehat, hogy nemcsak a gimszarvas collAl génje,

hanem a tobbi ortolog is a Runx2 és Osx szabalyozasa alatt allhat (7. tablazat).

Ezt a nézetet tdmasztja ala tobb kisérleti bizonyitékunk is:

(1) mind a harom fajban (gimszarvas, szarvasmarha, ember) collA] génje 5’ regulator
(promoter) régidja, nem csak nagyon gazdag Runx2 és Osx transzkripcios faktor kotd
helyekben, hanem a két6helyek egyforman konzervaltak, pozicidik sorrendje co-linearis
(a harom fajban), s6t szamos kotShely sorrendjére vetitve a tavolsagok co-menzuralisak
(azaz bazisparra megegyeznek, 18. abra).

(1) a collAl els6 intronjanak az a 175 bp hosszlisagl szakasza, amely tartalmazza az
Spl/Osx kotéhelyet (Jim et al., 2009) nagyon erdsen konzervalt a kérédzékben ¢és az

emberben. Ezen 175 bp régié tartalmazza azt az SNP helyet, amelynek allélikus

pozicid hatarozza meg a S/s allélokat az Spl kotdhelyben. Maga az SNP kapcsolt a
csontstirtiség fenotipussal (kvantitativ fenotipus) (Alvarez et al, 1999). A S/s allélok
intermedier oroklodésiiek. A S/S genotipus csontsiiriisége tekinthetd a normalisnak
(,vad tipus”), a S/s heterozigdtdk csontsiiriisége csokkent, az s/s homozigotak
csontstiriisége a legkisebb. Az ,,s” allél jelenléte tehat a csontritkulasra valo fokozott
hajlamot jelzi.

(iii) az agancs csontban az osteocalcin (oc) gén nagymértékben upregulalt (13. abra).
Bizonyitott, hogy az emlés modell rendszerekben az osteocalcin (oc) gén is a Runx2
transzkripcios faktor szabalyozasa alatt all (Stein et al., 2002).

(iv) Az upregulalt ,,agancs” gének szarvasmarha és human ortologjai szamos Runx2 és
Osx kot6helyet tartalmaznak. Bar a gimszarvas genomi szekvencidk még nem
elérhetdek, feltételezhetjiik, hogy promotereik és a cisz szabalyozo régioik evoluciosan
hasonléan konzervaltak, mint ahogy azt a fent leirt collAl gén esetében mar lattuk

(gimszarvas és a szarvasmarha esetében a cisz régiok homologiaja 93%, 18.4bra).

a4



6.2. A mineralizilédé agancs cstcs: Runx2 utvonal

A barkas agancs porc mineralizacidja kezdeteitdl kulcs szerepet jatszik a Runx2
transzkripcios faktor. A Runx2 a kalcifikalodo matrix fehérjék f6 mester regulatora
(,,mineralizaciés gének”). A Runx2-r6l azt is tudni, hogy esszencialis szerepe van az
nukleoszomék elrendezésében, ezaltal részt vesz gén expressziok transzkripcios
szabalyozasaban (Komori et al., 2010; Kohen, 2009). A runx2 sajat maga pozitiv auto
upregulatora is.

Kisérleteinkben kimutattuk a runx2 és a szabalyozasa alatt allo, downstream osx
gén expresszidjat az agancs csucsi mezenchima sejtjeiben (9. abra, és 2. tablazat). Ez a
megfigyelés jelezte, hogy az agancs csucsi mezenchima sejtek mar elkételezetek a porce
¢és a csont fejlodés iranyaba. A runx2 pozitiv auto upregulacidjat elindité ,,upstream” jel
lehet az az er6s PTHrP (Parathyroid hormone-related protein) expresszio, amelynek
1étét bizonyitottak mar az agancs mezenchimaban, eléporcban és a perichondriumban is
(Faucheaux et al., 2002; Faucheaux és Price, 1999).

Az agancs porcba ellentétben a tobbi porcféleséggel betornek és atszovik a
vérerek. A vérarammal tovabbi serkent stimulusok érkeznek, s ezek a stimulusok
fenntartjak a runx2 és osx magas aktivitasat a porcsejtekben.

A runx2 expresszidja altal aktivalt gének termelte nagy mennyiségli
mineralizacios fehérje matrix kikoti a vérbdl az asvanyi anyagok alkoto elemeit (Ca, P,
Mg). A chondrocytak apotdzisa utan a mineralizalt porc matrix visszamarad. Az asvanyi
anyagok kirakodasa kovetkeztében a fehérjematrix egy jelentds része mar védett a
proteolitikus enzimek hasitdsaval szemben, azaz bomldsa gatolt. A porcsejtek
pusztuldsa utdna a felszabadulé teret késdbb az osteoblastok foglaljak, amelyek majd

létrehozzak a fejlodo agancs csontos részét.

Eredményeink sszhangban vannak ezzel a nézettel, amelyet a génexpresszids és
hisztologiai vizsgalataink is alatamasztanak:

1) nagy mineralizacidés gocokat azonositottunk az agancs porcban (8. abra),
amely az agancs csontos részében mar csontosoddsi magvakként
funkcionalnak.

(i) a mineralizaciés gének erGs expressziojat mutattuk ki az agancs

porcsejtekben (10/A, 10/B).
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(iii)  az agancs porcban a magzati novekedési porclemezhez képest 2-7-szeres
expressziot mértiink a mineralizdcios matrixgéneknél (collAl, collA2,

sparc) és a regulator génjeiknél (osx és runx2) (9. abra).
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6.3. Agancs csont: robosztus csontfejlédés

Addig, amig a mineralizalodd agancs porcnak nincs megfeleldje a gimszarvas
testében, az agancs csont és a vaz csontozat biokémiailag, dsszetételében megegyezik.
A runx2 gén a csontfejlédés altalanos mester regulatora, tehat egyarant hat az agancs
csontban és a vazcsontozatban. Az alapvetd kérdés tehat nem az, hogy a Runx2 minként
fokozza a csontosodast, hanem az, hogy miért csak az agancs csontban figyelhetd meg a
robosztus csontosodas, és miért nem érintett a vazcsontozat. Az agancs porccal
ellentétben nehezebb megmagyarazni, hogy mi okozhatja a runx2 fokozott lokalis
miikodését az agancsban.

Az egyik lehetséges szcenario az lehet, hogy az érzé idegekbdl (amelyek
beidegzik az agancs barkas borét és a periosteumot) diffuzibilis morfogén molekulak
Iépnek ki (Gray et al., 1992), amelyek hatisara az osteoblastok receptorokat és
ligandokat kezdenek el fokozatosan szintetizalni (pl. PTH/PTHrP, TGF-p/BMP, ECM
¢és FGF2 stb.). A felsorolt molekulak valamennyien pozitiv regulatorai a runx2 génnek.

A legjobb jelolt egy ilyen diffizibilis morfogén szerepre, amely helyi
morfogénként hathat az agancscsontban a CGRP (Calcitonin gene-related peptide)
neuropeptid. A CGRP-r6]l megallapitottdk, hogy gyakori anyag az érzd
idegvégzodésekben, beleértve azokat az ¢érzé idegeket is, amelyek a csontokat
behalozzak.

A CGRP anabolitikus szerepét igazoltak a csont anyagcserében is: hatasa erdsiti

az osteocalcin és a PTH gének kifejezédését (mindkét gén jelentds szerepet jatszik a
csont matrix képzésében, Vignery és Mcarthy 1996; Hoch ez al., 1988).
CGRP szabalyozé hatasat a rumx2 expresszidjara az osteoblastokban nemrégiben
kozolték (Yang et al., 2009). Az agancs igen gazdag érzdideg végzodésekben. Az €érzd
idegvégzOddéseket az agancsban a nervus trigenimus (haromosztati ideg) agyideg
axonjai alkotjadk. A haromosztati ideg kapcsolatban van a feltételezett agancs
novekedési kozponttal (ACG, Antler growth center, Bubenik 1990).

Ezzel az anatomiai megkozelitéssel tudjuk magyarazni, hogy miért a CGRP
indithatja az agancsra lokalizalodé morfogén aktivitast, beleértve annak csontos részét
is.

A kezdd 1épés utan az osteoblastok késébb mar fenn tudjak tartani azoknak a

géneknek az expressziojat, amelyek végiil beinditjak a runx2 expresszid pozitiv auto
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Agancs barka

Agyi kézpont Haromosztatu axon végek

morfogén
CGRP,

Agancs csont
CGRP DLX5
| |

Runx2 — Osterix ,CRuan — Osterix

/ Osteocalcin\‘ 1 /

Mineralizacios gének Mineralizaciés gének
Col1AT  5X

Agancs porc
CGRP

Col1A1 10X
ColiA2 =0 CollA2 10X
gsg’y 63;: Col3A1 50X

Sparc 50X
':\’Asgp gi lbsp 50X
* Col2A1  3X MISES S0

* Col10A1  5X

19. abra: Az agancs robosztus mineralizacidja (epigenetikai) utvonala. Szamok:
Affymetrix és Northern kimutatasok kvantifikalasabol (Syngene) szarmaztatott
upregulaciok” mértéke. Agancs porc értékek: az agancs porcban mért génexpressziok a
novekedési porclemez génexpresszidkhoz viszonyitva. Agancs csont értékek: az agancs
csontban mért génexpressziok a vazcsontok (csigolya, borda) génexpresszidihoz
viszonyitva.

Szamos novekedési faktor (BMP, FGF és TGF-f) szintézisét kimutattak mar az
agancsban (Mundy et al., 2001; Feng et al., 1995 és 1997; Francis és Suttie 1998).

A tovabbi 1épések soran a runx2 ongerjesztd expresszidja aktivalja/upregulalja a
szabalyozasa alatt all6 downstream mineralizacidés matrix géneket az agancs csontban,
(i) a rendkiviil intenziv fehérje szintézis kovetkeztében (matrixgének) nagyon nagy az
agancs csontban az energia igény és felhasznalas, valamint (ii) a hatalmas mennyiségili
matrix fehérje (pl. Coll A1) megkéti az dsvanyi anyagokat a vérarambol.

Mivel az agancs csontban kivonddnak az asvanyi anyagok, igy a kalcium is a
vérbol, a homeosztazis fenntartasa érdekében potlodniuk kell. A potlas normalis esetben
a taplalék fedezi. Az agancs robosztus csontosoddsa soran azonban olyan hatalmas

mennyiségli kalcium vonddik ki a vérbol, amelyet a taplalkozas (legelés) dnmagaban
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nem tud fedezni, ezért a hianyzo részt a gimszarvas szervezete a vazcsont bomlasabol

egésziti ki (Banks et al., 1968a; Moenet et al., 1999; Moen ¢és Pastor, 1996, modellje

alapjan).

Megfigyeléseink és a kisérleti eredményeink tobb ponton tamasztjak ala a fenti modellt:

®

(i)

(iii)

(iv)

™

i)

A csontosodd agancscsiicsban a mineralizacio kezdetekor a kalcifikacios
front alakja konuszos (lasd. az agancs szagittalis metszeti képén, 20. abra). A
konikus format a barkas borbol befelé diffundalé morfogén (pl. CGRP)
koncentraci6é gradiense, valamint a felfelé (disztalisan) névekvd agancs
novekedés, a két folyamat ereddje, alakithatja ki.

A Runx2 ¢és Osx és az altaluk szabalyozott mineralizacios gének az
expresszidja hevesebb volt az agancs csontban, mint a vazcsont mintakban.
GC-MS méréseink eredményei dsszhangban allnak az agancscsontban mért
fokozott génexpresszidk nagy energia igényével. Az agancs csont gliikdz
tartalma kozel 6tszor magasabb, mint a vazcsonténak.

Ez nagy gliikoz fogyasztas 6sszhangban van az osteocalcin gén (oc) magas
expresszidjaval. Az  osteocalcin  hatasar6l ismert, hogy glikéz
felhasznalasahoz sziikséges magas inzulin-szintet és érzékenységet biztositja
(Lee et al., 2007), amely a gliikoz felhasznalasahoz sziikséges (vesd Ossze a
11., 13., és 14. abrat).

A hidroxi prolin tartalom jelezte, hogy sokkal kisebb a kollagén bomlas
mértéke az agancs csontban, mint a csigolyaban, ami 6sszhangban volt az
agancs csont intenziv collA41 expresszidjaval (lasd. 14. abra).

Az agancs csontban ez etanolamin foszfat és a szabad foszfat szintje sokkal
alacsonyabb, mint a csigolya és borda csontokban, ami az asvanyi anyagok
egyiranyu aramlasaval magyarazhato: a vaz csontozatbdl (csont bomlas) az

agancs matrixa felé, ahol az asvanyok kikotédnek a vérbdl (,,0ldatbol”).

Figyelembe véve a mineralizacios gének 10-30 szoros (vagy tobbszords)

aktivitasat és az ennek soran keletkez$ agancsmatrix nagy tomegét, ez dnmagaban

elegendd ahhoz, hogy meghatarozza az asvanyi anyagok aramldsi iranyat és lerakodasat

a vazcsontozatbol az agancs felé. Nincs sziikség tehat arra, hogy a vazcsontozat aktivan

gatolja az asvanyi anyagok visszapodtlasat sajat magaba, ezzel is segitve az agancs

robosztus csontosodasat.
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CGRP

RUNX2 (5X) = Osx (5X)
Epidermis (E)
~ /
Dermis (D) Col1A1 5X
Reserve mesenchyme (RM) ColMA2 10X
Precartilage (PC) Col3A1 3X
Transition zone (TZ) iplaZr;ﬂ ?;;
* Co
* Col10A1 55X
Cartilage (C) —h» Ibsp 2X
: MGP  2X
Perichondrium (PCH) C_GR_P - = _Dl)g - = =
N

\CRU NX2 (15X)=> Osx (50X)
7~

*OC (10X) Q)

Col1A1 10X
, Col1A2 10X
4 ColI3A1 50X
Sparc 50X
lbsp 50X
MGP 30X

20. abra: Az agancscsucs mineralizacidjanak, szabalyozasanak sematikus képe.
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6.4. Agancs gének és human csontritkulas

Ugy gondoljuk a munkank soran feltart gének és szabalyozé mechanizmusok
segitik az erGteljes és gyors csontszovet képzésének a hatterében 1évé folyamatok
megértését és feltérképezését.

Hissziik, hogy a gimszarvas robosztus csontfejlédésének tanulmanyozasa hasznos
informaciokkal szolgalhatja az orvosi kutatdsokat is. Egyszer még hozzajarulhat a
csontritkulas korai diagnosztizalasahoz, gyogyszerek fejlesztéséhez és Wijszerti csont és
porc potlo eljarasok kidolgozasahoz. Mondandonk bizonyitasahoz alljon itt a 15. és 16.
abra példaja arrél, hogy a gimszarvas javasolta gének expresszios mintazata alapjan az

oszteoporodtikus és nem oszteoporodtikus paciensek egyértelmiien megkiilonboztethetok.
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7. OSSZEFOGALAS

Célunk volt a gimszarvas agancs robosztus fejlodését és az ezzel a
vazcsontozatban kialakuld ciklikus fiziologids oszteopordzist irdnyitd, s az asvanyi
anyag forgalomban fontos szerepet jatszd gének azonositisa. A gimszarvas agancs
mineralizacidja a vazcsontozat (szegycsont, bordak, csigolyak, medence) atmeneti,
fiziologias csontritkulasat okozza, amelyet az allat késdbb képes regeneralni, s az
elveszett asvanyi anyagokat potolni. A folyamat kovetkeztében kialakulo csont
szerkezeti valtozasokat (oszteoporozis ¢€s regeneracidja, anatomiai eltéréseit a
vazcsontozat kiilonboz6 részeiben els6ként demonstraltuk.

A gimszarvas bika agancsfejlodése a leggyorsabb és legintenzivebb csontfejlédés
az allatvilagban. Az éasvanyi anyagok lerakodasa az agancsban mar a csontszovet
fejlédés elotti allapotban az eléporcban, porcban megkezdddik, amely a fejlodd agancs
egy specifikus tulajdonsaga. Az altalunk kifejlesztett Agancs Chip segitségével
klonoztunk 28 gént, amelyek fokozottan miikodtek a mineralizalodé agancsporcban a
magzati novekedési porclemezhez viszonyitva. Felvettiik 15 gén expresszios profiljat az
agancs cstcsban, 7 gén expressziojat sejt szinten is lokalizaltuk.

A csont matrix gének (collAl, collA2, col3A1, ibsp, mgp, sparc, és az
osteocalcin), valamint a mester regulatoraik (runx2, osx) Osszehasonlitottuk a barkas
agancs csontosodo részét a vazcsontozattal (bordak és csigolyak). Ezen géneknek az
expresszidja a barkds agancs csontos részében 10-30 szor nagyobb volt, mint a
vazcsontozatban. A génexpresszios valtozasokkal Osszhangban a gének 5° reguldld
régidjainak vizsgalata (gimszarvas, szarvasmarha, ember) sordn nagyszdmi Runx2 ¢és
Osx transzkripcios faktor kotéhelyet talaltunk. A GC-MS vizsgalatok megerdsitették,
hogy a glikéz, foszfat, etanolamin-foszfat és a hidroxiprolin metabolitok a
mineralizacios gének magas aktivitdsa miatt a vazcsontozatbol az agancscsontba
aramlanak. Integralt modon vizsgaltuk a génexpresszos mintazatokat és kvantitativ
metabolit adatokat az agancs robosztus csontfejlddése alatt.

Feltartuk az agancs robosztus mineralizacioja (epigenetikai) utvonalat: (i) agancs
csticsban (agancs ndvekedési agyi centrum (AGC) — haromosztata ideg — agancs
barka — CGRP morfogén neuropeptid — Runx2 — Osx — matrix gének); (ii) agancs
csontban (agancs novekedési agyi centrum (AGC) — haromosztatu ideg — agancs
barka — CGRP morfogén neuropeptid — Runx2 — Oc és Osx — mineralizacios

matrix gének).
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A minél teljesebb genetikai hattér megismerését atvezetjik az orvosi kutatasokba:
oszteopordzis  diagnosztikdra ¢és  gyogyszerfejlesztési  célpontok  kijelolésére.
Bizonyitottuk, hogy a gimszarvas javasolta gének expresszidival egyértelmiien

diagnosztizalhatok a csontritkulasban szenved6 betegek.
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8. JAVASLATOK

Az agancs csont expresszios mintazata az ¢lovilag leggyorsabban mineralizalodo
szovetének . fenotipusat” jelenti. Vizsgalataval kozelebb keriilhetink a csont
metabolizmus hatterében zajlé epigenetikai folyamatok megértéséhez.

Az agancs robosztus novekedése egy feltételezett idegi stimulusra indul, majd
ezen kontroll szerint folytatodik. Fontosnak tartom a folyamat intenziv
tanulmanyozasat: (i) az idegrostok mentén (nervus trigeminus) megtaldlni az ,,utat” az
agancs porc ¢és csonthartyatdl, valamint a barkatol ,,visszafel¢” az agyi kozpontba,
véglegesen eljutva a feltételezett agancs ndvekedési kozponthoz (AGC, Antler Growth
Center).

Tovabbi megerdsitd kisérletes bizonyitékokat latok sziikségesnek a CGRP
(Calcitonin gene-related peptide) expresszidja vonatkozasaban is: azaz hol termelddik
ez az anyag és mely idopontokban a gimszarvas agyaban az agancs ciklus soran.

Az agancs novekedés idegrendszer altali szabalyozasa pontosabb megismerését
olyan kisérletekkel lehetne jobban feltarni, amelyek az idegi stimulus hatasara
bekovetkezé gén expresszids mintazat valtozasokon keresztiil ravilagitanak arra, hogy
milyen neuro kémiai folyamatok (neurohormonok) szabalyozzak az agancs hihetetlen
gyors novekedését és csontosodasat. Egy ilyen kisérlet soran a nervus trigeminust az
agancs egyik szaran elvagnak (denervalnak), majd kovetnék és 6sszehasonlitanak az ép
és a denervalt agancs szarak génexpresszids valtozasait. Ugy gondolom, hogy egy ilyen
vizsgalat sorozat feltarna azokat a géneket az agancsban, amelyek kozvetleniil az idegi
stimulusok (neuropeptidek) szabalyozasa alatt allnak.

A gimszarvas gének 5’ szabalyozd régidinak a szekvencia meghatarozasat
elkezdtilk. Az agancs csontban upregulalt gének (amelyek a 13. abran szerepelnek)
promoter régidiban folyamatosan vizsgaljuk a csont és porc specifikus mester
regulatorok kot helyeit.

A gimszarvas vazcsontozatanak kiilonbozé részeiben a génexpressziok
vizsgalataval teljes képet kaphatunk a teljes vazcsontozatra vetitett csontritkulasi
dinamikarol.

Eddigi megfigyeléseink azt jelzik, hogy a vazcsontozat kiilonboz0 részei mas-mas

mértékben érintettek a gimszarvas ciklikus fiziologias csontritkulasa soran.
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Az agancs csont és a gimszarvas vazcsontozataban eltéréen expresszalo gének
koziil tovabbi biomarkerek keriilhetnek ki, amelyek ortoldgjai human vizsgalatokban

diagnosztikai célokat kielégitve hasznosulhatnak.
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9. SUMMARY

Genes involved in the development of the red deer stag's antlers and in the coupled
transport of mineral substances are targeted to be identified. Mineralization of red deer's
antlers within a short time results temporarly in physiological osteoporosis in the
skeleton (sternum, ribs, vertebrae, pelvis) of the animal. Deer stag has the ability to
replenish the missing minerals in the skeleton after antler mineralization is completed.
Gene expression patterns are to be monitored in the sternum, ribs, vertebrae and pelvis
during antler's calcification with the aim to find genes (using DNA chip technique)
involved in osteoporosis and its reversal in red deer stag. Understanding the genetic
backround of the process could be beneficial in genetics based human therapeutica
(diagnostics) and pharmacentical developments.

Antlers of deer display the fastest and most robust bone development in the animal
kingdom. Deposition of the minerals in the cartilage preceding ossification is a specific
feature of the developing antler. We have cloned 28 genes which are upregulated in the
cartilaginous section (called mineralized cartilage) of the developing (“velvet”) antler of
red deer stags, compared to their levels in the foetal cartilage. Fifteen of these genes
were further characterized by their expression pattern along the tissue zones (i.e. antler
mesenchyme, precartilage, cartilage, bone), and by in situ hybridization of the gene
activities at the cellular level. Expression dynamics of genes collAl, collA2, col3Al,
ibsp, mgp, sparc, runx2, and osteocalcin were monitored and compared in the ossified
part of the velvet antler and in the skeleton (in ribs and vertebrae). Expression levels of
these genes in the ossified part of the velvet antler exceeded the skeletal levels 10-30
fold or more. Gene expression and comparative sequence analyses of cDNAs and the
cognate 5’ cis-regulatory regions in deer, cattle and human suggested that the genes
runx2 and osx have a master regulatory role. GC-MS metabolite analyses of glucose,
phosphate, ethanolamine-phosphate, and hydroxyproline utilizations confirmed the high
activity of mineralization genes in governing the flow of the minerals from the skeleton
to the antler bone. Gene expression patterns and quantitative metabolite data for the
robust bone development in the antler are discussed in an integrated manner. A model is
proposed for the epigenetic pathway for the ossification of the developing antler.We
also discuss the potential implication of our findings on the deer genes in human

osteoporosis research.
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12.

MELLEKLETEK

1. melléklet: Agancs csont vs. csigolya expresszio valtozasai. Bovine Affymetrix
microarray eredményei (* a 13 1top SAM alapjan).

Hanyszoros

Gén . . " Affymetix
szimboélum Gén neve véltozas azonosito
VB/AB

DLX5 distal-less homeobox 5 4,20 Bt.16059.1.S1_at
DLX5 distal-less homeobox 5 5,82 Bt.8476.1.A1_at
RUNX2 runt-related transcription factor 2 3,49* Bt.19978.1.A1_at
SOX9 SRY (sex determining region Y)-box 9 4,79* Bt.6983.1.81_at
BMP2 bone morphogenetic protein 2 4,28* Bt.29956.1.A1_at
MSX1 msh homeobox 1 2,79 Bt.15556.1.A1_s_at
COL1A1 collagen, type |, alpha 1 3,16 Bt.8549.1.S1_at
COL1A2 collagen, type |, alpha 2 3,29 Bt.8124.1.S1_at
COL3A1 collagen, type Ill, alpha 1 7,99* Bt.23318.1.S1_at
COL3A1 collagen, type lll, alpha 1 7,46* Bt.23318.1.S2_at
COL4A1 collagen, type IV, alpha 1 4,41 Bt.12912.1.S2_at
COL5A2 collagen, type V, alpha 2 5,69* Bt.9966.1.S1_at
COL6A1 collagen, type VI, alpha 1 4,29* Bt.23508.1.A1_at
COL11A2 collagen, type Xl, alpha 2 3,63 Bt.2303.1.S1_at
COL12A1 collagen, type XII, alpha 1 2,73 Bt.11324.1.A1_s_at
COL13A1 collagen, type XllI, alpha 1 3,25 Bt.23555.1.S1_at
COL13A1 collagen, type XllI, alpha 1 5,38* Bt.19502.1.A1_at
COL15A1 collagen, type XV, alpha 1 5,39 Bt.20512.1.S1_at
COL15A1 collagen, type XV, alpha 1 2,60 Bt.20512.2.81_at
COL16A1 collagen, type XVI, alpha 1 5,26 Bt.12697.1.S1_a_at
COL16A1 collagen, type XVI, alpha 1 3,80 Bt.12697.1.S1_at
COL18A1 collagen, type XVIII, alpha 1 5,85 Bt.11942.1.S1_at
COL27A1 collagen, type XXVII, alpha 1 2,75 Bt.26635.1.S1_at
IBSP integrin-binding sialoprotein 6,19 Bt.568.1.S1_at
BGLAP bone gamma-carboxyglutamate (gla) protein 3,37 Bt.4055.1.81_at
MGP matrix Gla protein 5,05 Bt.3598.1.S1_at
SPARCLA1 SPARC-like 1 (hevin) 4,71 Bt.5153.1.81_at

secreted protein, acidic, cysteine-rich
SPARC (osteonectin) 5,75* Bt.6768.1.S1_at
SMOC2 SPARC related modular calcium binding 2 4,96 Bt.8491.1.81_at
SDC2 syndecan 2 6,27 Bt.8260.1.A1_at
SDC2 syndecan 2 6,86* Bt.11462.1.S1_at
SDC2 Syndecan 2 5,88 Bt.2494.2.S1_a_at
DCN decorin 571* Bt.23178.1.81_at
DCN decorin 4,56 Bt.23178.1.S2_at
BGN biglycan 3,78 Bt.5351.1.S1_a_at
BGN biglycan 4,25 Bt.5351.2.A1_x_at
LUM lumican 3,68 Bt.2452.1.S1_at
OMD osteomodulin 3,99 Bt.114.1.S1_at
POSTN periostin, osteoblast specific factor 4,27 Bt.13028.1.S1_at
DSPP dentin sialophosphoprotein 2,35 Bt.554.1.S1_at
NEO1 neogenin 1 4,33* Bt.4726.1.S1_at
FBLN1 fibulin 1 6,29* Bt.22545.1.S1_a_at
LAMB1 laminin, beta 1 (korpos) 2,99 Bt.1742.1.81_at
LAMC1 laminin, gamma 1 (formerly LAMB2) 4,09 Bt.23129.3.51_a_at
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Hanyszoros

Gén . . . Affymetix
szimboélum Gén neve véltozas azonosité
VB/AB
TGFp2 transforming growth factor, beta 2 2,74 Bt.6438.1.A1_at
TGFB3 transforming growth factor, beta 3 2,80 Bt.12650.1.S1_at
BAMBI BMP and activin membrane-bound inhibitor 6,12 Bt.5177.1.S1_at
INSIG2 insulin induced gene 2 2,96 Bt.20716.1.S1_at
INSIG2 insulin induced gene 2 2,52 Bt.20716.2.A1_at
IGFBP7 insulin-like growth factor binding protein 7 4,10 Bt.2214.1.81_at
IGF2 insulin-like growth factor 2 (somatomedin A) 4,77 Bt.23176.2.S1_a_at
IGFBP3 insulin-like growth factor binding protein 3 3,10 Bt.422.1.81_at
IGF2 insulin-like growth factor 2 (somatomedin A) 2,92 Bt.7676.3.S1_at
IGFBP6 insulin-like growth factor binding protein 6 2,51 Bt.9958.1.S1_at
IGFBP5 insulin-like growth factor binding protein 5 6,11* Bt.12440.1.A1_at
ESR1 estrogen receptor 1 5,78* Bt.24926.1.S1_at
PTHLH parathyroid hormone-like hormone 2,34 Bt.12848.1.S1_at
C1QTNF1 C1q and tumor necrosis factor related protein 1 2,77 Bt.4105.1.S1_at
EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein
EFEMP2 2 5,61 Bt.7572.1.81_at
ALPL alkaline phosphatase, liver/bone/kidney 4,91 Bt.13670.1.S1_at
ALPL alkaline phosphatase, liver/bone/kidney 4,36 Bt.13670.1.S2_at
MMP 11 matrix metallopeptidase 11 (stromelysin 3) 2,42 Bt.13703.1.S1_at
MMP2 matrix metallopeptidase 2 4,96 Bt.5313.1.81_at
TIMP4 TIMP metallopeptidase inhibitor 4 2,59 Bt.13124.1.81_at
CLDN11 claudin 11 5,63* Bt.4817.1.A1_at
ANXA2 annexin A2 2,67 Bt.4314.1.81_at
ANXAS annexin A5 2,04 Bt.247.1.82_at
FYN FYN oncogene related to SRC, FGR, YES 4,02* Bt.2359.1.A1_at
MAGED1 melanoma antigen family D, 1 4,29 Bt.5519.2.81_at
MAGEF1 melanoma antigen family F, 1 2,06 Bt.6114.1.81_at
LEF1 Lymphoid enhancer-binding factor 1 3,25 Bt.6527.1.S1_at
CDH2 cadherin 2, type 1, N-cadherin (neuronal) 5,73 Bt.4417.1.81_at
MDK midkine (neurite growth-promoting factor 2) 4,04 Bt.21528.1.A1_at
APOA1 apolipoprotein A-l 6,82* Bt.1229.1.51_at
BTBD3 BTB (POZ) domain containing 3 4,26* Bt.12872.1.51_at
SCD5 stearoyl-CoA desaturase 5 6,02* Bt.13249.1.A1_at
PEBP4 phosphatidylethanolamine-binding protein 4 6,98* Bt.14398.1.S1_at
DSTN destrin (actin depolymerizing factor) 5,01* Bt.15705.1.81_at
SNX7 sorting nexin 7 5,73* Bt.15717.1.A1_at
PLS3 plastin 3 (T isoform) 6,04 Bt.15906.1.S1_at
SMS2 Sphingomyelin synthase 2 5,48 Bt.16176.1.A1_at
COPZ2 coatomer protein complex, subunit zeta 2 6,20* Bt.1701.2.A1_a_at
PTPRD protein tyrosine phosphatase, receptor type, D 5,63* Bt.18753.1.A1_at
EST EST 5,66* Bt.18780.2.A1_at
ZNF704 Zinc finger protein 704 4,13* Bt.19936.1.A1_at
TMEM119 transmembrane protein 119 7,22* Bt.20234.1.S1_at
SRPX sushi-repeat-containing protein, X-linked 3,77 Bt.2046.1.S1_at
TMEM45A  transmembrane protein 45A 4,27* Bt.2159.1.81_at
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VB/AB
PDE7B phosphpdiesterase 4,77 Bt.21938.1.S1_at
ABLIM1 actin binding LIM protein 1 4,13* Bt.22122.2.A1_at
CGREF1 cell growth regulator with EF-hand domain 1 7,02¢ Bt.22210.1.S1_at
LOC781282  similar to polydom 4,35* Bt.22768.1.A1_at
ASPN asporin 5,54* Bt.24211.1.A1_at
LOC537248  similar to ACPL2 protein 5,21* Bt.24421.1.A1_at
CCSP1 Colon cancer secreted protein 1 6,97* Bt.24587.1.A1_at
FILIP1L Filamin A interacting protein 1-like 5,13* Bt.24928.1.81_at
LOC505941  similar to KIAA1398 protein 3,77* Bt.24973.1.A1_at
SERF1A small EDRK-rich factor 1A (telomeric) 4,42 Bt.26048.1.A1_at
SERPINF1 serpin peptidase inhibitor 5,90* Bt.2638.1.81_at
LPHN2 latrophilin 2 3,86* Bt.26764.1.A1_at
PRX1 Paird related homeobox 1 6,16* Bt.27101.1.81_at
SORBS2 Sorbin and SH3 domain containing 2 6,03* Bt.27127.1.A1_at
mir199* Pri-hsa-miR-199a2/214 5,81* Bt.27856.1.S1_at
CNKSR3 CNKSR family member 3 4,42* Bt.27901.1.S1_at
OLFML3 olfactomedin-like 3 4,10* Bt.28472.1.51_at
SCHIP1 schwannomin interacting protein 1 7,27* Bt.2867.1.S1_at
TCEA3 transcription elongation factor A (Sll), 3 4,79* Bt.3026.1.A1_at
chromosome 10 open reading frame 35
C28H100RF35 ortholog 2,86* Bt.3689.1.A1_at
SMPD3 sphingomyelin phosphodiesterase 3 4,14 Bt.3716.1.A1_at
LOC100125763 neuronal protein 3.1 4,65* Bt.3780.1.S1_at
TSPANG6 tetraspanin 6 4,05* Bt.3821.1.A1_at
CRABP1 cellular retinoic acid binding protein 1 7,84* Bt.396.2.S1_a_at
P4HA2 prolyl 4-hydroxylase, alpha polypeptide II 5,22* Bt.4381.1.A1_at
MYO10 myosin X 5,03* Bt.4506.1.S1_at
SNAI2 snail homolog 2 (Drosophila) 5,39* Bt.4565.1.S1_at
SFRP2 secreted frizzled-related protein 2 5,67 Bt.4939.1.S1_at
PTPN13 protein tyrosine phosphatase 5,07* Bt.5098.1.S1_at
DPYSL3 Dihydropyrimidinase-like 3 417 Bt.5439.1.81_at
RABAC1 Rab acceptor 1 (prenylated) 4,77* Bt.5491.1.S1_at
GNAI1 guanine nucleotide binding protein (G protein) 5,92 Bt.5546.1.S1_at
PDGFRL platelet-derived growth factor receptor-like 6,01* Bt.725.1.81_at
ZFHX4 Zinc finger homeobox 4 5,41* Bt.8437.1.A1_at
natriuretic peptide receptor C/guanylate cyclase
NPR3 C 4,31* Bt.8909.1.S1_at
FKBPOL FK506 binding protein 9-like 5,05* Bt.9674.1.81_at
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MMP16 Matrix metallopeptidase 16 (membrane-inserted) -6,42 Bt.2725.1.S1_at
ALOX5AP arachidonate 5-lipoxygenase-activating protein -7,13* Bt.7066.1.S1_at
Proteinase 3 Proteinase 3 -9,60* Bt.26564.1.S1_at
ELANE elastase, neutrophil expressed -7,92* Bt.24739.1.81_at
AZU1 Azurocidin 1 -10,39* Bt.24637.1.51_at
SOX6 SRY (sex determining region Y)-box 6 -4,04 Bt.24317.1.A1_at
GPI glucose phosphate isomerase -2,20 Bt.13505.1.81_at
S100A8 S100 calcium binding protein A8 -7,19* Bt.9360.1.S1_at
S100A9 S100 calcium binding protein A9 -7,36* Bt.16201.2.A1_at
S100A12 S100 calcium binding protein A12 (calgranulin C) -5,42* Bt.357.1.81_at
EPB49 erythrocyte membrane protein band 4.9 (dematin) -7,80* Bt.11032.1.S1_at
SPAG5 sperm associated antigen 5 -5,47* Bt.11587.3.A1_a_at
DUT deoxyuridine triphosphatase -3,54* Bt.11936.1.S1_a_at
HP haptoglobin -10,24* Bt.12553.1.81_at
MYB v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog -6,91* Bt.12781.1.81_at
PLBD1 phospholipase B domain containing 1 -5,25* Bt.12805.1.81_at
CKS2 CDC28 protein kinase regulatory subunit 2 -5,37* Bt.13573.1.A1_at
TFRC Transferrin receptor protein 1 -4,09* Bt.13834.1.51_at
TESK2 testis-specific kinase 2 -3,55* Bt.13930.2.51_at
OLFM4 olfactomedin 4 -8,25* Bt.14100.1.S1_at
NCF2 neutrophil cytosolic factor 2 -5,02* Bt.143.1.81_at
KIFC1 kinesin family member C1 -4,51* Bt.1440.1.S1_at
ARG1 arginase, liver -7,89* Bt.14681.1.A1_at
RAB3IP RAB3A interacting protein (rabin3) -4,47* Bt.14853.1.A1_at
HMMR Hyaluronan-mediated motility receptor -2,58* Bt.1518.1.S1_at
CCNB1 cyclin B1 -5,33* Bt.15980.1.A1_at
Cc7 complement component 7 -3,58* Bt.18557.1.51_at
CTSG cathepsin G -8,61* Bt.20057.1.S1_at
PSMF1 Proteasome inhibitor subunit 1 -3,27* Bt.20110.1.S1_at
ORC1L origin recognition complex -5,45* Bt.2111.1.81_a_at
HMBS hydroxymethylbilane synthase -5,33* Bt.21218.1.A1_at
CENP-A CENP-A protein -4,35* Bt.21523.1.51_at
PLACS8 placenta-specific 8 -6,84* Bt.21883.1.81_at
IGHE immunoglobulin heavy constant epsilon -3,75* Bt.21996.1.S1_at
CA2 carbonic anhydrase Il -5,01* Bt.22854.1.51_at
TAL1 T-cell acute lymphocytic leukemia 1 -5,31* Bt.23669.1.A1_at
HBA Hemoglobin alpha 1 -8,13* Bt.23728.1.A1_at
GATA1 GATA binding protein 1 -7,10* Bt.24556.1.81_at
EST EST -7,03* Bt.24925.1.A1_at
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MGC127538 hypothetical protein MGC127538 -6,23* Bt.2577.1.81_at
RAB27A RAB27A, member RAS oncogene family -3,24* Bt.2641.1.S1_at
UROD uroporphyrinogen decarboxylase -4,77* Bt.26622.1.S1_a_at
RASGRP2 RAS guanyl releasing protein 2 -4,07* Bt.26792.1.81_at
PLXNCA1 Plexin C1 -2,92* Bt.26968.1.S1_at
CDCA8 cell division cycle associated 8 -5,75* Bt.27319.1.A1_at
LOC514552  similar to cationic amino acid transporter 5 -4,79* Bt.27532.1.S1_at
SLAIN1 SLAIN motif family, member 1 -5,00* Bt.27859.1.81_at
LOC404103 spleen trypsin inhibitor -8,72* Bt.28518.1.S1_s_at
TPX2 TPX2, microtubule-associated -5,80* Bt.28741.1.A1_at
UBE2T ubiquitin-conjugating enzyme E2T (putative) -3,29* Bt.2915.1.81_at
CATHL1 cathelicidin 1 -9,62* Bt.310.1.S1_at
ALAS2 aminolevulinate, delta-, synthase 2 -10,69* Bt.3230.1.A1_at
BLVRB biliverdin reductase B -6,26* Bt.4093.1.S1_at
CATHL2 cathelicidin 2 -9,12* Bt.4259.1.81_at
LTF lactotransferrin -10,41* Bt.4802.1.S1_at
TUBA4A tubulin, alpha 4a -5,37* Bt.5183.1.S1_at
XPO7 Exportin 7 -4,68* Bt.5460.1.A1_at
ERAF erythroid associated factor -7,65* Bt.5772.1.81_at
HBM hemoglobin, mu -10,88* Bt.5773.1.S1_a_at
FBP1 fructose-1,6-bisphosphatase 1 -4,69* Bt.7033.2.S1_a_at
HBB hemoglobin, beta -8,73* Bt.7056.1.S1_at
FHDC1 FH2 domain containig 1 -4,40* Bt.7578.1.S1_at
SPC24 SPC24, NDC80 kinetochore complex component -5,35% Bt.9517.1.S1_a_at
TK1 thymidine kinase 1, soluble -5,76* Bt.964.1.S1_at
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2. melléklet: A lapockacsontok metszetiképei a harom vizsgalt mintavételi idépontban.

(i} nyugalmi idészak

(i) csontvisszapotlas

(iy oszteoporozis
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