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2. Bevezetés 

 A chondrogenesis bonyolult, több lépéses folyamat, amely a porcdifferenciálódás irányába 

elkötelezett mesenchymalis prekurzor sejtek kondenzációjával és prechondrocytává differenciálódá-

sával kezdődik. A prechondrocyták azután tovább differenciálódnak korai chondroblastokká, 

amelyek osztódnak, oszlopokba rendeződnek és megtermelik a porcra jellemző sejtközötti állományt. 

Majd a porcsejtek hipertróf porcsejtekké differenciálódnak és ásványi anyagban gazdag 

extracelluláris mátrixot (ECM) termelve templátként szolgálnak a leendő csontok számára. A porcra 

jellemző ECM proteoglikánokból, kollagénekből és nem-kollagénszerű multiadhéziós fehérjékből 

épül fel. A főalkotó kollagének és proteoglikán-hialuronsav aggregátumok határozzák meg az ECM 

fizikai tulajdonságait, a többi komponens a felelős a növekedési zónák és a porcszövet 

sokszínűségéért. A porc fő ECM komponenseit kódoló géneknek a mutációja vagy hiánya súlyos és 

letális betegséget okoz. Ilyenek a kollagén-2 gén (Col2a1), aggrekán gén (Acan) és link protein gén 

(Crtl1) [1-3]. Ezzel szemben más porcfehérjék mutációja vagy hiánya, amelyek az ECM 

összerendezésében vagy lebontásában vesznek részt, nem okoznak drámai változásokat 

állatmodellekben.  

A matrilinok nem-kollagénszerű fehérjék, amelyek adaptor funkciójuk révén az ECM 

összeszervezésében vesznek részt. Multidomén szerkezetű extracelluláris fehérjék, amelyek 

önmagukkal és sok más ECM komponenssel kötődnek és az ECM-ben fonalas hálózatot alkotnak. A 

fehérje család négy tagból áll. A matrilin-1 (Matn1) csak porcban, a matrilin-3 porcban és csontban 

fejeződik ki, míg a család többi tagja sokkal szélesebb szövetspecifitást mutat. A matrilin génekben 

hiányos egerek életképesek laboratóriumi körülmények között [4]. A Matn1 upregulációját mutatták 

ki lazacban a gerinccsigolyák kóros fúziójakor [5]. A MATN1 kapcsolódik osteoarthritis-hez, 

idiopathic scoliosis-hoz, mandibular prognatism-hoz (progéniához) [6, 7]. Az egyértelműen matrilin-

1-hez kapcsolható betegség a polychondritis, ahol autoimmunogénként játszik szerepet [8, 9].  

A porcfehérje gének meghatározott sorrendben aktiválódnak a chondrogenesis során. A 

Col2a1 elsőként, már prechondrocytákban termelődik, míg az Acan, a minor kollagének génjei és a 

Crtl1 korai chondroblastokban kapcsol be. Ezzel szemben a matrilin-1 gén (Matn1) sajátossága, hogy 

a chondrogen csontosodás során a többi porcfehérje génnél később kapcsol be és kifejeződése a 

növekedési korongban csak az oszlopos proliferatív és prehipertróf zónákra korlátozódik. 



 4 

A chondrogenesis folyamatát és a porcfehérje gének működését három transzkripciós faktor, a 

Sox9, L-Sox5 és Sox6, az úgynevezett Sox trió, együttesen irányítja. A Sox9 a chondrogenesis 

master transzkripciós faktora, hiányában a mesenchymális sejtek nem kondenzálódnak és a 

chondrogenesis nem megy végbe [10]. A Sox9 kapcsolja be L-Sox5 és Sox6 géneket és együttesen 

felelősek a porcfehérje gének aktiválásáért. Érdekesség, hogy a Sox9 mellett Sox5 és Sox6 is 

nélkülözhetetlen a Matn1 expressziójához, ugyanis míg Sox5-/-; Sox6-/- egerekben a többi porcfehérje 

gén expressziója csökken, addig a Matn1 be sem kapcsol és Matn1 mRNS nem mutatható ki [11]. A 

Sox fehérjék HMG box doménjük révén specifikus szekvenciát ismernek fel a DNS kis árkában, 

ellentétben a DNS nagy árkában szekvencia-specifikusan kötődő klasszikus transzkripciós 

faktorokkal (pl. Nfi). A Sox trió tagjai közül a Sox9 transzaktivációs domént hordoz, míg az L-Sox5 

és Sox6 transzaktivációs doménnel nem, de homodimerizációs doménnel rendelkeznek. 

Hmgb1, a kromatin abundáns fehérjéje, szintén HMG box doménje révén, de nem szekvencia-

specifikusan kötődik a DNS-hez és ezáltal fellazítja a kromatin szerkezetet. Bár a Hmgb1 

sokoldalúan befolyásolja a sejtek működését, szerepét a porcdifferenciálódásban nem vizsgálták. 

Funkcióját a vázrendszer fejlődésében az endochondralis csontosodás késői szakaszában írták le, a 

hipertróf porcsejtek, mint kemoattraktánst termelik, ami elindítja az osteoclast és osteoblast sejtek 

invázióját [12]. 

Csoportunk előzetesen klónozta a csirke Matn1 gént, amely a genomban egy kópiában 

található meg, 18 kb hosszúságú, nyolc exonból és hét intronból épül fel és promóterén TATA-box 

található [13]. A Matn1 transzkripciós szabályozásában amniótákban konzervált DNS-elemek 

vesznek részt. A rövid promóter önmagában alacsony aktivitású mind transzgenikus egerekben, mind 

pedig tranziens expressziós kísérletekben. Magas aktivitásához szükség van távoli DNS-elemekre is. 

Ezek közé tartoznak a disztális (Dpe1 és Dpe2) és proximális DNS-elemek (Pe1) és az iniciátor elem 

(Ine), melyek porc-specifikus Sox faktorokat kötnek in vitro [14-16]. Így Sox9-et, a chondrogén 

differenciálódás fő transzkripciós faktorát, valamint L-Sox5 és Sox6 faktorokat, melyek szintén 

nélkülözhetetlenek a gén bekapcsolásához. A rövid promóteren található SI és SII silencer elemek 

Nfi fehérjékkel hatnak kölcsön [17], de előfordulnak más általános faktorok kötőhelyei is. A csoport 

korábbi transzgenikus kísérletei alapján a rövid promóter, együttműködve akár a homológ távoli 

DNS-elemekkel akár a minden porcsejtben aktív heterológ Col2a1 enhanszer elemekkel, a transzgén 

expressziót disztális vázelemekbe és a növekedési korong meghatározott zónáiba irányítja [16, 18]. 

Ezek a kísérletek arra utalnak, hogy a Matn1 térben és időben szűkített porcspecifikus 
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kifejeződésének szabályozásában domináns szerepe van a rövid promóternek és a konzervált DNS-

elemek különleges elrendeződésének a TATA motívum körül [16].  

 

3. Célkitűzések 

Más porcfehérje génektől eltérően a Matn1 kifejeződési mintázata különleges, mivel 

chondrocyta fejlődési állapot-specifikus és a növekedési korong meghatározott zónáira korlátozódik. 

A Matn1 transzkripciós szabályozása hasonló és különböző molekuláris folyamatokat feltételez, mint 

ami más porcfehérje génekre pl. Col2a1-re jellemző és ismert. Szeretnénk felderíteni a porcspecifikus 

génexpressziót irányító közös és eltérő szabályozási mechanizmusokat. Ezért célul tűztük ki a Matn1 

transzkripciós szabályozásában résztvevő DNS-elemek és transzkripciós faktorok azonosítását és 

szerepének vizsgálatát. 

 

Munkánk során a következő konkrét célokat tűztük ki magunk elé: 

1. Terveztük vizsgálni a Sox trió, Nfi és Hmgb1 fehérjék hozzájárulását a Matn1 transzkripciós 

aktivitásához. 

2. Terveztük igazolni, hogy a konzervált Dpe1 elem enhanszerként működik. 

3. Terveztük vizsgálni a Hmgb1 lehetséges szerepét a porcfejlődés korai szakaszában. 

4. Terveztük egy hipotetikus modell felállítását a Matn1 transzkripciós szabályozására. 

 

 

4. Anyagok és módszerek 

 

4.1 Sejtkultúrák 

Csirke embrió fibroblaszt (CEF), csirke embrió porcsejt (CEC) és mesenchyma kultúrák 

készítését előzőleg leírtuk [14, 15]. A COS-7 sejtvonalat standard körülmények között tartottuk, 

transzfekcióhoz 5x105 sejtet lemezeltünk 35 mm átmérőjű Petri csészére. Az in vitro porccá 

differenciálódó HDM sejtkultúra korai proliferatív (Ia stádiumú) porsejtekből áll, míg a CEC kultúrát 

késői proliferatív (Ib stádiumú) porcsejtek alkotják. Előbbire alacsony, utóbbira magas Matn1 

expresszió jellemező. Az LDM, CEF és COS-7 sejteket Matn1-et nem expresszáló kontrollként 

használtuk. 
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4.2. Kvantitatív reverz transzkripció-PCR (QRT-PCR) 

Össz-RNS-t preparáltunk CEC, CEF és differenciálódó HDM kultúrából RNS izoláló kit 

(Macherey-Nagel) segítségével. QRT-PCR-t génspecifikus primerekkel RotorGene 3000 készüléken 

a SybrGreen protokoll szerint végeztük: 15 min 95 ◦C, 45 ciklus 95 ◦C 15 s, 60 ◦C 25 s és 72 ◦C 25 s. 

Az egyedi Cτ értékeket három belső kontrol gén (Gapdh, 18S rRNS, és 28S rRNS) Cτ értékének 

átlagára normalizáltuk. 

 

4.3. Plazmid konstrukciók 

Minden pozíciót bázispárban (bp), a TATA motivum első T nukleotidjához képest adtunk 

meg. A korábban leírt FO15Luc és AC8Luc luciferáz riportereket a Matn1 rövid, illetve hosszú 

promótere irányítja [16]. A Pe1M1, Pe1M4, IneM1, IneM2 és IneM3 mutációkat tartalmazó hosszú 

promóteres konstrukciók (pl. ∆Pe1M1-AC8Luc, stb.) PCR-alapú mutagenezissel készültek 

(QuickChange, Stratagene), melynek templátja az AC8Luc plazmid volt [16]. A Pe1M1 a Pe1 elem 

páros Sox-kötőhelyében, a P1M4 páros Sox-kötőhely spacer nukleotidjaiban tartalmaz pontmutációt. 

Az ∆IneM1-AC8Luc az Ine elem 5’ végi, az ∆IneM3-AC8Luc az Ine elem 3’ végi Sox kötőhelyén 

hordoz pontmutációt, míg az IneM2 pontmutáció mindkét Sox-kötőhelyet elrontja. Az Pe1M1-

IneM2-AC8Luc kettős mutáns esetén mindkét elemből kiesik az összes Sox-kötő motívum [14-16]. 

A SI2dm mutáció az SI elem Nfi-kötőhelyét rontja el. A ∆Dpe1(ABC)-AC8Luc mutánsból hiányzik 

az egész Dpe1 elem (−1879/−1791), míg a ∆Dpe1(BC)-AC8Luc konstrukcióból az ABC régiók közül 

a B és C kötőhelyek hiányoznak (−1848/−1791). 8xECol2a1-FO15Luc mutáns változatainál a vadtípusú 

promótert kicseréltük annak megfelelő mutáns változatára. A 4×Dpe1(+)FO15Luc és a 

4×Dpe1(−)FO15Luc plazmidok a Dpe1 elemet 4 kópiában hordozzák azonos illetve fordított 

írányban a Matn1 rövid promóter által hajtott luciferáz riporter gén előtt [16] [19]. A PCLuc és 

4×Dpe1(+)PCLuc konstrukciókban a Matn1 rövid promóter helyett a Col2a1 rövid promóter 

(−309/+118) irányítja a luciferáz riporter gént. Minden konstrukciót és szekvenciát restrikciós 

térképezéssel és szekvenálással is ellenőriztünk. 

 
4.4. Kotranszfekciós kísérletek 

A kis sejtsűrűségű (LDM) és nagy sejtsűrűségű mesenchyma kultúrákhoz (HDM) 1x106 sejtet 

és 5x106 sejtet lemezeltünk 35 mm átmérőjű Petri csészére 10% fetal borjúsavót tartalmazó DMEM 
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tápfolyadékban [14-16] és következő napon transzfektáltuk a Ca-foszfát precipitációs módszerrel 

[16]. CEF és CEC kultúra esetén ez a sejtszám 7x105 volt. Az riporter plazmidból, illetve annak 

mutáns változataiból LDM, HDM és COS-7 sejtek esetén 5 µg-t használtunk, míg CEF és CEC 

kultúráknál a riporter plazmidok mennyisége 2 µg volt. Kotranszfekciós kísérleteinkben a következő 

expressziós plazmidokat használtuk: pcDNA5’UT-FLAG-L-Sox5 (pFSox5), pcDNA5’UT-FLAG-

Sox6 (pFSox6) és pCDMA-SOX9 (pSOX9) vagy pcDNA5’UT-FLAG-SOX9 (pFSOX9) [20] és 

pHmgb1 [21]. A legtöbb kísérletben 125 ng pFSox5, 125 ng pFSox6 és 250 ng pSOX9 vagy 250 ng 

pFSOX9 plazmidot adtunk 100 ng pHmgb1 jelenlétében, illetve anélkül. Bizonyos estekben 

emelkedő mennyiségű pHmgb1 (0-500 ng) vagy pFSox5 és pFSox6 (0-250 ng) plazmidokat 

használtunk. Minden mérést 3-10 alkalommal, hármasával végeztünk. Az eredmények statisztikai 

kiértékelése KyPlot version 2.0 beta 15. programmal, egy utas varianciaanalízissel (ANOVA) és 

Dunett féle teszttel történt. A szignifikancia mértékét az üres vektorral transzfektált riporterekre 

vonatkoztatva (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001) vagy  a jelölt módon  számoltuk (#p<0.05, ##p<0.01, 
###p<0.001). 

 

4.5. In vitro DNS-fehérje kölcsönhatási kísérletek (EMSA) 

A kétszálú oligonukleotidokkal a −1879/−1791 pozíciók közötti Dpe1 elemet három 

szakaszra tagoltuk: 5'-GAG TCC AGT GTT TTC GTT TTT GGA GGC CCG GGG AA-3’ (Dpe1A), 

5'-GGA AAA ATT ATG TTT CAT ATA TTA AAA ATA AAC A-3’ (Dpe1B), 5'-AAA TAA ACA 

CTA CTT TTA CAG AGG TAT AAA TGC-3’ (Dpe1C). A Pe1 elem szekvenciája 5'-TCT CCG 

AGC AAT GGA GCC ATT GTG GAG GGG-3’ és az Ine elem szekvenciája 5'-ACC TCA GGG 

CCA AGG CTC CCG TGT GCC ATT CTG CAT CCA ACC TCC-3’ [14, 16]. A Hmgb1 teljes 

kódoló régióját [21] pGEX expressziós vektorba klónoztuk. A GST-fúziós L-Sox5, SOX9 és Hmgb1 

fehérjéket BL21 codon+RIL sejtekben termeltettük meg, majd glutation-szefaróz oszlopon 

tísztítottuk. A kötési kísérletek során 30 fmol jelölt DNS próbát inkubáltunk 0,6-3,2 µg tisztított 

fehérjével 500 ng nem-specifikus poli-(dGdC) kompetítor jelenlétében Sox-specifikus pufferben (100 

mM TrisHCl pH 7,9, 20 mM MgCl2, 0,5 mM EDTA, 11 mM DTT, 0,25% Igepal, 8% ficoll, 250 

mg/ml BSA). 
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4.6 Immunfluoreszcencia 

Az immunfluorezscenciát 10 µm-es aceton-fixált metszeteken végeztük, a nem specifikus 

antitest kötődést 10%-os normál kecske szérummal blokkoltuk. A mintákat 4 ◦C-on egy éjszakán át 

inkubáltuk az elsődleges antitesttel, a következő kombinációkban: affinitás-tisztított nyúl Matn1 

antiszérum [22, 23] (1:200 hígítás) vagy SOX9 antitest ( Abcam, ab3697, 1:50) és egér monoklonális 

anti-HMGB1 antitest (MBL, M137-3, 1:200). A megfelelő másodlagos ellenanyagot 

szobahőmérsékleten és sötétben 1 órán át adtuk. Alexa 488-jelölt anti-nyúl IgG antiszérumot 

(Molecular Probes, 1:400) és Cy3-konjugált anti-egér IgG antitestet (Jackson Immunoresearch, 

1:400) használtunk másodlagos antitestként. A mintákat Eclipse E600 mikroszkóppal vizsgáltuk és 

Nikon D5000 digitális fényképezőgéppel fényképeztük le.. A fotózás után a fedőlemezt eltávolítva a 

metszeteket hematoxylinnal és eosinnal festettük meg. 

 

4.7. Western analízissel és QRT-PCR-rel kombinált kotranszfekció 

A Nfib, Hmgb1 és Sox fehérjék egyidejű kimutatására előállítottuk a pFNfib és pFHmgb1 

FLAG-jelölt expressziós plazmidokat úgy , hogy az Nfib és Hmgb1 kódoló régióját beépítettük a 

pcDNA5’-UT-FLAG vektorba. COS-7 sejteket kotranszfektáltunk 10 µg AC8Luc riporterrel, első 

esteben állandó mennyiségű (1 µg) pFSOX9 és emelkedő mennyiségű pFSox6, pFSox5; második 

esetben állandó mennyiségű (1 µg) pFSOX9 és emelkedő mennyiségű pFNfib; harmadik esetben 

állandó mennyiségű (1 µg) pFSOX9, pFSox6, pFSox5 és emelkedő mennyiségű pFHmgb1 effektor 

plazmidokkal. A transzfektált sejeteket lizáltuk, a felülúszóból a luciferáz mérés után Western 

analízist végeztünk poliklónális nyúl anti-FLAG (Sigma) ellenanyaggal. 

Az endogén Matn1 indukálhatóságának tesztelésére COS-7 sejteket kotranszfektáltunk 2µl 

TurboFect (ThermoScientific, R0531) reagens felhasználásával a következő plazmid 

mennyiségekkel: 50 ng pFSOX9, 75 ng pFSox5, 75 ng pFSox6 és 800 ng pFHmgb1 jelenlétében, 

illetve anélkül. A transzfekciót duplikátumban végeztük három független kísérletben. A mintákból 

RNS-t izoláltunk, majd cDNS-sé írtuk át és a Matn1 mRNS szintet QRT-PCR határoztuk meg. A Cτ 

értékeket Gapdh mRNS szintre normalizáltuk.  

 

4.8. Hmgb1 csendesítés 

A csendesítési kísérletet két human (C-28/I2, SW1353) [24, 25] és egy patkány (RCS) [26] 

állandósult chondrogen sejtvonalon végeztük, az alábbi siRNS-ek (Bioneer Corporation, Daejeon, 
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Korea) felhasználásával: humán HMGB1 5’-caggaggaauacugaacau-3’; patkány Hmgb1 5’-

cugucaacuucucagaguu-3’; humán GAPDH 5’-gugugaaccaugagaagua-3’ és negatív kontroll siRNS 5’-

ccuacgccaccaauuucgu-3’. 1,2-2,0 x 105 sejtet lemezeltünk ki 6-lyukú lemezekre, majd 24 órával a 

kilemezelés után transzfektáltuk 100-400 pmol siRNS duplexszel X-tremeGENE siRNS transzfekciós 

reagens (Roche Applied Science) felhasználásával. Az RCS sejteket 30 órával, a C-28/I2 és SW1353 

sejteket 42 órával a transzfekció után gyűjtöttük be. RNS-t tisztítottunk és QRT-PCR analízissel 

követtük a marker génexpressziót, amit az Rps18 mRNS szintjéhez viszonyítva ábrázoltunk. 

 

 

5. Eredmények 

 

In vitro DNS-fehérje kölcsönhatási, tranziens expressziós és in vivo technikákkal vizsgáltuk a 

Sox trió, az Nfi faktorok és a Hmgb1 szerepét a Matn1 transzkripciós szabályozásában, valamint 

ezeknek a faktoroknak a kölcsönhatását. Ezek az eredmények, megerősítve és továbbfejlesztve a 

csoport korábbi kutatásait, rávilágítottak a rövid promóter elemeknek és a távoli Dpe1 enhanszer 

elemnek a fontosságára a gén különleges, térben és időben szűkített porcspecifikus kifejeződésének 

irányításában. Igazolták, hogy a gén amniotákban konzervált DNS-elemeinek és az azokhoz kötődő 

L-Sox5/Sox6 és Sox9 faktorok dózisfüggő kölcsönhatásának döntő jelentősége van a Matn1 promóter 

aktivitásának meghatározásában, amit az Nfi faktorok és Hmgb1 szintén dózisfüggő módon 

befolyásolnak. A fejlődési állapot specificitást az L-Sox5/Sox6 és Nfi faktorok a Sox9 aktivitásának 

modulálása révén határozzák meg. Ugyanakkor a Hmgb1 a porcdifferciálódás kezdetén aktiváló, 

később pedig gátló szerepet játszik, alacsony dózisban elősegítve, magas dózisban pedig gátolva a 

Sox faktorok kötődését a konzervált DNS-elemekhez. 

 

A dolgozat legfontosabb új eredményei  

 

1. A porcdifferenciálódás különböző stádiumait modellező kultúrákban QRT-PCR analízissel 

követtük a marker gének expresszióját. Kimutattuk, hogy a Sox gének expressziója nő a 

chondrogenesis során, a Hmgb1 géné csökken, míg az Nfi géneké átmeneti emelkedést mutat 

az in vitro chondrogenesis kezdeti szakaszában. 
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A Sox trióra vonatkozó eredmények: 

2. Munkánk során összehasonlítottuk Sox transzkripciós faktorok kötődését a Matn1 konzervált 

DNS-elemeihez. Tisztított fehérjékkel végzett EMSA kísérletekben igazoltuk, hogy a Pe1, Ine 

és Dpe1 elemek különböző affinitással kötnek SOX9 és L-Sox5 faktorokat in vitro. SOX9 

legerősebben a Pe1 elemhez és a Dpe1 3’ végi Sox motívumához kötődik, míg Sox5 

leghatékonyabban a Dpe1 5’ végi motívumait ismeri fel.  

3. A transzkripciós faktorok szerepét expressziós klónok felhasználásával kotranszfekciós 

kísérletekben is igazoltuk, olyan plazmidok segítségével, melyekben a luciferáz gén 

működését a Matn1 promótere illetve annak mutáns változatai irányították. Eredményeim 

igazolják, hogy a kulcsfontosságú Pe1 elemhez kötődő SOX9 transzaktiváló hatását az Ine 

elemhez kötődő L-Sox5/Sox6 faktorok, más porcfehérje génektől eltérően, dózisfüggő módon 

befolyásolják. Alacsony dózisnál (korai fejlődési stádiumban) növelik, míg magas dózisnál 

(késői fejlődési stádiumban) csökkentik azt.  

4. Korábbi tranziens expressziós és transzgén egér kísérleteink eredményét megerősítve 

igazoltuk, hogy a Dpe1 iránytól függetlenül porcspecifikus enhancerként működik, ami képes 

homológ és heterológ promóteren Sox-mediálta aktiválásra. 

 

Az Nfi faktorokra vonatkozó eredmények: 

5. Tranziens expressziós kísérletekben igazoltuk, hogy az Nfi faktorok kötődése a rövid Matn1 

promóteren található SI elemhez nélkülözhetetlen a Matn1 promóter chondroblast fejlődési 

stádiumfüggő működéséhez. 

6. Kotranszfekciós kísérletekben igazoltuk, hogy Nfi faktorok is dózisfüggő módon 

befolyásolják a SOX9 transzaktiváló hatását. Így L-Sox5/Sox6 mellett az Nfi faktorok is 

fontos szerepet játszanak a Matn1 promóter fejlődési stádiumfüggő kifejeződésében a 

porcdifferenciálódás során. 

 

A Hmgb1-re vonatkozó eredmények: 

7. E12.5 és E14.5 napos egér embriókból származó metszeteken immunfluereszcenciával 

vizsgáltuk a Hmgb1, Sox9 és Matn1 szöveti eloszlását. QRT-PCR eredményekkel 

összhangban a Hmgb1 és Sox9 kifejeződési mintázata a Matn1 expesszióval a 
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porcdifferenciálódás korai szakaszában némi átfedést, majd pedig komplementaritást 

mutatott. 

8. Tisztított Hmgb1 fehérjével végzett EMSA kísérletekben bizonyítottuk, hogy Hmgb1 kötődik 

a Matn1 konzervált DNS-elemeihez, leghatékonyabban a Dpe1 5’ végi motívumait ismeri fel 

és jelenléte befolyásolja L-Sox5 és SOX9 fehérjék kötődését ezekhez a konzervált elemekhez. 

9. Kotranszfekciós kísérletekben kimutattuk, hogy Hmgb1 ugyancsak dózisfüggő módon 

befolyásolja a Sox trió szinergista aktiváló hatását. Alacsony dózisnál, valószínűleg a 

kromatin szerkezetet fellazítva, a Hmgb1 elősegíti a Sox trió kötődését és a promóter 

aktiválását. Magas dózisnál azonban interferálhat a Sox faktorok kötődésével. Érdekes, hogy 

a Hmgb1 jelenléte kompenzálni tudja a Pe1 és Ine elem bizonyos mutációit.  

10. További kísérletként a Matn1-et nem termelő COS-7 sejteket optimális mennyiségű SOX9-, 

L-Sox5-, Sox6- és Hmgb1-expresszáló plazmidokkal transzfektáltuk, melynek hatására ki 

tudtuk mutatni a Matn1 indukcióját és a Matn1 mRNS expresszióját. 

11. Chondrogén sejtvonalakon végzett csendesítési kísérleteinkben igazoltuk, hogy a Hmgb1 

nagy dózisban gátolja a porcspecifikus génexpressziót. Humán (C-28/I2, SW1353) és patkány 

(RCS) sejtvonalakban siRNS-sel csökkentve a magas HMGB1/Hmgb1 mRNS szintet, a 

MATN1/Matn1 és a COL2A1/Col2a1 génexpressziója nagymértékben nőtt. 

 

Model a Matn1 transzkripciós szabályozására: 

12. Legvégül egy modellt alkottunk a Matn1 különleges transzkripciós szabályozási 

mechanizmusaira. Modellünk szerint a Matn1 chondroblast fejlődési állapotspecifikus 

aktivációja Sox és Nfi fehérjék dózisfüggő kölcsönhatása révén valósul meg. Hmgb1 alacsony 

dózisa a porcdifferinciálódás kezdetén elősegíti a Sox faktorok kötődését és a gén 

bekapcsolását. Hipertróf porcsejtekben vagy rákos sejtvonalakban akadályozza a Hmgb1 

magas dózisa Sox faktorok kötődését és így a Matn1 aktiválását is gátolhatja. 

 

 

6. Diszkusszió 

 

Ezen dolgozat eredményei összhangban állnak a Matn1 transzkripciós szabályozását leíró 

korábbi közleményekkel [14-16], megerősítve és továbbfejlesztve azokat a Sox trió dózisfüggő 



 12

szinergista kölcsönhatásának és az Nfi fehérjék és SOX9 promóterre gyakorolt szintén dózisfüggő 

aktiváló hatásának igazolásával, továbbá a Hmgb1 korai porcdifferenciálódásban betöltött szerepének 

kimutatásával. Az utóbbi eredményeink ugyancsak összhangban állnak a Hmgb1 ismert széleskörű 

hatásával és kiszélesítik azt. 

A porcdifferenciálódás különböző stádiumait modellező csirke primer kultúrákban QRT-PCR 

analízissel követtük a marker gének expresszióját. Kimutattuk, hogy a Sox gének expressziója nő a 

chondrogenesis során, a Nfi gének kifejeződési szintje HDM kultúrában átmeneti emelkedést mutat, 

aminek csúcsa egybeesik a Matn1 bekapcsolódásával. Ezzel szemben a Hmgb1 expresszió csökken, 

hasonlóan a chondrogenesis kezdeti szakaszában szerepet játszó Hmgn1-hez [27]. Ezek az 

eredmények valószínűsítették, a dolgozatban tárgyalt DNS-fehérje kölcsönhatási, tranziens 

expressziós és in vivo kísérletek pedig bizonyították, hogy Sox és Nfi faktoroknak a 

chondrogenesisben és a Matn1 transzkripciós szabályozásában van szerepe, míg a Hmgb1 a 

chondrogenesis korai szakaszában játszik szerepet. 

A csoport ugyanis in vivo footprint technikával páros Sox motívumokat azonosított az Ine és 

Pe1 elemeken, melyek CEC specifikus faktorokat kötöttek [14] Transzgenikus egerekben az IneM1 

promóter mutáció drámai hatásából, valamint a rövid promóter és Col2a1 enhanszer 

kölcsönhatásának vizsgálatából arra következtettünk, hogy döntően a rövid promóter felelős a Matn1 

időben és térben szűkített promóter aktivitásáért [16]. A dolgozatban tárgyalt mutációs és 

funkcionális analízis adatok megerősítik a SOX9 kötődését a Pe1 és Ine elemekhez, és ezen 

túlmenően bizonyítják a nagyon konzervált Pe1 elem kulcsfontosságú szerepét a SOX9 transzaktiváló 

hatásának és a Dpe1 elem SOX9-mediálta enhanszer hatásának közvetítésében. Ezek az adatok a 

korábbi kísérleteinkkel [15, 16] összhangban egy olyan transzkripciós szabályozási mechanizmusra 

utalnak, ami eltér más porcfehérje génektől. A Sox trió szinergista kölcsönhatása jól ismert más 

porcfehérje gének (Col2a1, Acan) esetében [20, 28], de azoktól eltérően a Matn1 promóteren SOX9 

transzaktiváló hatását az L-Sox5/Sox6 faktorok dózisfüggő módon befolyásolják. 

A Dpe1 több kópiában nagy mértékben növelte a Matn1 rövid promóter zónális és fejlődési 

állapot-specifikus aktivitását transzgenikus egerekben, valamint a késői stádiumot képviselő CEC 

kultúrában [16]. Ezen adatokat megerősítve bizonyítottuk, hogy a Dpe1 elem valóban porcspecifikus 

enhanszerként működik, ugyanis a Dpe1 elem négy kópiája irányultságtól függetlenül növelte mind a 

homológ, mind pedig a heterológ Col2a1 rövid promóter aktivitását. Bizonyítottuk a Sox faktorok 

szerepét a Dpe1 enhanszer elem működésében COS-7 sejten végzett kotranszfekciós kísérletekben a 
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Dpe1 elemet négy kópiában tartalmazó konstrukciókon azáltal, hogy kimutattuk, hogy a SOX9 

transzaktiváló hatását L-Sox5/Sox6 dózisfüggő módon befolyásolta hasonlóan, mint a hosszú 

promóteren. 

Megerősítve QRT-PCR analízis eredményeit, tranziens expressziós és kotranszfekciós 

kísérletekben igazoltuk az Nfi faktorok szerepét a gén szabályozásában. Kotranszfekciós kísérleteink 

bizonyították, hogy L-Sox5/Sox6 faktorok mellet Nfi faktorok is dózisfüggő módon befolyásolják a 

SOX9 transzaktiváló hatását. Így Sox faktorok mellett az Nfi faktorok is fontos szerepet játszanak a 

Matn1 promóter aktiválásában és fejlődési stádiumfüggő kifejeződésének szabályozásában a 

chondrogenesis során. Az Nfib szerepét más adatok is igazolják a porcdifferenciálódás kezdetén és a 

Col2a1 működésében [29]. 

A csirke primer kultúrákban végzett QRT-PCR analízis eredményeit megerősítik a fejlődő 

egér végtagon végzett immunfluoreszcenciás vizsgálataink, melyek szerint a Hmgb1 expressziója 

ebben a kísérletben is ellentétes a Sox9-és Matn1 expressziójával. A Hmgb1 és Sox9 koexpressziója 

a Matn1-t még nem termelő prechondrocyta sejtekben pedig a gén szabályozásában betöltött 

szerepére utal. Tisztított Hmgb1 fehérjével végzett in vitro kötési kísérletekben bizonyítottuk, hogy 

Hmgb1 kötődik a Matn1 konzervált DNS-elemeihez, leghatékonyabban a Dpe1 5’ végi motívumait 

ismeri fel és jelenléte befolyásolja L-Sox5 és SOX9 fehérjék kötődését ezekhez az elemekhez. 

Igazoltuk, hogy a Pe1, Ine és Dpe1 elemek különböző affinitással kötnek SOX9, L-Sox5 és Hmgb1 

faktorokat in vitro. SOX9 legerősebben a Pe1 elemhez és a Dpe1 3’ végi Sox motívumához kötődik, 

míg Sox5 és Hmgb1 leghatékonyabban a Dpe1 5’ végi motívumait ismeri fel. A Hmgb1 és Sox 

faktorok kötődését in vitro módszerek mellett alátámasztják a debreceni partnerünk által végzett ChIP 

kísérletek eredményei is. Kotranszfekciós kísérletekben kimutattuk, hogy Hmgb1 ugyancsak 

dózisfüggő módon befolyásolja a Sox trió szinergista aktiváló hatását. Mivel ismert, hogy a Hmgb1 

képes a hiszton H1 leszorításával fluidizálni a kromatin szerkezetet [30], ezért feltételezzük, hogy a 

Hmgb1 alacsony dózisnál a kromatin szerkezetet fellazítva segíti elő a Sox trió kötődését a DNS-

elemekhez és ezáltal elősegíti a promóter aktiválását. Magas dózisnál azonban interferálhat a Sox 

faktorok kötődésével. További kísérletként a Matn1-et nem termelő COS-7 sejteket optimális 

mennyiségű SOX9, L-Sox5, Sox6 és Hmgb1 expresszáló plazmidokkal transzfektáltuk, melynek 

hatására ki tudtuk mutatni a endogén Matn1 indukcióját és a Matn1 mRNS expresszióját. 

Chondrogén sejtvonalakon végzett csendesítési kísérleteinkben igazoltuk, hogy Hmgb1 nagy 

dózisban gátolja a porcspecifikus génexpressziót. Humán (C-28/I2, SW1353) és patkány (RCS) 
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sejtvonalakban siRNS-sel csökkentve a magas HMGB1/Hmgb1 mRNS szintet, a Matn1 és a Col2a1 

génexpressziója nagy mértékben nőtt. A Hmgb1 magas expressziója más tumoros sejtekben is ismert 

[31]. 

Ezen dolgozat eredményeit és a csoport előzetes eredményeit felhasználva modellt alkottunk a 

Matn1 különleges transzkripciós szabályozási mechanizmusaira [14-16]. Hipotézisünk szerint a Sox 

és Nfi fehérjék kötődése elősegíti a gén bekapcsolását. Mivel az Nfi fehérjék képesek a hisztonokhoz 

kapcsolódni [32], valószínű, hogy a nukleoszóma struktúra fellazításában is szerepet játszanak. A 

porcfejlődés kezdeti szakaszában még a kötőhelyek lefedettsége alacsony és Sox9 viszonylag nagy 

moláris feleslegben van L-Sox5/Sox6-hoz képest. L-Sox5/Sox6 kötődése az Ine elemhez elősegíti 

Sox9 kötődését a kulcsfontosságú Pe1 elemhez. Sox faktorok kötődése a TATA környékére 

meghajlítja a DNS-t, elősegítheti TBP és RNS-polimeráz II kötődését. A DNS meghajlítása 

elősegítheti más, nem azonosított faktorok kötödését Pe1-hez és Ine-hez. Az SI elemhez kötő Nfi 

fehérjék szintén modulálják a Sox9 aktiváló hatását és hozzájárulnak a promóter aktiválásához 

azáltal, hogy közvetlen kölcsönhatásba lépnek általános transzkripciós faktorokkal, különböző 

koaktivátorokkal és represszorokkal. Az Nfi jelenléte elősegítheti a transzkripciós preiniciációs 

komplex és az enhanszoszóma képződését. A promóter aktivitása a késői poliferatív stádiumú 

chondroblastokban a legmagasabb, amikor a Sox9 és más faktorok kötődése optimális a Pe1 és a 

Dpe1 elemhez. Későbbi stádiumokban (pl. hipertróf prorcsejtekben) vagy amikor Sox trió szintje 

magas, L-Sox5/Sox6 vetélkedik a Sox9-cel a Pe1 Sox kötőhelyéért, ezáltal gátolhatja a Sox9 

kötődését, így csökken a Sox9 transzaktiváló hatása. A Sox helyek nagy telítettsége az Ine elemen 

interferálhat a preiniciációs komplex képződésével a TATA motívumon. Az Nfi felhalmozódása 

szintén csökkentheti a promóter aktivitását, kompetíció léphet fel különböző aktivátor és represszor 

Nfi izoformák között és ez blokkolhatja TBP kötődését a TATA-hoz. 

A Hmgb1-re vonatkozó eredmények alapján a Matn1 különleges transzkripciós 

szabályozására javasolt modellünket kiegészítettük a Hmgb1 szerepével. Hmgb1 kötődik a Dpe1, Pe1 

és Ine elemhez fibroblasztokban és elkötelezett mesenchyma sejtekben. A kromatin struktúra 

felnyitását valószínűleg a konzervált DNS-elemekhez kötődő és a hiszton H1-et leszorító Hmgb1 

végzi, valójában még a Sox faktorok bekötődése előtt és ezáltal elősegítheti a porc-specifikus Sox 

faktorok kötődését a TATA közelében a chondrogenesis korai szakaszában. A gén transzkripciós 

aktivítása megnő, amikor a Hmgb1 kötődését a Sox9 kötődése váltja fel és a L-Sox5/Sox6 dózis-

függő módon növeli a Sox9 transzaktiváló hatását a késői proliferatív porcsejtekben. A magas 
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Hmgb1 expressziójú hipertróf porcsejtekben vagy Hmgb1 fehérjét nagy mennyiségben termelő rákos 

sejtekben a Hmgb1 nagy dózisa és kötődése feltételezhetően megakadályozhatja a Sox fehérjék 

kötődését. 

A Matn1 zónális kifejeződését irányító transzkripciós szabályozás felderítése elősegítheti a 

szöveti differenciáció jobb megértését és a növekedési korong fontos zónáira specifikus vektorok 

előállítását, ami hasznos lehet ízületi betegségek terápiás eljárásainak kidolgozásakor. Hmgb1 

expresszió emelkedett szintjét mutatták ki arthritisben és fiatalkori idiopatikus arthritisben szenvedő 

betegekben [33-35], ami adataink szerint a porcfehérje gének aktivitásának csökkenéséhez vezethet. 
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