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2. Bevezetés

A chondrogenesis bonyolult, tobb 1épéses folyamat, amely a porcdifferencialodés iranyaba
elkotelezett mesenchymalis prekurzor sejtek kondenzacidjaval és prechondrocytava differencialoda-
saval kezdddik. A prechondrocytdk azutdn tovabb differencidlodnak korai chondroblastokka,
amelyek osztodnak, oszlopokba rendezédnek és megtermelik a porcra jellemzo sejtkdzotti allomanyt.
Majd a porcsejtek hipertrof porcsejtekké differencidlodnak ¢€s asvanyi anyagban gazdag
extracellularis matrixot (ECM) termelve templatként szolgalnak a leend6 csontok szamara. A porcra
jellemzé ECM proteoglikanokbol, kollagénekbdl és nem-kollagénszerli multiadhézids fehérjékbol
éptl fel. A foalkotod kollagének és proteoglikan-hialuronsav aggregatumok hatarozzdk meg az ECM
fizikai tulajdonsagait, a tobbi komponens a felelés a novekedési zondk és a porcszovet
sokszinliségéért. A porc &6 ECM komponenseit kodoldé géneknek a mutacidja vagy hianya stlyos és
letalis betegséget okoz. Ilyenek a kollagén-2 gén (Col2al), aggrekan gén (Acan) és link protein gén
(Crtll) [1-3]. Ezzel szemben mas porcfehérjék mutacidja vagy hianya, amelyek az ECM
Osszerendezésében vagy lebontasaban vesznek részt, nem okoznak dramai valtozasokat
allatmodellekben.

A matrilinok nem-kollagénszeri fehérjék, amelyek adaptor funkcidjuk révén az ECM
Osszeszervezésében vesznek részt. Multidomén szerkezetli extracellularis fehérjék, amelyek
onmagukkal és sok mas ECM komponenssel kotédnek €s az ECM-ben fonalas halozatot alkotnak. A
fehérje csalad négy tagbol all. A matrilin-1 (Matnl) csak porcban, a matrilin-3 porcban és csontban
fejezodik ki, mig a csalad tobbi tagja sokkal szélesebb szovetspecifitast mutat. A matrilin génekben
ki lazacban a gerinccsigolydk koros fuzidjakor [S5]. A MATNI kapcsolddik osteoarthritis-hez,
idiopathic scoliosis-hoz, mandibular prognatism-hoz (progénidhoz) [6, 7]. Az egyértelmiien matrilin-
1-hez kapcsolhato betegség a polychondritis, ahol autoimmunogénként jatszik szerepet [8, 9].

A porcfehérje gének meghatdrozott sorrendben aktivalédnak a chondrogenesis soran. A
Col2al elséként, mar prechondrocytakban termelddik, mig az Acan, a minor kollagének génjei és a
Crtll korai chondroblastokban kapcsol be. Ezzel szemben a matrilin-1 gén (Matn 1) sajatossaga, hogy
a chondrogen csontosodas soran a tobbi porcfehérje génnél késébb kapcsol be és kifejezodése a

novekedési korongban csak az oszlopos proliferativ és prehipertrof zonakra korlatozodik.



A chondrogenesis folyamatat és a porcfehérje gének mitkodését harom transzkripcios faktor, a
Sox9, L-Sox5 és Sox6, az ugynevezett Sox trid, egyiittesen irdnyitja. A Sox9 a chondrogenesis
master transzkripcios faktora, hidnydban a mesenchymalis sejtek nem kondenzalodnak ¢és a
chondrogenesis nem megy végbe [10]. A Sox9 kapcsolja be L-Sox5 és Sox6 géneket és egyiittesen
feleldsek a porcfehérje gének aktivalasaért. Erdekesség, hogy a Sox9 mellett Sox5 és Sox6 is
nélkiilozhetetlen a Matnl expresszidjahoz, ugyanis mig Sox5”"; Sox6” egerekben a t6bbi porcfehérje
gén expresszidja csokken, addig a Matnl be sem kapcsol és Matml mRNS nem mutathato ki [11]. A
Sox fehérjék HMG box doménjiik révén specifikus szekvenciat ismerek fel a DNS kis arkaban,
ellentétben a DNS nagy arkdban szekvencia-specifikusan kot6dé klasszikus transzkripciods
faktorokkal (pl. Nfi). A Sox tri6 tagjai koziil a Sox9 transzaktivaciés domént hordoz, mig az L-Sox5
és Sox6 transzaktivacios doménnel nem, de homodimerizacidés doménnel rendelkeznek.

Hmgbl, a kromatin abundans fehérjéje, szintén HMG box doménje révén, de nem szekvencia-
specifikusan kotédik a DNS-hez és ezaltal fellazitja a kromatin szerkezetet. Bar a Hmgbl
sokoldaluan befolyasolja a sejtek miikodését, szerepét a porcdifferencialédasban nem vizsgaltak.
Funkcidjat a vazrendszer fejlddésében az endochondralis csontosodas késdi szakaszaban irtak le, a
hipertrof porcsejtek, mint kemoattraktanst termelik, ami elinditja az osteoclast és osteoblast sejtek

Csoportunk eldzetesen klonozta a csirke Matnl gént, amely a genomban egy kopidban
talalhato meg, 18 kb hosszusagu, nyolc exonbdl €s hét intronbdl épiil fel és promoterén TATA-box
talalhatd [13]. A Matnl transzkripcidés szabalyozdsaban amnidtakban konzervalt DNS-elemek
vesznek részt. A rovid promdter onmagaban alacsony aktivitasu mind transzgenikus egerekben, mind
pedig tranziens expresszios kisérletekben. Magas aktivitasahoz sziikség van tavoli DNS-elemekre is.
Ezek koz¢ tartoznak a disztalis (Dpel €s Dpe2) és proximalis DNS-elemek (Pel) és az iniciator elem
(Ine), melyek porc-specifikus Sox faktorokat kétnek in vitro [14-16]. Igy Sox9-et, a chondrogén
differencialodas o transzkripcids faktorat, valamint L-Sox5 és Sox6 faktorokat, melyek szintén
nélkiilozhetetlenek a gén bekapcsolasahoz. A rovid promoteren talalhatd SI €s SII silencer elemek
Nfi fehérjékkel hatnak kdlcson [17], de eléfordulnak mas altalanos faktorok kotohelyei is. A csoport
korabbi transzgenikus kisérletei alapjan a rovid promoter, egyiittmikodve akar a homolog tavoli
DNS-elemekkel akar a minden porcsejtben aktiv heterolog Col2al enhanszer elemekkel, a transzgén
expressziot disztalis vazelemekbe és a novekedési korong meghatarozott zonaiba iranyitja [16, 18].

Ezek a kisérletek arra utalnak, hogy a Matnl térben ¢és iddben szikitett porcspecifikus



kifejez6désének szabalyozasdban domindns szerepe van a rovid promoternek és a konzervalt DNS-

elemek kiilonleges elrendezodésének a TAT A motivum kortil [16].

3. Célkitiizések
Mas porcfehérje génektdl eltéréen a Maml kifejezodési mintazata kiilonleges, mivel
chondrocyta fejlodési allapot-specifikus és a novekedési korong meghatarozott zonaira korlatozodik.
A Matnl transzkripcios szabalyozasa hasonlo és kiilonbozé molekularis folyamatokat feltételez, mint
ami mas porcfehérje génekre pl. Col2al-re jellemzo és ismert. Szeretnénk felderiteni a porcspecifikus
génexpressziot iranyitd kozos €s eltérd szabalyozasi mechanizmusokat. Ezért célul tiztik ki a Matnl
transzkripcios szabalyozasaban résztvevd DNS-elemek ¢és transzkripcids faktorok azonositdsat és

szerepének vizsgalatat.

Munkank soran a kdvetkezo konkrét célokat tiiztiik ki magunk elé:

1. Terveztik vizsgalni a Sox trid, Nfi és Hmgbl fehérjék hozzajarulasat a Maml transzkripcios
aktivitasahoz.

2. Terveztiik igazolni, hogy a konzervalt Dpel elem enhanszerként miikddik.

3. Terveztiik vizsgalni a Hmgb1 lehetséges szerepét a porcfejlodés korai szakaszaban.

4. Terveztiik egy hipotetikus modell felallitasat a Matnl transzkripcids szabalyozésara.

4. Anyagok és modszerek

4.1 Sejtkulturak

Csirke embrié fibroblaszt (CEF), csirke embrid porcsejt (CEC) és mesenchyma kultirak
készitését elozdleg leirtuk [14, 15]. A COS-7 sejtvonalat standard koriilmények kozott tartottuk,
transzfekcidhoz 5x10° sejtet lemezeltink 35 mm atmérdjii Petri csészére. Az in vitro porcca
differencialodé6 HDM sejtkultura korai proliferativ (Ia stadiumu) porsejtekbdl all, mig a CEC kultarat
késoi proliferativ (Ib stadiumua) porcsejtek alkotjak. Elobbire alacsony, utobbira magas Matnl
expresszio jellemez. Az LDM, CEF és COS-7 sejteket Matnl-et nem expresszald kontrollként

hasznaltuk.



4.2. Kvantitativ reverz transzkripcio-PCR (QRT-PCR)

Ossz-RNS-t preparaltunk CEC, CEF és differencialodd HDM kultarabol RNS izolald kit
(Macherey-Nagel) segitségével. QRT-PCR-t génspecifikus primerekkel RotorGene 3000 késziiléken
a SybrGreen protokoll szerint végeztiik: 15 min 95 "C, 45 ciklus 95 'C 155,60 'C 25 s és 72 'C 25 s.
Az egyedi C; értékeket harom belsé kontrol gén (Gapdh, 18S rRNS, és 28S rRNS) C; értékének

atlagara normalizaltuk.

4.3. Plazmid konstrukciok

Minden pozicidt bazisparban (bp), a TATA motivum elséd T nukleotidjdhoz képest adtunk
meg. A korabban leirt FOI5Luc és ACSLuc luciferdz riportereket a Matnl rovid, illetve hossza
promotere irdnyitja [16]. A Pe1M1, PelM4, IneM1, IneM2 és IneM3 mutécidkat tartalmazo hosszi
promoteres  konstrukciok (pl. APelM1-AC8Luc, stb.) PCR-alapi mutagenezissel késziiltek
(QuickChange, Stratagene), melynek templatja az AC8Luc plazmid volt [16]. A Pe1M1 a Pel elem
paros Sox-kotohelyében, a P1M4 paros Sox-kotohely spacer nukleotidjaiban tartalmaz pontmutaciot.
Az AIneM1-AC8Luc az Ine elem 5° végi, az AlIneM3-4AC8Luc az Ine elem 3’ végi Sox kotéhelyén
hordoz pontmutaciét, mig az IneM2 pontmutacid mindkét Sox-kotdhelyet elrontja. Az APelMI-
AlneM2-AC8Luc kettés mutans esetén mindkét elembdl kiesik az 6sszes Sox-koté motivum [14-16].
A ASI2dm mutécio6 az SI elem Nfi-kotohelyét rontja el. A ADpel(ABC)-4C8Luc mutansbol hianyzik
az egész Dpel elem (—1879/~1791), mig a ADpel(BC)-4AC8Luc konstrukciobol az ABC régiok koziil
a B és C kotohelyek hianyoznak (—1848/—1791). 8xEcoi24:-FO15 Luc mutans valtozatainal a vadtipust
promotert kicseréltilk annak megfeleld mutans valtozataira. A 4 xDpel(+)FOIl5Luc ¢és a
4 xDpel(—)FOI5Luc plazmidok a Dpel elemet 4 kopidban hordozzdk azonos illetve forditott
iranyban a Matnl rovid promoter altal hajtott luciferaz riporter gén elétt [16] [19]. A PCLuc és
4 xDpel (+)PCLuc konstrukcidkban a Matnl rovid promoter helyett a Col2al rdvid promoter
(—309/+118) iranyitja a luciferdz riporter gént. Minden konstrukcidt és szekvenciat restrikcios

térképezéssel és szekvenalassal is ellendriztiink.

44. Kotranszfekcios kisérletek
A kis sejtsiirtiségti (LDM) és nagy sejtsiiriiségii mesenchyma kultirakhoz (HDM) 1x10° sejtet

és 5x10° sejtet lemezeltiink 35 mm 4tmér6jii Petri csészére 10% fetal borjusavot tartalmazé DMEM



tapfolyadékban [14-16] és kovetkezO napon transzfektaltuk a Ca-foszfat precipitacios modszerrel
[16]. CEF és CEC kultira esetén ez a sejtszam 7x10° volt. Az riporter plazmidbol, illetve annak
mutans valtozataib6l LDM, HDM ¢és COS-7 sejtek esetén 5 pg-t hasznaltunk, mig CEF és CEC
kultiraknal a riporter plazmidok mennyisége 2 pg volt. Kotranszfekcios kisérleteinkben a kovetkezd
expresszids plazmidokat hasznaltuk: pcDNAS’UT-FLAG-L-Sox5 (pFSox5), pcDNAS’UT-FLAG-
Sox6 (pFSox6) és pCDMA-SOX9 (pSOX9) vagy pcDNAS’UT-FLAG-SOX9 (pFSOX9) [20] és
pHmgbl [21]. A legtobb kisérletben 125 ng pFSox5, 125 ng pFSox6 és 250 ng pSOX9 vagy 250 ng
pFSOX9 plazmidot adtunk 100 ng pHmgbl jelenlétében, illetve anélkiil. Bizonyos estekben
emelkedd0 mennyiségli pHmgbl (0-500 ng) vagy pFSox5 ¢és pFSox6 (0-250 ng) plazmidokat
hasznaltunk. Minden mérést 3-10 alkalommal, harmasaval végeztiink. Az eredmények statisztikai
kiértékelése KyPlot version 2.0 beta 15. programmal, egy utas varianciaanalizissel (ANOVA) és
Dunett féle teszttel tortént. A szignifikancia mértékét az iires vektorral transzfektalt riporterekre
vonatkoztatva (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001) vagy a jelolt médon szamoltuk (p<0.05, #p<0.01,
5<0.001).

4.5. In vitro DNS-fehérje kolcsonhatasi kisérletek (EMSA)

A kétszalu oligonukleotidokkal a —1879/~1791 poziciok kozotti Dpel elemet harom
szakaszra tagoltuk: 5'-GAG TCC AGT GTT TTC GTT TTT GGA GGC CCG GGG AA-3’ (DpelA),
5'-GGA AAA ATT ATG TTT CAT ATA TTA AAA ATA AAC A-3’ (DpelB), 5'-AAA TAA ACA
CTA CTT TTA CAG AGG TAT AAA TGC-3" (DpelC). A Pel elem szekvenciaja 5'-TCT CCG
AGC AAT GGA GCC ATT GTG GAG GGG-3’ és az Ine elem szekvencidja 5'-ACC TCA GGG
CCA AGG CTC CCG TGT GCC ATT CTG CAT CCA ACC TCC-3’ [14, 16]. A Hmgbl teljes
kodold régidjat [21] pGEX expresszios vektorba klonoztuk. A GST-fuzids L-Sox5, SOX9 és Hmgb1
fehérjéket BL21 codon+RIL sejtekben termeltettik meg, majd glutation-szefar6z oszlopon
tisztitottuk. A kotési kisérletek soran 30 fmol jelolt DNS probat inkubaltunk 0,6-3,2 pg tisztitott
fehérjével 500 ng nem-specifikus poli-(dGdC) kompetitor jelenlétében Sox-specifikus pufferben (100
mM TrisHCI pH 7,9, 20 mM MgCl,, 0,5 mM EDTA, 11 mM DTT, 0,25% Igepal, 8% ficoll, 250
mg/ml BSA).



4.6 Immunfluoreszcencia

Az immunfluorezscenciat 10 um-es aceton-fixalt metszeteken végeztiik, a nem specifikus
antitest kotédést 10%-os normal kecske szérummal blokkoltuk. A mintakat 4 ‘C-on egy éjszakan at
inkubdltuk az elsédleges antitesttel, a kovetkez6 kombinaciokban: affinitas-tisztitott nyal Matnl
antiszérum [22, 23] (1:200 higitas) vagy SOX9 antitest ( Abcam, ab3697, 1:50) és egér monoklonalis
anti-HMGB1 antitest (MBL, M137-3, 1:200). A megfeleld masodlagos -ellenanyagot
szobahdmérsékleten €s sotétben 1 oran at adtuk. Alexa 488-jelolt anti-nyal IgG antiszérumot
(Molecular Probes, 1:400) és Cy3-konjugalt anti-egér IgG antitestet (Jackson Immunoresearch,
1:400) hasznaltunk masodlagos antitestként. A mintakat Eclipse E600 mikroszkoppal vizsgaltuk és
Nikon D5000 digitalis fényképezdgéppel fényképeztiik le.. A fotdzas utdn a fedélemezt eltavolitva a

metszeteket hematoxylinnal és eosinnal festettiik meg.

4.7. Western analizissel és QRT-PCR-rel kombinalt kotranszfekcio

A Nfib, Hmgbl ¢és Sox fehérjék egyidejii kimutatasara eldallitottuk a pFNfib és pFHmgbl
pcDNAS’-UT-FLAG vektorba. COS-7 sejteket kotranszfektaltunk 10 pg AC8Luc riporterrel, elsé
esteben allandé mennyiségii (1 pg) pFSOX9 és emelkedd mennyiségli pFSox6, pFSox5; masodik
esetben allandé mennyiségi (1 pg) pFSOX9 ¢és emelked6 mennyiségli pFNfib; harmadik esetben
alland6 mennyiségl (1 pg) pFSOX9, pFSox6, pFSox5 és emelkedé mennyiségi pFHmgb1 effektor
plazmidokkal. A transzfektalt sejeteket lizaltuk, a feliiliszobol a luciferaz mérés utdn Western
analizist végeztiink poliklonalis nyul anti-FLAG (Sigma) ellenanyaggal.

Az endogén Matnl indukalhatésaganak tesztelésére COS-7 sejteket kotranszfektaltunk 2ul
TurboFect (ThermoScientific, R0531) reagens felhasznalasaval a kovetkezé plazmid
mennyiségekkel: 50 ng pFSOX9, 75 ng pFSox5, 75 ng pFSox6 és 800 ng pFHmgb1 jelenlétében,
illetve anélkiil. A transzfekciot duplikatumban végeztiik harom fliggetlen kisérletben. A mintakbol
RNS-t izolaltunk, majd cDNS-sé irtuk at és a Matml mRNS szintet QRT-PCR hataroztuk meg. A C,
értékeket Gapdh mRNS szintre normalizaltuk.

4.8. Hmgbl1 csendesités
A csendesitési kisérletet két human (C-28/12, SW1353) [24, 25] és egy patkany (RCS) [26]

allandosult chondrogen sejtvonalon végeztiik, az alabbi siRNS-ek (Bioneer Corporation, Daejeon,



Korea) felhasznalasaval: human HMGBI 5’-caggaggaauacugaacau-3’; patkany Hmgbl 5°-
cugucaacuucucagaguu-3’; human GAPDH 5’-gugugaaccaugagaagua-3’ és negativ kontroll siRNS 5°-
ccuacgecaccaauuucgu-3’. 1,2-2,0 x 10° sejtet lemezeltiink ki 6-lyuka lemezekre, majd 24 oraval a
kilemezelés utan transzfektaltuk 100-400 pmol siRNS duplexszel X-treme GENE siRNS transzfekcios
reagens (Roche Applied Science) felhasznalasaval. Az RCS sejteket 30 6raval, a C-28/12 és SW1353
sejteket 42 oraval a transzfekcié utan gyljtottiik be. RNS-t tisztitottunk ¢s QRT-PCR analizissel

kovettiik a marker génexpressziot, amit az Rps18 mRNS szintjéhez viszonyitva abrazoltunk.

5. Eredmények

In vitro DNS-fehérje kolcsonhatasi, tranziens expresszios €s in vivo technikakkal vizsgaltuk a
Sox trio, az Nfi faktorok és a Hmgbl szerepét a Matnl transzkripcids szabalyozasaban, valamint
ezeknek a faktoroknak a kolcsonhatasat. Ezek az eredmények, megerdsitve és tovabbfejlesztve a
csoport korabbi kutatdsait, ravilagitottak a révid promoter elemeknek és a tavoli Dpel enhanszer
elemnek a fontossagara a gén kiilonleges, térben és idoben sziikitett porcspecifikus kifejezodésének
irdnyitasaban. Igazoltak, hogy a gén amniotdkban konzervalt DNS-elemeinek és az azokhoz kotédod
L-Sox5/Sox6 és Sox9 faktorok dozisfliggd kdlcsonhatasanak donto jelentdésége van a Mam I promdter
aktivitisanak meghatarozdsdban, amit az Nfi faktorok és Hmgbl szintén doézisfliggd moddon
befolyasolnak. A fejlédési allapot specificitast az L-Sox5/Sox6 és Nfi faktorok a Sox9 aktivitdsanak
modulalasa révén hatarozzak meg. Ugyanakkor a Hmgbl a porcdiffercialodas kezdetén aktivalo,
késobb pedig gatldo szerepet jatszik, alacsony dozisban eldsegitve, magas dézisban pedig gatolva a

Sox faktorok kotddését a konzervalt DNS-elemekhez.

A dolgozat legfontosabb 1j eredményei

1. A porcdifferencidlodas kiilonbozé stadiumait modellezé kultirdkban QRT-PCR analizissel
kovettik a marker gének expresszidjat. Kimutattuk, hogy a Sox gének expresszidja nd a
chondrogenesis soran, a Hmgbl géné csokken, mig az Nfi géneké atmeneti emelkedést mutat

az in vitro chondrogenesis kezdeti szakaszaban.
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A Sox triora vonatkozo eredménvek:

2. Munkank soran 6sszehasonlitottuk Sox transzkripcids faktorok kotédését a Matnl konzervalt
DNS-elemeihez. Tisztitott fehérjékkel végzett EMSA kisérletekben igazoltuk, hogy a Pel, Ine
¢s Dpel elemek kiilonbozd affinitassal kotnek SOX9 és L-Sox5 faktorokat in vitro. SOX9
leger6sebben a Pel elemhez ¢és a Dpel 3’ végi Sox motivumahoz kotédik, mig Sox5
leghatékonyabban a Dpel 5’ végi motivumait ismeri fel.

3. A transzkripcios faktorok szerepét expresszids klonok felhasznalasaval kotranszfekcios
kisérletekben is igazoltuk, olyan plazmidok segitségével, melyekben a Iluciferaz gén
milkodését a Maml promotere illetve annak mutdns valtozatai irdnyitottdk. Eredményeim
igazoljak, hogy a kulcsfontossdgli Pel elemhez kot6dé SOX9 transzaktivald hatdsat az Ine
elemhez kotédé L-Sox5/Sox6 faktorok, mas porcfehérje génektdl eltéréen, dozisfiiggd modon
befolyasoljak. Alacsony dozisnal (korai fejlodési stadiumban) novelik, mig magas dézisnal
(késoi fejlodési stadiumban) csokkentik azt.

4. Korabbi tranziens expresszios ¢€s transzgén egér kisérleteink eredményét megerdsitve
igazoltuk, hogy a Dpel iranyto6l fliggetleniil porcspecifikus enhancerként miikddik, ami képes

homolog és heterolog promdteren Sox-medialta aktivalasra.

Az Nfi faktorokra vonatkozo eredmények:

5. Tranziens expresszios kisérletekben igazoltuk, hogy az Nfi faktorok kotdédése a rovid Matnl
prométeren talalhatd SI elemhez nélkiilozhetetlen a Matnl promoter chondroblast fejlodési
stadiumfliggé miikodéséhez.

6. Kotranszfekcios kisérletekben igazoltuk, hogy Nfi faktorok is dozisfliggd modon
befolyasoljak a SOX9 transzaktivald hatasat. fgy L-Sox5/Sox6 mellett az Nfi faktorok is
fontos szerepet jatszanak a Matml promoter fejlodési stadiumfliggd kifejezodésében a

porcdifferencialodas soran.

A Hmgb1-re vonatkozo eredménvek:

7. E12.5 és E14.5 napos egér embriokbol szarmazod metszeteken immunfluereszcenciaval
vizsgaltuk a Hmgbl, Sox9 ¢és Matnl szoveti eloszlasat. QRT-PCR eredményekkel

Osszhangban a Hmgbl ¢és Sox9 kifejez6dési mintazata a Matnl expesszioval a
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porcdifferencialédas korai szakaszaban némi atfedést, majd pedig komplementaritast
mutatott.

8. Tisztitott Hmgb1 fehérjével végzett EMSA kisérletekben bizonyitottuk, hogy Hmgbl kotddik
a Matnl konzervalt DNS-elemeihez, leghatékonyabban a Dpel 5’ végi motivumait ismeri fel
¢s jelenléte befolyasolja L-Sox5 és SOX9 fehérjék kotodését ezekhez a konzervalt elemekhez.

9. Kotranszfekcios kisérletekben kimutattuk, hogy Hmgbl ugyancsak doézisfiiggé modon
befolyasolja a Sox trid szinergista aktivald hatasat. Alacsony doézisnal, valdsziniileg a
kromatin szerkezetet fellazitva, a Hmgbl eldsegiti a Sox trid kotddését €s a promoter
aktivalasat. Magas dozisnal azonban interferalhat a Sox faktorok kotédésével. Erdekes, hogy
a Hmgb1 jelenléte kompenzalni tudja a Pel és Ine elem bizonyos mutacioit.

10. Tovabbi kisérletként a Matnl-et nem termel6 COS-7 sejteket optimalis mennyiségii SOX9-,
L-Sox5-, Sox6- és Hmgbl-expresszalé plazmidokkal transzfektaltuk, melynek hatasara ki
tudtuk mutatni a Matnl indukcidjat €s a Matml mRNS expresszidjat.

11. Chondrogén sejtvonalakon végzett csendesitési kisérleteinkben igazoltuk, hogy a Hmgbl
nagy dozisban gatolja a porcspecifikus génexpressziot. Human (C-28/12, SW1353) és patkany
(RCS) sejtvonalakban siRNS-sel csokkentve a magas HMGBI1/Hmgbl mRNS szintet, a
MATNI/Matnl és a COL2A1/Col2al génexpresszidja nagymértékben nott.

Model a Matnl transzkripcios szabalyozasara:

12. Legvégiill egy modellt alkottunk a Maml kiilonleges transzkripcids szabédlyozasi
mechanizmusaira. Modelliink szerint a Matnl chondroblast fejlédési allapotspecifikus
aktivacidja Sox és Nfi fehérjék dozisfliggd kolcsonhatasa révén valosul meg. Hmgb1 alacsony
dézisa a porcdifferincidlodas kezdetén eldsegiti a Sox faktorok kotddését és a gén
bekapcsolasat. Hipertrof porcsejtekben vagy rakos sejtvonalakban akadalyozza a Hmgbl

magas dozisa Sox faktorok kotodését és igy a Matn1 aktivalasat is gatolhatja.

6. Diszkusszio

Ezen dolgozat eredményei Osszhangban allnak a Matnl transzkripcids szabalyozasat leird

korabbi kozleményekkel [14-16], megerdsitve és tovabbfejlesztve azokat a Sox trid dozisfiiggd
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szinergista kolcsonhatasanak és az Nfi fehérjék és SOX9 promoterre gyakorolt szintén dézisfliggd
aktivalo hatasanak igazolasaval, tovabba a Hmgb1 korai porcdifferencialédasban betoltott szerepének
kimutatasaval. Az utobbi eredményeink ugyancsak 0sszhangban allnak a Hmgbl ismert széleskori
hatasaval és kiszélesitik azt.

A porcdifferencialodas kiilonbozé stadiumait modellezd csirke primer kultirdkban QRT-PCR
analizissel kovettiik a marker gének expressziojat. Kimutattuk, hogy a Sox gének expresszidja no a
chondrogenesis soran, a Nfi gének kifejezddési szintje HDM kulturdban dtmeneti emelkedést mutat,
aminek csucsa egybeesik a Matnl bekapcsolodasaval. Ezzel szemben a Hmgbl expresszid csokken,
hasonléan a chondrogenesis kezdeti szakaszaban szerepet jatsz6 Hmgnl-hez [27]. Ezek az
eredmények valosziniisitették, a dolgozatban targyalt DNS-fehérje kolcsonhatési, tranziens
expresszios €s in vivo kisérletek pedig Dbizonyitottak, hogy Sox ¢és Nfi faktoroknak a
chondrogenesisben és a Matnl transzkripcidés szabalyozasaban van szerepe, mig a Hmgbl a
chondrogenesis korai szakaszaban jatszik szerepet.

A csoport ugyanis in vivo footprint technikaval paros Sox motivumokat azonositott az Ine és
Pel elemeken, melyek CEC specifikus faktorokat kotottek [14] Transzgenikus egerekben az IneM1
promoter mutdcid dradmai hatdsdbol, valamint a rovid promoter ¢és Col2al enhanszer
kolcsonhatasanak vizsgalatabol arra kovetkeztettiink, hogy dontden a rovid promoter felelds a Matnl
idoben ¢s térben szlkitett promoter aktivitasaért [16]. A dolgozatban targyalt mutacids és
funkcionalis analizis adatok megerdsitik a SOX9 kotddését a Pel és Ine elemekhez, és ezen
tulmenden bizonyitjak a nagyon konzervalt Pel elem kulcsfontossagu szerepét a SOX9 transzaktivalod
hatdsdnak és a Dpel elem SOX9-medialta enhanszer hatasdnak kozvetitésében. Ezek az adatok a
korabbi kisérleteinkkel [15, 16] dsszhangban egy olyan transzkripcios szabalyozasi mechanizmusra
utalnak, ami eltér mas porcfehérje génektdl. A Sox tri6 szinergista kdlcsonhatasa jol ismert mas
porcfehérje gének (Col2al, Acan) esetében [20, 28], de azoktdl eltérden a Matnl promoteren SOX9
transzaktivalo hatasat az L-Sox5/Sox6 faktorok dézisfliggd mdodon befolyasoljak.

A Dpel tobb koépidban nagy mértékben novelte a Matnl rovid promoter zondlis és fejlodési
allapot-specifikus aktivitasat transzgenikus egerekben, valamint a késdi stadiumot képvisel6 CEC
kultaraban [16]. Ezen adatokat megerdsitve bizonyitottuk, hogy a Dpel elem valdban porcspecifikus
enhanszerként mikodik, ugyanis a Dpel elem négy kopidja iranyultsagtol fliggetleniil novelte mind a
homolog, mind pedig a heterolég Col2al rovid promdter aktivitdsat. Bizonyitottuk a Sox faktorok

szerepét a Dpel enhanszer elem miikddésében COS-7 sejten végzett kotranszfekcios kisérletekben a
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Dpel elemet négy kopidban tartalmazo konstrukcidkon azéltal, hogy kimutattuk, hogy a SOX9
transzaktivaldo hatasat L-Sox5/Sox6 dozisfliggd modon befolyasolta hasonléan, mint a hosszu
promoteren.

Megerositve  QRT-PCR analizis eredményeit, tranziens expresszios ¢€s kotranszfekcios
kisérletekben igazoltuk az Nfi faktorok szerepét a gén szabalyozasaban. Kotranszfekcios kisérleteink
bizonyitottak, hogy L-Sox5/Sox6 faktorok mellet Nfi faktorok is dézisfliggd modon befolyasoljak a
SOX9 transzaktivalo hatasat. igy Sox faktorok mellett az Nfi faktorok is fontos szerepet jatszanak a
Matnl promoter aktivalasaban és fejlodési stadiumfliggd kifejezodésének szabalyozasaban a
chondrogenesis soran. Az Nfib szerepét mas adatok is igazoljak a porcdifferencialodas kezdetén és a
Col2al mikodésében [29].

A csirke primer kultirakban végzett QRT-PCR analizis eredményeit megerdsitik a fejlodo
egér végtagon végzett immunfluoreszcencias vizsgalataink, melyek szerint a Hmgbl expresszidja
ebben a kisérletben is ellentétes a Sox9-és Matnl expressziojaval. A Hmgbl és Sox9 koexpresszidja
a Matnl-t még nem termeld prechondrocyta sejtekben pedig a gén szabalyozasaban betoltott
szerepére utal. Tisztitott Hmgb1 fehérjével végzett in vitro kotési kisérletekben bizonyitottuk, hogy
Hmgb1 kotédik a Matnl konzervalt DNS-elemeihez, leghatékonyabban a Dpel 5° végi motivumait
ismeri fel és jelenléte befolyasolja L-Sox5 ¢és SOX9 fehérjék kotodését ezekhez az elemekhez.
Igazoltuk, hogy a Pel, Ine és Dpel elemek kiilonbozd affinitassal kdtnek SOX9, L-Sox5 és Hmgbl
faktorokat in vitro. SOX9 legerdsebben a Pel elemhez és a Dpel 3’ végi Sox motivumahoz kotodik,
mig Sox5 és Hmgbl leghatékonyabban a Dpel 5° végi motivumait ismeri fel. A Hmgbl és Sox
faktorok kotddését in vitro modszerek mellett alatdmasztjak a debreceni partneriink 4ltal végzett ChIP
kisérletek eredményei is. Kotranszfekcios kisérletekben kimutattuk, hogy Hmgbl ugyancsak
dozisfliggd modon befolyasolja a Sox tri6 szinergista aktivald hatasat. Mivel ismert, hogy a Hmgb1
képes a hiszton H1 leszoritasaval fluidizalni a kromatin szerkezetet [30], ezért feltételezziik, hogy a
Hmgbl alacsony doézisnal a kromatin szerkezetet fellazitva segiti el6 a Sox trio kotddését a DNS-
elemekhez és ezaltal elosegiti a promoter aktivalasat. Magas doézisnal azonban interferalhat a Sox
faktorok kotodésével. Tovabbi kisérletként a Matnl-et nem termeld COS-7 sejteket optimalis
mennyiségli SOX9, L-Sox5, Sox6 és Hmgbl expresszaldo plazmidokkal transzfektaltuk, melynek
hatasara ki tudtuk mutatni a endogén Matnl indukciojat és a Matnl mRNS expresszidjat.

Chondrogén sejtvonalakon végzett csendesitési kisérleteinkben igazoltuk, hogy Hmgb1 nagy

dozisban gatolja a porcspecifikus génexpressziot. Human (C-28/12, SW1353) és patkany (RCS)
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sejtvonalakban siRNS-sel csokkentve a magas HMGB1/Hmgbl mRNS szintet, a Matnl és a Col2al
génexpresszidja nagy mértékben ndtt. A Hmgb1 magas expresszidja mas tumoros sejtekben is ismert
[31].

Ezen dolgozat eredményeit és a csoport elézetes eredményeit felhasznalva modellt alkottunk a
Matnl kilonleges transzkripcids szabalyozasi mechanizmusaira [14-16]. Hipotézisiink szerint a Sox
¢s Nfi fehérjék kotédése elosegiti a gén bekapcsolasat. Mivel az Nfi fehérjék képesek a hisztonokhoz
kapcsolodni [32], valoszinii, hogy a nukleoszoma struktira fellazitdsaban is szerepet jatszanak. A
porcfejlodés kezdeti szakaszaban még a kotohelyek lefedettsége alacsony €s Sox9 viszonylag nagy
molaris feleslegben van L-Sox5/Sox6-hoz képest. L-Sox5/Sox6 kotddése az Ine elemhez eldsegiti
Sox9 kotddését a kulcsfontossagi Pel elemhez. Sox faktorok kotddése a TATA kornyékére
meghajlitia a DNS-t, eldsegitheti TBP és RNS-polimerdz II kotddését. A DNS meghajlitasa
elosegitheti mas, nem azonositott faktorok kotodését Pel-hez és Ine-hez. Az SI elemhez koté Nfi
fehérjék szintén modulaljdk a Sox9 aktivald hatdsat és hozzajarulnak a promoter aktivalasdhoz
azaltal, hogy kozvetlen kolcsonhatasba lépnek altalanos transzkripcids faktorokkal, kiilonbozd
koaktivatorokkal és represszorokkal. Az Nfi jelenléte eldsegitheti a transzkripcids preiniciacids
komplex és az enhanszoszoma képzdodését. A promoter aktivitisa a késdi poliferativ stadiumu
chondroblastokban a legmagasabb, amikor a Sox9 és mas faktorok kotédése optimalis a Pel ¢és a
Dpel elemhez. Kés6bbi stadiumokban (pl. hipertrof prorcsejtekben) vagy amikor Sox trid szintje
magas, L-Sox5/Sox6 vetélkedik a Sox9-cel a Pel Sox kotdhelyéért, ezaltal gatolhatja a Sox9
kotédését, igy csokken a Sox9 transzaktivalod hatdsa. A Sox helyek nagy telitettsége az Ine elemen
interferdlhat a preinicidcios komplex képzdédésével a TATA motivumon. Az Nfi felhalmozodasa
szintén csOkkentheti a promoter aktivitasat, kompeticid Iéphet fel kiilonbdzé aktivator és represszor
Nfi izoformak kozott és ez blokkolhatja TBP kotdédését a TATA-hoz.

A Hmgbl-re vonatkoz6 eredmények alapjan a Marnl kiilonleges transzkripcios
szabalyozasara javasolt modelliinket kiegészitettiik a Hmgb1 szerepével. Hmgb1 kotodik a Dpel, Pel
¢s Ine elemhez fibroblasztokban és elkotelezett mesenchyma sejtekben. A kromatin struktira
felnyitasat valdsziniileg a konzervalt DNS-elemekhez kot6dé és a hiszton Hl-et leszorit6 Hmgbl
végzi, valdjaban még a Sox faktorok bekotddése eldtt és ezaltal elosegitheti a porc-specifikus Sox
faktorok kotédését a TATA kozelében a chondrogenesis korai szakaszaban. A gén transzkripcids
aktivitasa megnd, amikor a Hmgbl kotddését a Sox9 kotdodése valtja fel és a L-Sox5/Sox6 dozis-

fligg6 moédon noveli a Sox9 transzaktivald hatasat a késoi proliferativ porcsejtekben. A magas
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Hmgb1 expresszioju hipertrof porcsejtekben vagy Hmgb1 fehérjét nagy mennyiségben termeld rakos
sejtekben a Hmgbl nagy dozisa és kotddése feltételezhetben megakadalyozhatja a Sox fehérjék
kotodését.

A Matnl zbnalis kifejezodését iranyitd transzkripcios szabalyozas felderitése eldsegitheti a
szoveti differenciacio jobb megértését és a novekedési korong fontos zdonaira specifikus vektorok
eléallitasat, ami hasznos lehet iziileti betegségek terdpias eljardsainak kidolgozasakor. Hmgbl
expresszio emelkedett szintjét mutattdk ki arthritisben és fiatalkori idiopatikus arthritisben szenvedd

betegekben [33-35], ami adataink szerint a porcfehérje gének aktivitasanak csokkenéséhez vezethet.
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