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IRODALMI ATTEKINTES

1. A PORCSZOVET FELEPITESE, A PORCOS VAZELEMEK
KIALAKULASA ES A VEGTAGOK MORFOGENEZISE

1.1. A porcszbvet és makromolekulai

A porcszbveta gerinces vazféjdésben és a vazrendszetikiddéseben fontos
szerepet betdlt szovettipus. Sejtes komponensei a chondrocytakjeln@ porcszovetre
jellemzs makromolekulakat termelik. Ezek a sejten kiviliben egy j6l szervezett
extracellularis matrixot (ECM) hoznak létre, ameheghatarozza a szovet fizikai és
kémiai tulajdonsagait. A porcszovetre jellegma kiterjedt extracellularis méatrix és a
viszonylag alacsony sejtszam.

A porcszovet a csontosodas folyamataban egy atirstngitara. Egyedulallé szovettipus,
mivel a csontfefldés soran teljes meértékben atalakul. Ezalatt ®lsejgy tobblépds
differencialédasi folyamaton mennek keresztil. Mindiépésben az adott stadiumra
jellemzs markergének kifejérlése figyelhet meg. A porcszévet ezen tulajdonsaga miatt
rendkivil alkalmas a sejtdifferencidlodas folyanmatlh és azok szabalyozdsanak
tanulmanyozasara.

Az extracellularis matrix a sejtek kozotti teret Kkit@t sajatos szerkezet
alloméany, melynek makromolekulait a sejtek termelizerepe sokrét tobbek kozott
biztositia a sejtek tkodéséhez szikséges teret, tamaszt nylfisegiti a sejtek
letapadasat, vagy mozgasat, tdpanyagokat, novekdd&sorokat, jelmolekulakat,
hormonokat kozvetit a sejtekhez. Szoros kolcsosbata all a sejtekkel és a benne
lejatsz6do valtozasok génexpresszios valtozassiatidézhetnek.

Az extracellularis matrixot haromé f molekulatipus épiti fel: kollagének és egyéb
fibrillaris fehérjék, a hialuronsav és proteoglikknmultiadhézios fehérjék.

A kollagénekminden szdvet sejtkdzotti allomanyanékatkotoi. Olyan oldhatatlan
glikoproteinek, melyekben a (Gly-X-Y)n ismédések jellegzetes harmas hélixet
alkotnak.

A kollagéneken kivul mas fibrillaris fehérjék issmt vesznek a sejtk6zotti allomany
felépitésében. llyenek az elasztikus rostokat alkibrillin éselasztin melyek bleg az

erek falaban, tithen, Wrben és az izlleti szalagokban fordulnak[&].
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A poliszacharidokszabadon, vagy egy core proteinhez kovalensere kotdulnak
els. Jellemdjik a nagy negativ toltégdiség, ami fokozza vizmegkképességuket, igy
aggregatumaiknak szerepuk van a sejtek turgornyama&senntartasaban.

A hialuronsav az egyetlen olyan glik6zaminoglikami szabad formaban van. 1000-
50000 diszacharid egységlepul fel, a hialektanokkal (versikan, aggrekaapsésolodva
viszkoézus, hidratalt gélt képez.

A proteoglikdnok(PG) két nagyobb csoportba sorolhatdk: matrix goglikdnok
és sejtfelszini proteoglikdnok. Ezeken belil a RGavabbi alcsoportokba sorolhatok
méretik, szerkezeti felépitésik, a core proteidtesgagai és génhomologia alapjan.
Biologiai funkciojuk nem merul ki abban, hogy a métszerkezeti elemei, szerepik van
még a sejtek osztddasaban, migracioban, letapadadiffarencialédasban [2].

A multiadhézios fehérjélagy része glikoprotein. Szerepik az ECM-ECM §s se
ECM kdlcsdnhatasok kozvetitése. llyen példaul & firotein, ami a proteoglikanokat és a
hialuronsavat kapcsolja dssze, illetve a laminmi, @a bazalis membra falkotérészeként
azt a sejtekhez koti [3].

A porcszovet sejtkdzotti allomanyanakapjat is egy kollagén haldzat alkotja,
melynek nagy része Il. tipusu kollageén, illetve &§.XI. tipusu kollagén [4]. A kollagének
fibrillumai hal6zatokat képeznek, melyek a nyifdel szemben nagy ellenallast
biztositanak. A kollagén hél6zatokhoz szorosan &alpdnak a proteoglikanok, melyek
negativ toltésuk révén vizmolekuldkat kotnek megprAteoglikdnok legnagyobb része
aggrekan, melynek core proteinjéhez kapcsolédnedndroitin-szulfat és keratan-szulfat
oldallancok. A szintén nagy vizmegkképesseé)y glukdézaminoglikanok koézul a
porcszovetbensként a hialuronsav fordul&lmely az aggrekanhoz kapcsolodik.

A kollagének, a negativ toltegroteoglikanok és egyéb fehérjék (link protein, NII®)
fibronektin), illetve a kis proteoglikanok (decarirbiglikan, fibromodulin) koz6tti
interakciok biztositjak a porcszovet terheléssehdzeni nyomo- és huzészilardsagat.

Méas matrix fehérjékhez kapcsolédva az ECM-ECM kiitgtasokban adaptor szerepet
toltenek be a matrilinek (Id. kéisb).

1.2. A matrilin csalad

A matrilinek a szovetek sejtkdzotti allomanyabarbléem-kollagénszérfehérjék,

amik a sejt-matrix kolcsonhatasok kialakitasaban fé&sntartasaban vesznek részt,



biztositva ezzel a szdvet integritasat és a métyan elrende@dését, amely lehété teszi
a chondrocyta és mas sejtek differencialédasémiat a csontfefldést.

A matrilinek a kilonbdé szovetek sejtkozotti allomanyaban kollagéritiggd és attol
fuggetlen finom hal6zatokat alkotnak (1. 4bra).E2E2M szerveédésében betoltétt fontos
szerepikre utal, hogy minden szévettipus sejtkibalidimanyaban éfordul a csalad egy,
vagy tobb tagja [5, 6].

A matrilin fehérjecsaladnak négy tagja van, melydkizds modularis szerkezetik
alapjan azonositottak. Erett formajukban mindeggikmeghatarozott szamu epidermalis
novekedési faktor (EGF)-sZedomén kapcsol dssze két von Willebrand faktor WIBA)
domént, a C-termindlison pedig egy coiled-amihelikdlis domén talalhatd, aminek az
oligomerizacidban van szerepe.dttz altalanos szerkezétnéhany esetben van eltérés.
A matrilin-3-ban nincs meg a masodik VWFA doménnatrilin-2 pedig tartalmaz egy
egyedi domént a C-terminalison [5, 7].

A geéncsalad tagjainak kifejgdése egymassal részben atfed. A matrilin-1 és ak as
vazrendszerben expresszalodik, mig a matrilin-2—ds szélesebb szdvetspecifitasu,
legjelentsebb mennyiségben a laza —és tomottrostdskovetekben fordulnak&[5-7].

A matrilin-2 legmagasabb szinten a calvaridbanjtamusban és a szivben fejdik ki. Az
endochondralis csontosodasban betéltott fontos epiédkre utal, hogy egérben a

végtagfejbdés soran a matrilin csalad mind a négy tagja espédodik [8].

¥ Matrilin-1 A comp smmmmm Collagen Il
%% Matrilin-3 :’ Biglycan ~~—~e— Collagen VI
';‘ Matrilin-4 I Decorin / Collagen IX 1. abra B A matrilinek adaptf)r
szerepet toltenek be a porcszovet
@ Link protein == Hyaluronan s.-\ ... Aggrecan SEjtkf)Zf)tti a||0manyénak

felépitésében [7].




1.3. A matrilin-1

A matrilin-1/CMP (@rtilage _natrix protein) a fehérjecsalad él€nt azonositott
tagja [9]. Ebszor szarvasmarha légcporcbdl tisztitottdk. Specifikusan a porcszdvetben
fejezvdik ki, de annak nem minden tipusaban. igy példarh figyelheb meg a nagy
terhelésnek kitett izlleti porcban [10] és a csigkbzti porcban sem. Ugyanakkor nagy
mennyiségben fordul &lorr— és tracheaporcban. A matrilin-1 néhany egygéiveten
kivul [8, 11] legnagyobb mennyiségben a hialinparcfordul eb. Az expresszio mértéke
flgg a porcsejtek fejdési stadiumatol [12-14].

A matrilin-1 a nem kollagénszefehérjék csoportjaba tartozik. Az 54 kDa torfieg
monomer két VWFA doméih egy EGF-szdr doménlél és egy alfa-helikélis coiled-coll
domeénil all [15-17]. Az extracellularis matrix felépitdsen diszulfid hidakkal stabilizalt
homotrimerként vesz részt, de mas matrilinekkeétoetligomerek kialakitasara is képes
[18, 19].

A porcszovet extracellularis matrixaban a matrdlikkapcsolédik az aggrekanhoz [20], a
II. tipusu kollagén rostokhoz [21], illetve a2f1 integrinhez [22]. Ezt tdmasztja ala, hogy
a matrilin-1 gén inaktivalasa transzgenikus egezakb kollagén rostképdés zavarat
okozta [23], viszont ez nem vezetett rendellene$ejldédéshez, valdszitteg azért, mert a
porcszOvetben szintén jelentéwatrilin-2 és -4 ellatja a matrilin-1 funkcioja24]. A
matrilin-1 a VWFA doménjein keresztill kollagén@Kiiggetlen haldézatok kialakitasara is
képes [25]. Ezekdd az adatokbol kdvetkezik, hogy ez a fehérje adafptakciot tolthet be

a matrix szervemeéseében.

Az endochondrélis csontosodas folyaman a matrilgéa a tobbi porcspecifikus
markergénhez képest Kéb kapcsol be. A kés proliferativ stadiumban Iév
chondrocytak kezdik termelni, igy e stadium jellémzarkergénjének tekinthief12,14].

In situ hibridizaciés kisérletekben a matrilin-1 mRNS péidd hosszu csontok névekedési
korongjdban zonalis mintazatot mutat [26]. A kij@éés mértéke a forrds porcsejtek
z6najadban alacsony szinta proliferativ és a febs hipertr6f zéndban a legnagyobb

mértéki, mig az also hipertr6f zénaban egyaltalan nemeflggth meg.



1.4. A porcos vazelemek képgdése

Gerincesekben a vazféflés konzervalt, szigorian szabalyozott, egymassal
0sszefonddott morfogenetikai €s szoveti differdddidsi [épések lancreakcidjabdl all.
A gerincesek csontos vazelemei két utonstejek ki. Intramembran (desmogen), vagy
endochondralis (chondrogen) csontosodassal. Minfid¢amat soran az elkotelezett
sejtek (osteochondroprogenitorok) az embrié megbatét helyein kondenzalédnak és
osteoblastokka, vagy chondrocytékka differenciddidn

Az intramembran csontosodassoran az osteoblastok, melyek a csontszdvetre
jellemzs matrixot termelik, kbzvetlenil a kondenzalodottserechyma sejtekib alakulnak
ki. gy fejlodnek az agykoponya lapos csontjai és a kulcsc8@2§].

Az endochondralis csontosodasoran a kondenzaldédott mesenchyma sejlekb
egy atmeneti porcos vaz f&flik, ami a folyamat végére csontta alakul. Ez jelié a
végtagok hosszu csontjainak, a bordaknak, a csigobk és az arckoponya legtobb
csontjanak kialakulasara. Ez tobbléfs;s rendkivil szigortan szabdlyozott folyamat,
melynek soran jeleis morfologiai és génexpresszids valtozasok zajlateak A
differencialédas folyamatat a Sox9 és két tovalancgpecifikus Sox faktor iranyitja (ld.
késsbb). Minden differencidlodasi staddiumban az adtttpatra jellems markergének
kifejezodése detektalhato.
A porcdifferencialodas elslépése a mesenchyma sejtek kondenzacioja megheattaro
helyen, idben és meghatarozott sejtszammal. Ebben a folyamailyan jelmolekulak
szerepelnek, melyek indukéljak a sejtadhéziét,jgaption kialakulast és a citoszkeletalis
vaz atrendemését [29]. A kondenzacié kozpontjaban dlevsejtek ebbb
prechondrocytdkka, majd chondroblastokka kezdeejbdhi, amik intenziven osztodnak
és elkezdik termelni a porcszovetre jellémmatrix fehérjéket (Il., IX., Xl. tipusu
kollagén, aggrekan, chondromodulin-1). A periféri@aa néhany sejtréteg fibroblaszt-
szefi perichondridlis sejtté alakul.
A chondroblastok gyorsan osztédnak, korai és 6iképroliferativ stadiumokon
keresztilhaladva végul hipertréf porcsejtekké diffeialddnak, melyek jelleniz
markereket kezdenek szintetizalni (X. tipusu kallagosteopontin, MMP9, MMP13).
Kdzben a perichondrium sejtjei és a hipertrof pejtek elkezdik termelni az angiogenezis
stimulatorat is, a VEGF-et [30]. A kovetkeZépésben a matrix mineralizalodik, a
perichondriumon keresztul kapillarisok Iépnek ddi@) csontba, amik az apoptozissal

elhalt hipertrof sejteket eltavolité chondroclastb&s Ujabb differencialatlan mesenchyma
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sejteket hoznak. Utbébbiak osteoblastokkd alakulnakyik a X. tipust kollagén
elémintazaton csontos matrixot raknak le, igy végfpbecos vaz elcsontosodik. A betép
myeloid ereddt sejtekidl differencialodd osteoclastok a csont folyamatosthsat végzik
[28]. Az epifizedlis porcok felszini rétege azonbem fejbdik csontta, hanem izileti
porcként funkcional életiink végeéig.

Az epifizealis porc és a csontok hosszanti novededéfelbtt kor eléréséig egy
specidlis porcos strukturahoz koéiteamit ndvekedési korongnak nevezink. Az ittdlév
chondrocytak morfologiailag €s metabolikusan isukkithet zonakba rendéznek,
melyek megfeleinek az embrionalis poraidgsi stadiumoknak [31] (2. abra). A zonak
egymashoz viszonyitott mérete fajonként éItf32,33]. A diafizistl legtavolabb e%
sejtek alkotjak a forras (source) chondrocytak @in&zek a sejtek kicsik, azonos
alakuak és gyorsan osztédnak. A kovetkebnat az oszlopos proliferativ porcsejtek
alkotjak, ezek lassabban osztddnak, oszlopokbaemddek és matrilin-1-et termelnek.
Az osztédas intenzitasa az oszlopokon lefelé halagékken.

A proliferaciot kdveben a sejtek egy atmeneti prehipertrof zonaba reiuhek.

Az epifizis-diafizis hatarhoz legkdzelebb 6esnagyobb mérét szabalytalan alakd
chondrocytak alkotjak a hipertrof zonat, melynejjsierendkivil fontos szerepet tdltenek
be a novekedési korong struktdrajanak fenntartéisds a csontosodasi folyamatok
szabalyozasadban azaltal, hogy a szomszédos szZbeatesteogenezist indukalnak
szekretalt faktorok és sejt-sejt kapcsolatok mdéeairéven [34,35].

periartilularis
porcsejtek

forras
porcsejtek
aszlopos
proliferativ
porcsejtek

prehipertrof
porcsejtek
hipertrof

porcsejtek periasteum

csont

2. abra A hosszl csontok ndvekedési korongjanak felépitésk forras porcsejtek zonajat kisméret
gyorsan osztédd sejtek alkotjak. A proliferativ aban a sejtek lassabban osztddnak, oszlopokba
rendeddnek. A proliferaciot kdvéen a sejtek egy atmeneti prehipertrof zonaba reutek. A hipertrof
zbnat nagyobb méritszabalytalan alaki chondrocytak alkotjak [129].
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1.5. A chondrogenezist és a csontok hosszanti nbvekedésgabalyoz6 fontosabb

jelatviteli utak

A porcképddést transzkripcios faktorok és kulonbomdvekedeési faktorok szoros
egyuttmikddése szabalyozza. A porcdifferencialédasdnszkripcios faktora a Sox9, ami
bekapcsolja a Sox5, Sox6 géneket, melyekkel egityitja a porcfefidés folyamatat a
hipertrof stadiumig. A porcdifferencialédast éssammtok hosszanti névekedését azonban
mas jelatviteli ut befolyasolja. A csontok hosstaritvekedésében a névekedési korong
zéndin athalado porcsejtek jatszanak szerepet.vikeilés mértékét a prehipertrofbol a
hipertrof staddiumba atlépsejtek szama hatarozza meg, melyek helyére megoldastok
lépnek. A ndvekedési korong zondlis szerkezetélaabi jelatviteli utak tartjak fenn.

A PTHrP (parathyroid hormone-related peptide) a perichidtidrsejtekben, az
izlleti felszinen az epifizedlis porcsejtekben égoeai proliferativ. chondrocytakban
expresszalodik [36]. Receptora (PPR) a proliferativondrocytdkon kis szamban
expresszalodik, de az oszlopos porcsejtzonan lefdbxlva a receptorok szama egyée n
A PTHrP a porcsejteket proliferativ stadiumbanjaarnegakadalyozza a hipertrofiat [37],
behatarolva ezzel azoknak a sejteknek a szamatlyelméhh-t expresszélnak. A
prehipertréf zonaban terndeld Ihh fokozza a PTHrP terntelését a periartikularis
régioban. igy az Ihh a PTHrP-vel negativ visszat&abn keresztiil szabalyozza a
porcsejt differencialodas mértékét. Csak a PTHrimmé®dés helyail legtavolabb e$
sejtek tudnak a gatlas aldl felszabadulni, prelipestadiumba I€épni és lhh-t termelni,
mely fenntartja a PTHrP expressziét [38].

A PTHrP receptorokat érititmutaciok mindegyike sulyos féfdési rendellenességekkel
jar. llyen példaul a Blomstrand chondro-osteod&my ahol a megrovidilt végtagokaid
elotti csontosodast mutatnak. A betegség minden esetbéletés étti halalhoz vezet
[39]. A PTHrP receptorok folyamatos aktivacioja samféle metafizealis diszplaziat
okoz, melynek soran a megrévidilt végtagokban agsjiek nem hipertrofizalnak [40].
Az lhh gén mutacioja emberben Al tipusu brachytiactokoz, melyet alacsony
testmagassag és megrovidult ujjpercek jellemezBgk [

Szerepet jatszanak még a chondrogenezisberGz (fibroblast growth factor)
csalad tagjai és receptoraik. Az eddig azonogb&GF ligand és 4 FGF receptor kozil a
porcfejlbdés minden stadiumaban kifejelik valamelyik, bar szerepik nem minden

folyamatban tisztazott [41]. Kozuluk legfontosalibRGFR3, melyetdként a proliferativ
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€s a korai hipertrof porcsejtek expresszalnak. &Eptceptort tobb FGF ligand is képes
aktivalni, de a ndvekedési korongban ezek kozUF&F18 a legjeletdsebb [42]. A
receptor nikddése tobbek kozott olyan jelatviteli utakat ad&kjv melyeknek
eredményeképpen a Statl transzkripcids faktor doaiodik, igy noveli a p21 sejtciklus
inhibitor expresszi6jat, emiatt a porcsejtek peotiiciojdnak meértéke csokken és
tovabblépnek a hipertréf staddiumba [29,42].

Az FGFR3 gént érit mutaciok a receptor folyamatos aktivaciojahoz tee ami
emberben a végtagrovidulések kiulonbdarmait okozza. Ezek kdzil a legismertebb az
achondroplasia [42,43].

A BMP-k (Bone Morphogenetic Proteins), melyek a P@Fansforming growth
factor B) csalad tagjai, minden féfési folyamatnak fontos résztvevA BMP2, -4, -7
egyuttmikddve szabalyozza a mesenchyma sejtek kondenzZacéga az izlletek
kialakulasat, illetve kébb a hosszucsontokban tobbek kdzott a BMP-k szabai#k a
porcsejtek érését és terminalis differencialéddsatasukra megha proliferacio mértéke,
igy a vazelemek mérete novekszik [44,45]. A BMPatpteli Gt toébb ponton
antagonistaként hat az FGF jelatviteli utakra [48], Ihh/PTHrP visszacsatolasi hurkot
pedig azaltal befolyasolja, hogy az Ihh expreséridjdukalja [47].

A mesenchyma sejtek kondenzéacidjat szabalyozé efpyikos jelatviteli at a
Wnt/B-catenin at. A Wnt jelatviteli Gt aktivaciojanak hatasara addig foszforilalt
allapotban |é¢ B-catenin stabilizalédik és a sejtmagba transzpadti) ahol gatolja a
Sox9, a chondrogenezié fegulatoranak (Id. kébb) expresszidjat, megakadalyozva ezzel
a porcfejbdést [48,49]. Ugyanennek az Utnak a chondroger@zsobi szakaszaiban is
fontos szerepe van, hiszen a porcsejtek proliféjétcés hipertroffa alakulasat szabalyozza
egyuttmikddve az Ihh jelatviteli uttal [50,51].

Az emlitetteken kivil szadmos mas faktor is résziszvea porcdifferencialédas

szabalyozasaban, melyek egymassal kdlcsonhatvitjakak a vazelemeket.

1.6. A vazfejlédés morfogenetikus szabalyozasa

A vazfejlbdés soran a szoveti differencialédas a morfogenetikzabalyozas
fuggvenyében torténik. A képdo vazelemek szamanak, méretének és 3-dimenzios
alakjanak meghatarozasa meégela morfoldégiai megjelenésiiket. A morfogenetikai
szabalyozas a végtagvaz esetében a legismertaiprifcesek végtagjai a lateralis lemez

mezodermabdl alakulnak ki az embribban. A szabalsiomechanizmusok, melyek a
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mesenchymalis progenitor sejteket kifejlett végelgmekké alakitjak harom tengely
mentén hatnak: proximo-disztalis (PD), a valltol @@k irAnyaba; anterior-poszterior
(AP), a hlivelykuijjtdl a kisujj iranyaba; dorzo-vedlts (DV), a kézfejil a tenyér iranyaba.
A végtagok harom doméfib allnak, melyek kulonbdz struktirdkat tartalmaznak. A
stylopodium tartalmazza a humerust, illetve a famairzeugopodium a radiust €s ulnat,
illetve a tibiat és fibulat, az autopodium pedigbaépcsontokat és az ujjakat [52].

anterior

proximal <+ -\*(:) ---------------------- > distal

proximal > distal

ventral

Zeugopod Autopod

3. abra A végtagfejlodés harom tengely mentén torténi. A proximo-disztélis tengely a valltol az
ujjakig, az antero-poszterior tengely a hivelyldljja kisujjig, a dorzo-ventralis tengely a kézbkja
tenyér iranyaba mutat. A végtagok harom donééabnak: a stylopodium tartalmazza a humerusthit

a femurt, a zeugopodium a radiust és ulnat, illetveibiat és fibulat, az autopodium pedig a
kdzépcsontokat és az ujjakat [51].

A végtagfejpdést harom & szignalizaciés kdzpont szabalyozza. Aspikalis
ektodermalis gerinc (Apical Ectodermal Rige, AER) a végtagbimbo disztalis részén az
ektoderma magvastagodasa, ahol proliferativ, diffeidlatlan sejtek helyezkednek el,
melyek a végtagbimbé PD irdnya fgjesét biztositjak. Ennek a szignalizacios
koézpontnak a rikodését §ként négy FGF szabalyozza: FGF4, 8, 9, 17. Ezekethal
BMP és wnt csalad tobb tagja is tertitgk ebben a régidban. Egy Gjabb modell szerint a
végtag mesenchyma sejtekéelegesen a proximalis irAnyt meghatéarozo jelet klpen
laterdlis mezodermabdl, ami valésiiegy a retinasav (RA), mely a Meis homeobox
transzkripcids faktorok aktivalasan keresztll veajasmeg a proximalis struktarak
(stylopodium) kialakitasat [53]. Ezutan az AER-brke® ellentétes FGF szignal hatdséara
alakulnak ki a disztdlis struktardk (autopodium). &eugopodium struktdrai

sejtkapcsolatok kialakuldsaval figjinek ki a proximalis és disztalis domének hataran.
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A polarizaciés zona(Zone of Plarizing Activity, ZPA) a végtagbimbo6 disztalis,
poszterior részén lév sejtek csoportja, mely a Sonic hedgehog (Shh) ageérit
szekretélja, amely az AP tengely mentén tdrtdéejlodés (az ujjak kialakulasa)s f
szabdalyozéja. A ZPA-ban torténShh expressziohoz a Hoxb8 és az 5 HoxD gének
(HoxD10-13) aktivaci6ja szukséges [54]. KBb az autopodium morfogenezise soran e
gének expresszidja Shh fifgg valik [55]. Az Shh ugy fejti ki hatasat, hogy aP
tengely mentén gradienst képez. Azok a sejtek, ekelpagas Shh koncentraciénak
vannak kitéve poszterior struktirakat alakitangknkig az Shh forrastdl tavolabb tév
sejteki®l anterior strukturdk lesznek. Az ujjak kialakulbad nem csak az Shh
koncentracidjanak van kritikus szerepe, de annakagy a sejtek mennyi ideig vannak
kitéve az Shh hatasanak [56].

Az Shh és az FGF utvonalak kdzott egy pozitiv feedoop alakul ki, melynek soran az
Shh hatasara az FGF8 folyamatosan tefdilel ami indukdlja és fenntartja az FGF4, 9 és
17 expressziot, mig az FGF jelatviteli Ut az Shpregszidjanak fenntartasahoz szikséges
[57].

Klasszikus embrioldgiai kisérletekkel azonositotgly szignalizacids kézpontot a
dorzalis ektodermaban melynek a végtagbimbd DV tengelyének kialakitasalan
kulcsszerepe. Itt Wnt7a terndeik, mely a wnt Utvonalon keresztil szabalyozzarmax1b
LIM homeobox gén expressziojat, melynek a dorzghsiktarak kialakitasaban van
szerepe [58].

A dorzélis ektoderma és a ZPA jelatviteli Gtjai &tizis van kapcsolat, mivel a Wnt7a

szukseges a normal Shh expresszios szint fenrdhdtA$59].

2. AZ EUKARIOTA GENEK TRANSZKRIPCIOS SZABALYOZASA

2.1. Az eukaridta génexpresszié szabalyozasanak ¢éadsegei

A génexpresszio szabalyozdsanak legmagasabb sznijeomatin szintjén
tortérd szabalyozas. Eukariotdkban a transzkripcio tengaphé@m a szabad DNS, hanem a
kromatin. Ennek isméitls egységei a nukleoszomak, melyekben 145-147 bpNG
tekeredik fel egy hiszton oktamerre, mely a cosztonokbol (H2A, H2B, H3, H4) két-
két molekulat tartalmaz. A nukleoszomak kodzottkén DNS-hez a H1 hiszton Iiitik.

Ez a konzervalt nukleoprotein komplex 200+40 bptayiolsdgokban fedi le az eukariéta
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genomot [60,61]. Eukaridtakban két mechanizmus weam, a kromatint hozzaférhiate
teszi a transzkripcids faktorok és kofaktoraik saéam Kromatin modositdo és kromatin
remodeling komplexek. A kromatin modositasok a thisakon tortéi poszttranszlacios
modositasok, melyek altaldban a hisztonok N-terhisinéégiojat érintik (acetilacio,
metilacio, foszforilacio, ubiquitinacid, sumoylacié ADP-ribozilacid) [62]. A
modositasokat enzimkomplexek végzik, kozulik legabjellemzettek a hiszton acetil-
transzferdzok (HAT). A folyamat reverzibilis, aze#it csoportok eltavolitasat a hiszton
deacetildzok (HDAC) végzik. A hiszton remodelingrkaexek kézos tulajdonsaga, hogy
a nukleoszomak elmozditdsahoz ATP hidrolizisélgerik az energiat [63].

A génszabalyozds masodik szintjgranszkripcié szintjén tortéré szabalyozas.
Ez a nyitott kromatin régidkon megy végbe és léhetteszi az eukaridta gének
szovetspecifikus és féglési stadiumspecifikus kifejédését egy ére meghatarozott
program szerint. Ezt a programot kilonbdzanszkripcios faktoroktiansz faktorok)
irdnyitjak, amelyek a DNS specifikus szakaszaihmgz(elemek) kétdnek azon gének
kornyezetében, melyeknekikbdését szabalyozzak. Egyuttkidésik biztositja, hogy a
megfeleb gén promotere hozzaféridegyen a transzkripcidés apparatus szamara.
Amikor a transzkripciés komplex 0Osszeszéd@d, az RNS polimeraz Il (polll) C-
terminalis doménje foszforilalédik, elindul a trakepcio. Az elongéaciét a polll
aktivitasanak szabalyozasaval tobb faktor iranyé.

A kromatin- és transzkripcio szintszabalyozas mellett leldsEég van még a

génexpresszio szabalyozaséara a splicing és a ltaitsgzintjén is.

2.2. A transzkripciés szabalyozasban résztvévfontosabb fehérje komponensek

Az altalanos transzkripcios faktorokon (TFIIA-J)a&sszocialt faktorokon (TAF) kivil
a transzkripcios szabélyozas fontos részivavtulajdonképpeni transzkripcios faktorok.
Ezek altalaban nagy affinitdssal, szekvencia-sipesidn koddnek a DNS nagy arkaba. A
transzkripcids faktorok modularis felépiiég, tobbséguk rendelkezik DNS-felisres -
koto, dimerizacds és transzaktivacios doménnel is. ASB&EDH domének lehetnek Zn-
finger, helix-loop-helix, Leu-zipper, vagy homeod&m motivumok. Ilyen
tulajdonképpeni transzkripcios faktorok példaul MEI, IL1 és Hox faktorok. Ezek
altaldban kooperativan Kiinek a szabalyozd régiokhoz. Tobb fehérje-fehérje
interakciéra van szikség ahhoz, hogy a szabalyebhé@rjgk a megfelél affinitassal

kotodjenek a megfel6l DNS szakaszhoz. Az enhancereken kialakulo oly&teoprotein
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komplexeket, melyeket a transzkripcios faktoroktivaoraik €és a szerkezeti fehérjék
alkotnak, enhanceoszomaknak nevezzik.

Az emlitett faktorokon kivil a transzkripcidés sziypadsban szerepet jatszanak
még a hisztonok és a nem-hiszton kromatin kompaenstobbiak kézil a HMG (High
Mobility Group) szupercsalad kiemelkegelentsédi. Harom fehérjecsalad tartozik ide:
HMGA (HMG-AT hurok), HMGN (HMG-nukleoszoma-ké} és HMGB (HMG-box). A
kulonb6d HMG csaladok tagjai a legtobb eukaridta sejtbefejéasdnek, valtozatos
funkciokat latnak el. Kulonbdzstruktaraja, egyedi DNS-kétmotivumokat tartalmaznak.
A HMGB csaladba tartozo 6sszes fehérje rendelkBAIS-koth doménnel (HMG-box),
de nincs transzaktivacios domeénjik. Nem szekvespémifikusan a DNS kis arkaba
kotédnek, ezzel meghajlitva azt [75].

Vannak a HMG fehérjék és a tulajdonképpeni tranpelds faktorok kozotti
atmeneti tulajdonsagokkal rendelkewranszkripciés faktorok is. Illyenek a Sox csalad
tagjai, melyek HMG doménjiikkel kis szekvencia-sfigssal és kis affinitdssal kiitnek
a DNS kis arkaba. Egyes Sox fehérjék rendelkezrakstaktivacios doménnel is, ilyen
példaul a chondrogenezi$ifegulatora, a Sox9 (Id. késb).

Az RNS polimeraz Il a szdmos alegységével és aksiat szabalyoz6 tobb

faktorral az eukariota transzkripcié motorja [64].

2.3. A transzkripcids szabalyozasban résztvévDNS elemek

A core promoter a gének transzkripcids start helye (+1) korulidgegmely egy,
vagy tobb felismér helyet tartalmaz a szabéalyoz6 fehérjék részérehErjek kobdése
szilkséges a preiniciaciés komplex (PIC) Osszeréadsehez. A legismertebb ilyen
szekvencia a TATA-box, egy konszenzus AT gazdagyégni kdbhelyet biztosit a TBP
(TATA-koOt6 fehérje) részére [65]. Ez a transzkripcios stantpeistt 25-30 bazisparral
helyezkedik el, biztositva, hogy a transzkripcidfpsan a +1 poziciéban induljon el. A
TBP a TAF-okkal (TBP asszocialt faktorok) egyutalkdtja ki a tobb alegységb allé
iniciacios komplexet, a TFIID-t. A TFIID kétlése a TATA boxhoz az él$pése a stabil
transzkripcids komplex kialakuldsanak. Mas altaimanszkripcids faktorok (TFIIA-J) és
az RNS polimeraz Il kédéseével alakul ki a PIC [66].

A TATA boxon kivil mas DNS elemei is vannak a cpremotereknek. Illyenek az Inr
(initiator element), DPE (downstream promoter eletpeBRE (TFIIB recognition

elemet). Alacsonyabbretidk core promoterében egyetlen transzkripcidés stirtiaan,
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mig a magasabbretideukariotdk core promotereire jelletnzhogy tébb potencialis
transzkripcids starthellyel rendelkeznek, melyeky €-100 bp-os szakaszon belil
helyezkednek el [67,68].

A TATA-boxtél 5’ irdnyban - altalaban 40-110 bp tdsagban - egyéb promoter elemek is
talalhatok, lehetnek altalanosaferduld aktivatorok felisméihelyei. Ezek megléte nem
jellemzs minden génre, de ha jelen vannak, akkor a traimsz&r intenzitaséat
szabalyozzak. llyenek példaul a CCAAT-box és a G&-b

Vannakpozitiv és negativ szabalyoz6 elemgknelyek bizonyos tavolsagon belil, vagy
pozicidjuktdl fuggen aktivaljak, vagy gatoljak a promotefikddését.

Az enhancerek a transzkripciés starthebjt sokkal tavolabb elhelyezkéd
szabdlyozé régiok, amelyek a gé@nimért tavolsaguktdl és orientaciojuktél fuggetlent
képesek nagysagrendekkel megndvelni a promotervitdisiit. Elhelyezkedhetnek
exonban, intronban, az 5 és 3 nem transzlalédgiokban. Egér é€s human
szovetspecifikus enhancerekre jellémz hogy akar 100 kbp tavolsagra is
elhelyezkedhetnek a génhataroktdl [69]. akddésiikre jellemz hogy bizonyos
enhancerek a TATA boxot tartalmaz6 promoterekefepijak, masok viszont a DPE
tartalmuakat [70].

Az enhancerek szekvencidja a halaktdl azosiiMig rendkivil konzervalt, jeletgégiiket
az is jelzi, hogy bizonyos betegségek kialakuldsaba enhancer szekvenciakban
bekbvetke# deléciok, mutéacidk jatszanak szerepet. llyen példad vazfejbdés
szabalyozasaban kulcsfontossagt Shh gén regulatgréd ZRS (ZPA regulatory
sequence) veégtagspecifikus enhancerben bekodvetkpaetmutacio, amely preaxilaris
polydactiliat okoz [71,72].

A silencerekaz enhancerekkel ellentétesikiidési regulald elemek, amelyek az
adott gén kifejegdését tavolsagtol és iranytdl fliggetleniditeliesen gatoljak.

A silencer elemek rovid motivumok, melyek pozicldfil fuggetlendl, a hozzajuk kaédo
represszor fehérjék altal megakadalyozzak a PlQeggsreldését. Ezek altaldban a
transzkripcios starthel§t 3’ iranyban helyezkednek el [66,73].

Az enhancerek és silencerek tobb gétikdaését is iranyithatjak, de bizonyos
esetekben ezek az interakciok nem kivanatosak.désigkre alakultak ki ainzulatorok,
melyek olyan cisz regulél6é elemek, amik megakadagk, hogy a szabalyozo régidk a
szomszédos géneken is kifejtsék hatdsukat. Azataak két médon fkddhetnek. Ha
az enhancer és a promoter kozétt helyezkedneklebr alirekt moédon akadalyozzak az

enhancer-promoter komplex kialakuladsat. Ha az esli- héterokromatin hatarokon
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helyezkednek el, akkor pedig akadalyozzak a kromatizott mértél atrendeédését
[74].

2.4. A transzgenikus allatmodellek szerepe az eukariota génregulacio

tanulmanyozésaban

A transzgenikus technikak leldeget kindlnak tobbek kdzott a génregulacio és a
sejtdifferencialodas tanulmanyozéasara, szovet-e@8deési allapotspecifikus szabalyozé
elemekin vivo azonositasara, valamint human genetikai betegs@gelellezésére eiid
rendszerekben. A leggyakrabban hasznalt modell @laegér, mivel rovid a generacios
ideje, viszonylag kénnyen tarthatd, valamint a skelzésre allo transzgenikus technikak
jelents részét egérben irtak le.

Transzgenikus allatok @&illitasa tobbféle modszerrel lehetséges.

A rekombinans DNS technikavalasdllitott DNS vektorok mikroinjektalassal val6 ditek
bejuttatdsa megtermékenyitett petesejtek hibmafjjdba az egyik ekeént leirt [76],
leginkdbb elterjedt és sikeres modja a transzgendlatok eballitdsanak. Ez a rendszer
lehetvé teszi a bejuttatott konstrukcié hatasanak tadojrazasat a normal embrionalis
fejlodés sordn. Az injektaldshoz linearizalt DNS-t haszak, amit elzéleg
baktériumokban szaporitanak fel. A rekombinans ISaltalaban tébb képia jut be,
ezek legtobbszor egyltt, fej-lab elrendldzsben integradlodnak a genomba. A
kromoszoman az integracios helyet a véletlerigredétrejow kromoszomalis torések
szolgéaltatjak. A beépulés a kromoszomaszerkezethbeendeédéseket, deléciokat,
duplikacidkat, inverzidkat is okozhat, igy az int@gdas helye modosithatia a
kifejezodési mintazatot. Hasonlé hatasu lehet, h#és epromoter/enhancer, illetve
represszor kornyezetébe integralodik a transzgétfohmtossagl génbe valdé beépllés
fenotipusvaltozast okozhat, vagy inszercios mutdeiet a kovetkezménye, ami tobb
biolégiai funkciét is befolyasolhat, vagy embridlidlokozhat [76]. A pozicié effektusok
kikliszbbolésére a transzgén konstrukciokba cdisireulator szekvenciakat épiteni. A
genomi kdrnyezetll addédd hatadsokat pedig megféledzamu alapitd embrid, illetve az
azokbdl létrehozott transzgenikus vonalakbdl szadémadllatok vizsgéalataval
detektalhatjuk.

Altalaban jellem#, hogy a transzgénben jelendéwtronok novelik az expresszio szintjét

[77], mivel ezek jelenléte leh®té teszi a transzgén splicing-jat, ami stabilabbN8R
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kialakulasat és az RNS hatékonyabb transzportj@dneényezi a sejtmagbdl a
citoplazmaba [130].

Korlatai ellenére a pronukleusz mikroinjektalas sapfibb és gyorsabb maddja a regulald
régiok mikodésénekin vivo vizsgalatara, mint az ES sejtekben tdtéimomolog

rekombinécién és blasztociszta injektalason algpditiségesebb modszer.

3. A PORCSPECIFIKUS GENEXPRESSZIO TRANSZKRIPCIOS
SZABALYOZASA

3.1. A Sox-trié

A porcfejlodésben szerepet jatszé transzkripcios faktorok lkédiggfontosabbak a
HMG (high mobility group) domént tartalmazé Soxr{&related HMG bok csalad tagjai.
Neviket az Y kromoszoman k@vhere fejpdést meghatarozé SRY d&determining
region on_Ychromosome) fehérje utan kaptak. Azok a transekigpfaktorok tartoznak
ebbe a csalddba, amelyek HMGB doménje legalabb &®%emoldgiat mutat a SRY
HMGB doménjével. Az ide tartozo transzkripcios fakkat szekvencia homologia
alapjan emberben és egérben nyolc alcsoportbadshtni [78].

A tipikus transzkripcios faktorokkal ellentétbersax fehérjék a DNS kis arkaba gyengén
kotodve hajlitiak meg azt. A kétés kis szekvencia specificitasy, konszenzus
felismebhelylk a kévetkez 5'-(A/T)(A/T)CAA(A/T)G-3' [78,79].

A chondrogenezis szempontjabol kiemelkeal fontos Sox faktorok az an. Sox
trid tagjai: A Sox5/L-Sox5 és Sox6 a D csoportba tartoznak, nem rendelkeznek
transzaktivacios doménnel, inkdbb a transzkripci@B®mplexek szerkezetének
kialakitasaert felékek.

A Sox9 az E csoport tagjaként rendelkezik transzaktivea@émeénnel, transzkripcios
faktorként direkt szerepe van tobb porc matrix fEtékodolé gén, tbbbek kodzott a
matrilin-1 gén szabalyozéasaban is [80].

A Sox-tri6 tagjai kozil a Sox9 a porcképEs B regulatora, de mas szervek, szdvetek
(him nemi szervek, sziv, oligodendrocitdk) embrisndejlodése soran is jeletg a
szerepe [81,82].A porcfejlddés soran mar az elkotelezett osteochondroprogekiian
expresszalodik és a mesenchyma sejtek kondenzétiégészen a prehipertrof stadiumig
aktiv. Emberben a Sox9 gén haploid mutacioja cangtiordisplasiat okoz, mely a hosszu

csontok abnormalis gorbuletével és egyéddesi rendellenességekkel jar [83]. Egérben
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heterozigbta Sox9 mutansok a campomelic displagiali@sonlé vazfejldési
rendellenességeket mutatnak, a mesenchyma sepelekmpacioja nem, vagy késve megy
végbe, a hipertréf zona kiterjedtebb, a poré ébtt mineralizalodik [84,85]. Tovabbi
.loss-of-function” és ,gain-of-function” mutansokzggéalata soran bebizonyosodott, hogy
a Sox9-nek nem csak az osteochondroprogenitorakedtitydésében és a mesenchyma
hipertréf stadium eléréséig [82].

Annak ellenére, hogy a Sox9 a porddigs  regulatora, szabalyozasanak pontos
mechanizmusa még nem ismert. Tobb kisérleti remoereazonban kimutattak, hogy a
chondrogenezisben szerepet jatsz6 bizonyos jelmidliek a Sox9 szabdalyozoi
transzkripcios, illetve fehérje szinten is.

Mesenchyma és chondrocyta sejtekben tobb FGF ligajglentsen megnoveli a Sox9
kifejezodési szintjét a MAPK jelatviteli uton keresztul [86

A Sox9 két konszenzus foszforilaciés helyet tartdna cAMP-fligg§ protein kinaz A
(PKA) szamara. A foszforilaci6 megnoveli a fehéreNS-kot kapacitasat és
transzkripciés aktivitasat [87]. Mivel a PKA a PTMjelatviteli at egyik komponense,
valdszirii, hogy a Sox9 a PTHrP Ut egyik célmolekulaja. Brtdsztja ala az az eredmény
is, hogy a H89, ami a PKA specifikus inhibitoratal@ a Sox9 foszforilaciojat [87].

Az IL1 és a TNk gatoljak a Sox9 gén expresszidjat. Ezt a hatasukidiszirileg az
NFkB uton keresztul érvényesitik [88], ahogy azt hurnaigolyakdzti porckorongokbol
izolalt sejtek esetében tapasztaitakitro kisérletekben [89].

Leirtak tovabbda, hogy a Sox9 a CBP/p300 (Creb-bimdprotein) komplexhez
kapcsolodva k@idik a Col2algén enhanceréhez, aktivalva ezzel a transzkrifadt

Ezek az adatok is azt tamasztjdk ala, hogy a Soxtorafejbdés szabalyozdsaban
nélkilozhetetlen.

A chondroblastok differencialédasahoz és a novediedéorong zonalis
szerkezetének kialakulasahoz a Sox9-en kivil L-SBoe-ra is szikség van.
Hianyukban nem aktivalédik a matrilin-1 gén és désika tobbi porcfehérje géidc,
Crtll) expresszios szintje is.

Az L-Sox5 (a Sox5 hosszabb izoformaja) és Sox6 @gd#ejezodési mintazata a
porcfejlbdés soran nagymeértékben atfed a Sox9 génével FXHn gének kulon-kulon
kiltése kisebb véazrendszeri eltéréseket okoz, mtszoindkét gén egyittes kiltése

altalanos chondrodysplasidhoz vezet [92].
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3.2. A Sox-tri6 altal szabalyozott porc matrix fehérjéke kddolo gének

A Sox-tri6 tébb porc matrix fehérjét kddold gén lsalyozasdban fontos résztéeA
Sox9 az N-terminalis HMGB doménjein keresztll hommaatként, mig a Sox5, Sox6 az
N-terminalis coiled-coil doménjein keresztil homtietve heterodimerként kapcsolodik a
kotohelyeihez [93,94].

A Col2al gén porcspecifikus szabalyozo régiéjarsak iatronjaban azonositottak egy 48
bp hosszUsdgu enhancer elemet, amelynek jelenl&gséges feltétele a gén
porcspecifikus expressziojanak [95]. Ez az enhaalmn négy Sox kdhelyet tartalmaz,
melyen keresztll a Sox-tri6 mas transzkripcios daktkal egyittnikddve aktivalja a
Col2almiikodését [96].

A Col9al gén enhancer elemében négy Sox konszematigumot azonositottak, melyek
kettesével rendéznek péarokba. Ezekhez két Sox9 dimer 6Hése szikséges a
transzkripcio aktivalasahoz [97].

Hasonl6 HMGB domén kdéhelyeket talaltak a Collla2 gén promoterének S6jélyan,
melyekil szintén kidertlt, hogy képesek Sox9-cel (és edwddorokkal) transzkripcids
komplexet lIétrehozni, mely porcspecifikus expresseredményez [98].

A legutobb felfedezett kollagén, a Col27al gén enba elemében szintén talalhatok
Sox9 kobhelyek, melyek aktiv szerepet jatszanak a gén zkaipeios szabalyozasaban
[99].

A kollagéneken kivil méas matrix fehérjéket kodoléngk szabalyozdsaban is részt
vesznek a Sox-trio tagjai. llyen példaul az aggnel@n, melynek a 4,5 kb-os &limtronja
tartalmaz Sox9 kéhelyeket [100]. A CD-RAP (cartilage-derived retioracid-sensitive
protein) gén promoterében szintén talalhaté Soxskemzus motivum, melyhez a Sox9
kotodése aktivalja a transzkripciot [101].

Ezen gének Sox faktorok altal tortészabalyozasanak kozés vonasa, hogy a Sox
kotdhelyek minden esetben tébb kopiaban, ellentétesn@tioban helyezkednek el,
hozzajuk a Sox9 mindig dimer formaban ddik. Szadmos kisérlet tamasztja ala, hogy a
Sox9 dimerizaciojara csak a chondrogenezis szabédatan van sziikség, mig a nemi
jelleg kialakitasaban szerepet jatsz6 két ismart géSF1 (Steroidogenic Factor 1) és az
AMH (anti-Mullerian hormon) esetében a Sox9 monomemnéian kapcsolodik az egy
kopiaban jelen l&v kétdhelyéhez [102].
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3.3. A matrilin-1 gén szerkezete és transzkripcios szabfzasa

SI Ine bzl
Matnl
rovid promoter
ﬁ 8 E102 %D
S Sox9/NFI A
] 1
-334 +1+31 +156 +8745%\ +1819
LIE
+858 +904

4. 4bra A csirke matrilin-1 gén szabalyozé elemei és a hagmk két6dé transzkripcios faktorok.
Dpel és Dpe2, disztalis promoter elemels,ELO2 bp-os introni elem; Ine, iniciator elem; Lli&troni
elem; Pel, proximalis promoter elem; Sl és Slgmsier elem | és

Csoportunk korabbi kisérletekben mar felderitettesiske matrilin-1 gén szerkezetét
és B szabalyozé régidit. Ez a gén a csirke genombarképgiaban talalhaté meg. 18 kb
hosszlsagu, nyolc exonbdl és hét intronbdl épu[1féB]. A génnek két transzkripcids
startpontja van, amik egymastél nyolc bp tavolsabedyezkednek el. A promoter
régioban egy CAT- és egy TATA-steszekvencia (TTAATA) talalhatdé. A TATA-box és
annak kozvetlen kdrnyezete szovetspecifikusarikddik, tranziens expresszios
kisérletekben CAT riporter gén elé épitve minimatpoterként funkcional, mely
fibroblasztokban is aktiv [103].

Korabbi tranziens expresszios vizsgalatokbol kilehingy mind az elsintron, mind
pedig a hosszU promoter szakasz tartalmaz pordsoesciszabalyozo régiokat [104].
Mivel a gén minimal promotere viszonylag alacsoritivitasu, ezért valoszimek
latszott, hogy a transzkripcié hatasfokanak meglédéhez s pozitiv szabalyozo
elemek jelenléte szikséges. llyen porcspecifikusarcer elemet azonositottak azéels
intronban a +578 és +966 bazisparok kozott [104]matrilin-1 gén szabalyozasaban
silencer elemek is kdzrdrkodnek. Ilyen régié talalhaté a gén promoteritel0.7 és 6.8
kb tavolsagban, amely chondrocyta-specifikusatikadik. A-334 és —15 helyzet
proximalis promoter szakasz két negativ szabalyeleinet hordoz, melyek tranziens
expresszios kisérletekben mind chondrocytakband fitimoblasztokban fikddnek és Nfi
transzkripcios faktor kéhelyeket tartalmaznak [105] (4. abra).

Korabbi kisérletek azt mutatjak, hogy a csirke gémnszgenikus egerekben is
jellegzetes, dkitett porcspecifikus kifejgglést mutat és nem aktiv a fiatal

chondroblastokban [106]. A hosszU promoter egyedityy az introni szakasszal egyutt
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képes az endogén génre jellémzzovet- és fefldési allapotspecifikus riportergén
kifejezodést iranyitani porcsejtekben. A legmagasabb &zaxpresszid a névekedési
korong proliferativ és prehipertréf zonéiban fidyeth meg. A révid promoter az introni
szakasszal egyitt is képes hasonlédikitett, porcspecifikus mintdzati, de sokkal kisebb

aktivitasu riportergén expressziot iranyitani [107]
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CELKIT UZESEK

A matrilin-1 gén egyedi tulajdonsdga, hogy kiféj@ese az endochondralis

csontosodas soran a ndvekedési korong prolifeéatiprehipertréf zonéira korlatozodik.

Ez olyan szabalyoz6 mechanizmusokat feltételezyakehasonloak, illetve kiulonbbéek

lehetnek mas porc méatrix fehérjéket kodol6 génahszkripcios szabalyozasatol.

Kisérleteinkkel arra keressuk a valaszt, hogy algg#hbban mar azonositott szabalyozo

elemei kozul melyik és milyen mértékben befolydsolp szovet- és félési

allapotspecifikus kifejgmést, valamint hogy azonos, vagy kulonbdaNS szakaszok

felelések-e ezért a szabalyozasért.

Ennek érdekében a kovetkekisérleti feladatok megvalositasértiik ki célul:

A mar kordbban leirt szabalyozd elemek kulodbdzombinacidival riporter
konstrukciok létrehozdsa. A konstrukciok aktivitdsi@ meghatarozasa tranziens
expresszios kisérletekben kilonb&ejtkultdrakban.

Olyan konstrukciok kivalasztasa, melyek hatassahalit a gén szdvet- és fajesi
allapotspecifikus kifejeimésére.

A szabdlyozasban részt wewox faktorok kaidésének igazolasen vitro EMSA
kisérletekben.

A megfeleb DNS-elem kombinaciokkalLacZ riporter konstrukciok készitése,
melyekkel transzgenikus egereket hozunk létre, Iaggisukain vivo vizsgalhassuk.

Az injektalasbol szarmazo alapitd (FO), és a trgeisikus vonalakbol szarmazo
embriokban a transzgén expresszid térbeli é8belil vizsgalata hisztologiai
modszerekkel.

A fenti kisérletek alapjan a kulonk®ztranszgének expressziés mintazatanak
O0sszehasonlit6 vizsgélata és a mintdzat kialaléithséelebs DNS elemek
behatarolasa.

DNS elemekben pontmutaciét hordozacZ konstrukciok létrehozasa és a mutaciok

in vivo hatasanak vizsgélata transzgenikus egerekben.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Plazmid konstrukciok

1.1. Tranziens expresszios kisérletekhez hasznalt plaztak készitése

A rovid (-334/+67), illetve a teljes hosszUsaguOE2/+67) matrilin-1 promoter
altal irdnyitott luciferaz riporter gént tartalmalzonstrukciok (FO15Luc és AC8Luc) mar
rendelkezésunkre alltak [80].

A promoter roviditési sorozathoz a matrilin-1 PS#Hel (-2011/-948), Pstl-
Bglli(feltoltott)  (-2011/-1134),  Pstl-EcoRI(feltd@itt)  (-2011/-1394),  Pstl-
Hindlll(feltoltétt) (-2011/-1741) promoter szakasad az FO15Luc vektor Pstl-Sacl,
illetve Pstl-Sacl(feltoltott) helyeire a szokas@ngebészeti médszerekkel épitettik be.

A PelM1, PelM4, IneM1, IneM2, IneM3 mutacidkatahrtazo rovid promoteres
konstrukciok PCR-alapli mutagenezissel késziltekik@hange, Stratagene), melynek
templatja az FO15-Luc plazmid volt. A reakciéhoanagfelet pontmutaciét hordozo
oligonukleotidokat hasznaltuk [80]. Az AC8Luc musamaltozatainak éAhllitasahoz a
megfeleb FO15-Luc konstrukcidk rovid promoterét egészitetkil a teljes hosszusagu
promoterre [80].

A 8XEcoparFO15-Luc, 16XEq2arFO15-Luc és a Dpel és Dpe2 elemeket
kilénb6d kombinaciokban tartalmazoé klonokat Dr. Kénesi Ebes készitette.

A 8XEcoizar8XEio-FO15-Luc konstrukciohoz a 8xk2arFO15-Luc plazmid
Spel(feltoltott)-Sacl helyeire klonoztuk a 8xENAD1 vektorbdl Sall(feltoltétt)-Sacl
enzimekkel kivagott 8xk, fragmentumot.

A 8XEcopar8xE0-PC-Luc ebéllitasahoz az 66 klonbdl a Sacl(feltdltott)-Ncol
fragmentumot Kklénoztuk &t az Apal(feltdltott)-Ncanzimekkel emésztett PC-Luc
plazmidba, melyet ugy allitottunk églhogy az FO15-Luc plazmid Ncol-Apal helyeire
épitettiik aCol2alminimal promotert.

A 8XEcopar8XLIE Kpnl-Smal fragmentumot az ugyanigy emészte@15-be
épitve kaptuk meg a 8xEoar8XLIE-FO15-Luc kiént.

A 8XEcopar8XLIE-PC-Luc-hoz az ék6 klon Kpnl-Spel fragmentumat klonoztuk
az ugyanigy emeésztett 8xparFO15-be.

Minden konstrukciot restrikcios emeésztéssel és \smmiia analizissel

ellemriztink.
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1.2. Transzgenikus egerek dallitasahoz hasznalt plazmidok készitése

A poziciok a csirkematrilin-1 TATA motivumanak el T nukleotidjatél
szamitottak.

A NAD1 konstrukcié ebéllitasahoz a matrilin-1 gén -334/+67 rdvid pronnote
szakaszat a pUC8SCMP14nB/D szubklénbdl tavolitottek Kpnl(feltoltdtt)-Ncol
emeésztéssel, majd a pJB-AD vektor HindllI(felt&téticol helyeire épitettik. A pJB-AD
vektort agy készitettiik, hogy a pJB-HRV vektor [[LBI6tI-Ncol helyeire ligaltuk a Notl,
Sall, Pstl, Hindlll, Bglll, Ncol polilinkert. ALacZ kazettat az SV40 nukleéris transzport
szignal és az MP-1 poliadenilacios hely hatarolta.

A PS-NAD1 és PB-NAD1 vektorokat ugy keészitettikgy@ matrilin-1 -2011/-
948, illetve -2011/-1134 szakaszat a megéelatiferaz riporteres konstrukciobol Sall,
illetve Notl-Sall emésztéssel klbnoztuk at a megfeln emésztett NAD1-be.

A 8xXEcoparNAD1 és 16xkqp2arNAD1 konstrukciokhoz aCol2al enhancer
megfeleb szamu kopiait egy szubklonbdl vagtuk ki Notl-Sathésztéssel és az ugyanigy
emeésztett NAD1 vektorba ligaltuk.

A APelM4-TR70, AlIneMI-TR70 és AlneM2-TR70 konstrukciokhoz a TR70
transzgén Pstl-Ncol szakaszat cseréltik ki a melgfehutaciot hordozé ACS8-Luc
konstrukciokbol.

A 8xDpel-NAD1 és aADpe2-NAD1 transzgéneket ugy allitottukéehogy a
luciferaz riportert tartalmazd konstrukciokbdl (8x&L-FO15Luc, illetveADpe2-FO15-
Luc) Kpnl(feltoltott)-Pstl, illetve Pstl-Ncol emégssel a megfelélszakaszt kivagtuk és a
NAD1 vektor Sall(feltoltott)-Pstl, illetve Pstl-Ntbelyeire épitettik.

A PS-PC konstrukcio ééllitAsdhoz a Col2al gén promoterét egy szubklénbdl
tavolitottuk el Apal(feltoltott)-Smal emésztéssahjd a PS-NAD1 plazmid feltoltott Pstl-
Ncol helyeire épitettik.

Clal(feltoltott)-Xbal emésztéssel eltavolitottuk é@s Smal-Xbal enzimekkel felnyitott
4xLIE-NAD1 vektorba klénoztuk.
szubklénbdl Sall-Smal emésztéssel vagtuk ki és @DNASall-Pstl(feltdltott) helyeire

épitettik.
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Minden konstrukciét restrikci6s emésztéssel és smmkia analizissel

ellemriztink.

2. Transzgenikus egerek délallitasa

A LacZriporter gént tartalmazo6 konstrukciokat Notl-Kmrhésztéssel hasitottuk,
a szabdlyozo régiokat és a LacZ gént tartalmazgnfeamtumot elvalasztottuk a vektortol.
A tisztitott fragmentumokat éjszakan at dializa)Jtakajd mikroinjektalassal juttattuk az
egerek megtermékenyitett petesejtjeinek hitmabjaba. Ehhez donorként 4-6 hetes,
szuperovulaltatott (C57BL/6XCBA) F1 hibrid, illetv€VB nostényeket hasznaltunk
(Charles River Laboratories, Magyarorszag). A tulggotakat 2 honaposnal dsebb,
vazektomizalt Swiss himmel paroztatott, alvemhesI1Cicipiens @stényekbe ultettiik
(Charles River Laboratories, Magyarorszag). A pkbewsz mikroinjektalast Dr. Sinkd
lldikd és Dr. Molnar Annamaria végezték.

Az embriondlis feppdés 15,5. napjan (E15,5) ao6stényeket cervikalis
diszloké&cidoval aldoztuk fel, az embridkat csaszdsaessel nyertik ki.

3. A transzgének jelenlétének igazolasa

3.1. PCR

A LacZriporter gént hordoz6 egereket a LacZ szekvende&reezett primer parral
azonositottuk.
LacZ-F 5’-CGCGTTTCATCTGTGGT-3
LacZ-R 5-CCGACATCGCAGGCTTC-3’

A reakciohoz farokbdl, vagy meéhlepeyhizolalt DNS-t hasznéltunk, melyhez a
szOveteket éjszakan at emésztettik 0,5 mg/m| pémek oldatban 55 °C-on, majd a
DNS-t fenol:kloroform:izo-amil-alkoholos kicsapakseertik ki. Negativ kontrollként

vad tipusu egér DNS-ét hasznaltuk.
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3.2. Dot blot

20 pg farokbdl izolalt DNS-t 10 perces forralassal dargtunk, majd 20xSSPE-
vel (3M NaCl, 200 mM NakPO4 pH7.4, 20 mM EDTA) 6sszekeverve hidegen tatott
A Dot blot készulékre vizzel, majd 2xSSPE-vel matyesitett Amersham nylon filtert és
20xSSPE-vel megnedvesitett Watmann 3MM papirt élyd. Minden mintabol 2x120
-t tettlink a lyukakba, majd vizlégszivoval vakuurgtesitve atdmtik azokat.

Ezutan 3M NaCl és 500 mM NaOH denaturald keverékikgljd 3M NaCl és 500 mM

Tris-HCI pH7.2 neutralizdlo keverékkel itattuk atfiltert. Széaritas utan UV fénnyel

keresztkotottik. (2 perc, 700 kJ/®m A filtert két 6ran at, 65°C-on, 5XSSPE,
0,5xDenhards, 0,5% SDS keverékébeihidridizaltuk. Ezutdn 2000000 cpm jeldlt probéat
adtunk hozza és egy éjszakan at folytattuk a hi#idst. Masnap a filtert 65°C-on, 15
percig 1xSSC, 0,1% SDS keverékében mostuk, majénigy 0,1xSSC, 0,1% SDS
keverékében.

A filtereket két napig expondltuk, a radioaktiv ejedt Typhoon 8600 (Molecular

Dynamics) készilékkel jelenitettik meg. Kontrollkéy 5, 10, 20 transzgén képianak

megfeleb plazmid DNS-t hasznaltunk.

4, A B-galaktozidaz aktivitas detektalasa egész embriorsénetszeten

Az embridkat koruktol fuggen 10-30 percig tartottuk fixalé oldatban (100 mM
natrium-foszfat puffer (pH 7,3), 0,2% glutaraldehid mM EGTA, 2 mM MgCI)
szobalbmérsékleten, enyhén razatva. Ezutan a fixalé dld#tergens oldatra cseréltik,
majd 3x10-30 perc razatas utan 1mg/ml X-gal (5-lwekkloro-3-indolf-D-
galaktopiranozid), 5 mM kélium-ferricianid, 5mM kéin-ferrocianid, 20 mM TRIS-HCI
(pH 7,3), 2 mM MgClI, 0,01% natrium-deoxikolat, 0992NP-40 oldatban festettik
éjszakan at, 37 °C-on, sotétben. A festés utaaldst az €1z6hdz hasonld, EGTA nélkuli
fixal6é oldatban végeztik egy éjszakan at 4 °C-oashp az embridkat PBS-ben mostuk.
A felvételeket DC300F kameraval felszerelt Leica MIAI sztereomikroszkoppal
készitettuk.

A metszeten torté$ festéshezmz embriokat az &tdekben leirtak szerint fixaltuk.
Ezutan a fixalo oldatot 20% szacharozt tartalma2® hM Na-foszfat pufferre (pH 7,3)

cseréltuk, és addig tartottuk benne az embriok@talt, amig azok lesillyedtek az edény

29



aljara. Ezt koveten eltavolitottuk réluk a felesleges folyadékot@ST Tissue Techbe
agyaztuk, szarazjégen lefagyasztottuk és metsz&6igC-on taroltuléket. A blokkokbdl
kriosztattal 1Qum-es metszeteket készitettiink, melyeket 2 pera@tpaban fixaltunk.
Detergens oldattal tortérmosas utan a metszetekre a fent leirt X-gal festtttink és
egy éjszakan at szob@hérsékleten, sotétben, kevertetve festettik.

A metszeteket masnap detergenses moséoldattakttittitle, majd 10Qul, 0,5 %-o0s,
vizben oldott eozint cseppentettiink rajuk, 1 peénwizzel lemostuk. Szaradas utan a
metszeteket glicerin-zselatinnal lefedtiik. A metisket Nikon Eclipse E600 mikroszkopra
szerelt Spot RT Slider kameraval fotéztuk. Az alefdészitéséhez Adobe Photoshop 8.0

és CorelDraw X4 programokat hasznaltunk.

5. Alkalmazott sejtkultdrak készitése

Csirke embirio fibroblaszt (CEF)

Csirke primer fibroblaszt kulturat 8-10 napos erakiidl készitettlink [105].
Tripszines kezelés utan a fibroblasztokat dssgégyiik és 10% szérummal kiegészitett
DMEM tapoldatban tartottuk. A masnap ismételt Zipszés utan 7xfGsejtet 24 lyuku
lemezre tettlnk ki.

Csirke embrio porcsejt (CEC)

A csirke primer chondrocyta kultrahoz 14,5 napasrke embriék porcos
sternumat eltavolitottuk, majd 0,1 %-o0s kollagemhzmésztettiik [105]. A sejteket 10%
szérummal kiegészitett DMEM tapoldatban tartottidk1®® sejtet 24 lyukd lemezre
tettink ki. Ez a kultaradcként kési proliferativ (1.b) stadiumu porcsejteédoall.

Nagy sejtdiriisédi mesenchyma (HDM)

4,5 napos csirke embriok végtag kezdemérdyeilripszines emeésztéssel
chondroprogenitor sejteket preparaltunk, melyekyreigiségben tenyésztve porcca, mig
kis diriségben csontta és k8rzovetté differencialédnak. A chondrogenesis korai
stadiumat képvisél HDM kultarat tgy készitettilk, hogy 5x18ejtet lemezeltiink ki 35
mm atmeébji petri csészére, a sejteket 10% szérummal kiegésEiAM (F-12):DMEM

tapoldatok 6:4 ardnyu keverékében tenyésztettiik.
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6. Tranziens expresszio

A CEC, CEF és HDM sejtkulturakat transzfekci@tel24 oraval tripszineztik,
majd 7x10, illetve 5x10 sejtdiriségben lemezeltilk ki. A transzfekcié6 a Ca-foszfat
koprecipitaciés modszerrel tortént [105], melyhelu@feraz riporter konstrukciokbol 2,
illetve 5 pg-ot hasznaltunk. A transzfekcid hatékonysagankdndakésére pGL3 kontrol
vektort (Promega) hasznaltunk. A sejteket 48 (CEEF), illetve 36 (HDM) d6raval a
transzfekcid utan lecentrifugaltuk, 2@0lizis pufferben (50 mM Tris-HCI, 2 mM DTT,
0,5 mM EDTA, 0,5 mM EGTA, 1% NP-3Qeltartuk. A luciferaz aktivitast a feltliszobol
mértik  luciferin  szubsztrat  (Promgdga hozzzaadasaval Luminoscan  Ascent
(ThermoLabsystem 2.6) luminométeren.

Az eredmények 4-10 figgetlen mérés atlagai.

7. Fehérje expresszi6 és tisztitas

Az EMSA-hoz hasznalt fehérjéket (GST-L-Sox5, GSD¥Es GST-SOX9) BL21
codon+RIL E. coli sejtekben termeltettik, amelyelenpicilinnel kiegészitett 2YT
tapoldatban novesztettlink. A termelést¢gE0,6 értéknél 0,3 mM IPTG-vel indukaltuk,
a sejteket 4 h mulva lecentrifugaltuk és lefagyattzk, majd 3 ml lizis pufferben (50 mM
Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, 5 mM EDTARH % szukrdz) szonikalassal
tartuk fel. Centrifugalas utan a feltiliszot gluatszefar6z 4B oszlopon°€-on 2 éran at
forgattuk. Haromszor mostuk moso I. (250 mM NaCmBl EDTA, 50 mM Tris-HCI pH
7,5), majd moso 11.(120 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mMisHCI pH 7,6) oldattal. Az
oszloprél 10mM GSH hozzaadéasaval eludltuk, prot@inlo pufferrel (20 mM Tris-HCI
pH7,9, 50 mM KCI, 4 mM MgGl 3 mM DTT, 0,5 mM EDTA, 20% glicerin) szemben 4
°C-on éjszakan at dializaltuk. Az aliquotokat felha@asig folyékony nitrogénben

taroltuk.

8. Sejtmagi kivonatok készitése EMSA és pull down kidétekhez

10’ CEC, illetve CEF sejtet PBS-sel kétszer mosturdjdrs00ul A pufferben (10
HEPES pH7,9, 10 mM KCI, 0,1 mM EDTA) 10 percig sabin tartottuk. Centrifugélas
utan a csapadékot 1 ml B pufferben (20 mM HEPES 81400 mM NaCl, 1 mM EDTA,

10% glicerin) két 6ran at AC-on ebsen razattuk. Centrifugalas utan a feluliszot kis
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mennyiségekre szétosztva folyékony nitrogénbenrittéroMindkét puffert a kdvetkeér
proteaz gatlékkal egészitettik ki: 1 mM DTT, 0,5 niNSF, 0,001ug/ ul aprotinin,
leupeptin, pepsztatin A.

9. EMSA

30 fmol [y->%P] ATP végijelolt DNS probat inkubaltunk 30°C-on 3€rcig tisztitott,
GST-fuzios SOX9, L-Sox5, Sox6 fehérjékkel 500 ngmnespecifikus kompetitor
[p(dGdC)] jelenlétében a kovetkepufferben: 200mM TrisHCI (pH7,9), 20 mM Mggl
0,5 mM EDTA, 11 mM DTT, 0,25% NP40, 8% ficoll, 25@y/ml BSA. Az elektroforézist
eléfuttatott (2h, 200V), 5 %-os poliakrilamid gélen°@—on 160 V-tal végeztiik 0,25%
TBE pufferben. A gélt szaritas utan két napig edboik, a radioaktiv jeleket Typhoon
8600 (Molecular Dynamics) készulékkel jelenitethi&g.

10. Pull down

A biotinilalt oligonukleotidot (Pel) a gyarté (Dyinmagnetic beads, Invitrogen)
utasitdsa szerint rogzitettik a magneses gyongyokhd nem specifikus kotések
kivédésére a sejtmagi kivonatokat Ures gyongyokkielibaltuk 20 percig szobéh a
kovetked pufferben: 20 mM Tris pH7,4, 50 mM KCI, 3,5 mM DJT0,2 mM EDTA, 4
mM MgCl,. Ezutan a kivonatot 10Ql gyongyhoz rogzitett oligonukleotidhoz adtuk,
ugyanebben a pufferben 40 percig, szébalassan mozgattuk. Eltciokor a gyongyokhoz
2xLaemmli mintapuffert adtunk, 5 perc forralas ui®86-os poliakrilamid gélen futtattuk.
A gélbdl Coommassie G250 festés utan kivagtuk a specifikilsokat, melyeket az SZBK
Proteomikai laboratériumédban azonositottak. Ehhediszulfid hidak DTT-vel valo
redukalasa utan tripszines emeésztést alkalmaztaknimtdkat LC/MSMS készilékkel
(Agilent) analizaltdk, a peptideket a MASCOT, WNet ProteinProspector adatbazisok

segitségével azonositottak.
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ELOZETES EREDMENYEK

A matrilin-1 gén szabalyozasarol a csoportban koradban szuletett eredmények

Csoportunk tagjai korabban ékent klbnoztak a csirke matrilin-1 gént [103],

illetve térképezték annakéf szabalyozd régidit [104,105]. Tranziens expresszid

kisérletekl kiderllt, hogy a -1137/+64 bp promoter fragme@pés a szévet—es fjlési
allapotspecifikus kifejgidést iranyitani két pozitiv (PRI, PRII) és két ridgdSl, Sll)
szabalyoz6é elem egyuttikodése eredményeképpen. Az Sl elemen Nfioheéiyeket
azonositottak [105].
Késsbb transzgenikus egér kisérletekben is bebizonysodiogy a TR70

transzgen,

melyet a hosszd promoter

(-2011/+67) agaiman iranyit, elegeéd

informéaciot hordoz ahhoz, hogy a transzgén expi@ssz fejlbdd végtag elemekbe,

tengelyvazba és a chondrocraniumba iranyitsa (a).ah LacZ expresszié megfigyelhet

volt még a csigolyatestekben, a notochordban ésralsen is [107].

B
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5.4bra A TR70 transzgén elegend
informaciot tartalmaz ahhoz, hogy magas
szintii expressziot iranyitson az 0sszes
fejlédé vazelembe. A transzgén (A)
kifejez6dési mintdzata az alapito embrid
tengely —és végtagvazaban proximo-disztalis
irdnyitottsagot mutat (C,D), 6sszehasonlitva
a minden porcos vézelemet megjelénit
alcian kék festéssel (B). Az expresszid a
névekedési korong oszlopos proliferativ (cc)
és prehipertr6f (pc) zoénaira korlatozédik
(F,H) [107]. A BrdU festés a proliferativ
sejteket jeldli. C, calcaneus; cc, oszlopos
proliferativ porcsejtek; e, szem; fl, mélls
végtag; hc, hipertr6f porcsejtek; hl, hatso
végtag; hu, humerus; m, Meckel-féle porc;
mt,  labkézépcsont; pc, prehipertrof
porcsejtek; r, borda; sb, lapocka; sc, forras
porcsejtek; ti, tibia; tl, talus. Méretvonal
2mm (B-D); 200um (F,G); 100um (H).



A VAM2 transzgén, ami a rovid promotert €és az inirezabalyozd régiot
tartalmazta (-338/+1819) szintén képes volt a wgés kifejeddését a végtagvaz, a
tengelyvdz és a chondrocranium porcos elemeibeyiteim, de alacZ expresszio
alacsonyabb sziit volt és a vizsgalt embridokban kulonléoanintazaty ektopikus
expresszioval tarsult mas szovetekben is, példdzgpagy, trigeminalis ideg, szagloham,
bor, tuds. Mivel ez a mintazat nem egyezett meg az dsszsgdit alapito embriéban és a
homozig6ta vonalbdl szarmazd egyedekben, valészingy a transzgénben jelentév
porcspecifikus szabalyozo elemek az integralodady Ikozelében &y szabalyozé
elemekkel kdlcsdnhatva iranyitottak az expressziporcszoveten kivil mas struktirakba
is. Ezt tamasztja ala az is, hogy a VAM1 transzegsetében, mely a hosszu promotert és
az introni szabalyoz6 régiot tartalmazza (-20111)8ez az ektopikus kifejédés nem
volt megfigyelheb. Ez arra utal, hogy az ektopikus kifejedést iranyitd elemek
valoszirileg a -2011/-338 régidban talalhaték. Mindharomnszgén kifejeidésére
jellemzs volt, hogy a ndvekedési korongok proliferativ ésehipertrof zdnaira
korlatozodott (5. abra), illletve, hogy a disztadguktirakban a kifejézlés mértéke
magasabb volt, mint a proximalis elemekben. Estzganikus egér adatok arra utaltak,
hogy a matrilin-1 gén porcspecifikus szabalyozdmele elszértan helyezkednek el a
szabdalyozé régidban, illetve, hogy a gdikgdést a tavoli promoteren és az introni
régidban modularisan elhelyezkeeinhancer és silencer elemek egyuiédve iranyitjak
[107]. Mivel a magas aktivitasu konstrukciok mingig tartalmazta a révid promotert (-
334/+67), valosziinek latszott, hogy ez a szakasz tartalmazza azok&tszabalyozé
elemeket, melyek a gén szovet- ésofilfisi allapotspecifikus expresszidjat iranyitjak,
illetve a tavoli elemek hatasat kozvetitik. Ezeloraasitasara munkatarsaim silico
analizist végeztek, melynek soran a révid promaotéedil tdbb, amniotakban kilénkitz
mértékben konzervalt szekvenciat taléltak [80]. kEZz&zul a legnagyobb mérték
konzervaltsagot egy proximalis promoter elem (Reljatta, amely egy par, egymassal
ellentétes iranyban elhelyezkethotivumot tartalmaz, mely jelerg mérték homoldgiat
mutat a Sox9 transzkripciés faktor preferaltgkalyével. A Pel elenil in vitro DNS-
fehérje kotési kisérletekben kiderilt, hogy kép€&sX$, L-Sox5 és Sox6 transzkripcids
faktorokkal, illetve egy eddig azonositatlan fakabris komplexet képezni. A Sox
motivumok pontmutacioi gatoltak az elemen a kompegidést, illetve jelerits
mértékben csokkentették a matrilin-1 gén szovetBpes mikodését tranziens
expresszios kisérletekben. Tovaliivivo footprint adatok megésitették, hogy a Pel

elem Sox motivumaihoz porcspecifikus transzkripéassorok kétdnek [80].
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A rovid promoter iniciaciés eleme (Ine) emabkben szintén konzervalt, de
amniotakban mar kevésbé. Ezen az elemen két pértétiv Sox motivum talalhato,
melyekin vitro kisérletekben szintén komplexet képeztek tisztB8ok9 fehérjével. Csirke
chondrocyta sejtmagi kivonattal inkubalva ezen lamen harom nukleoprotein komplex
alakult ki, melyek kozul ket Sox9, L-Sox5 és Sox6 ellenanyagok felismertelezje
azt, hogy az Ine elemnek is meghataroz6 szerepeavaatrilin-1 gén szdévetspecifikus
szabalyozasaban.

A csirke matrilin-1 gén rovid promoterében a TATAXIOI 5’ iranyban egy Nfi

kotohelyet is azonositottak, melynek szintén lehet eger a génexpresszio
szabalyozasaban.
A rovid promoter konzervalt elemein kivil két tavpkomoter elem (Dpel és Dpe?2)
mutatott kisebb fokl szekvencia homologiat a csiekeembs gének kozott. A Dpel
elemen az L-Sox5/Sox6 transzkripcios faktorok peédfekotohelyével kdzel azonos
szekvencia talalhat6 [80].

A matrilin-1 gén el§ intronjaban korabban azonositott 102 bp-os enhagleen
(E102), és az azon belll talalhato LIE elem [104] vald$ieg szintén szerepet jatszanak a
gén kifejeddéseének szabalyozasabam.vitro kisérletekben kidertlt, hogy ezekhez az
elemekhez Sox9 és Nfi faktorok kdnek [108].
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EREDMENYEK

1. A révid promoter szerepe a matrilin-1 gén expressajanak szabalyozasiban

1.1. Ardvid promoter aktivitdsa alacsony transzgenikusegerekben

Az eldbbiekben emlitett TR70, VAM1 és VAM2 transzgénel\stspecifikus
expressziot mutattak, amely a ndvekedési koronghatégozott zonaira korlatozédott.
Mindharom konstrukcio k6zos eleme a rovid promaetdt, ezért ebszor ennek szerepét
kivantuk tisztazni a gén térbeli élkli kifejezsdésének szabalyozasabarvivo. Eblbl
a célbdl olyan plazmidot hoztunk létre, amiLacZ riporter gént amatrilin-1 révid
promoter (-334/+67) iranyitdsa alatt tartalmaNAD1) (6. 4bra A). A konstrukcioval
pronucleus mikroinjektalassal hoztunk létre trapsikus egereket. Osszesen 12 alapit6
embri6t izolaltunk, melyek a NAD1 transzgént deddthaté mértékben expresszaltak (6.
abra B).

A 15,5 napos embridékon végzett hisztologiai vizagakra utalt, hogy a transzgén
minden fejbdd vazelemben kifejéxlik (6. abra C-T). Az expressziO mértéke sokkal
alacsonyabb volt, mint a VAM2 transzgén esetébenmely a rovid promoter mellett
introni elemet is tartalmazott. Az alig detektathbicZ expresszidban bizonyos mériek
zondlis kuldnbségek voltak megfigyelblet igy példaul a fefldé hosszu csontokban (pl.
femur, humerus) (6. &bra E,F,G,L), a csigolyatdstek(6. abra 1,J,0-Q) a transzgén
aktivitasa legnagyobb volt a ndvekedési korongifaaltiv €s prehipertrof zonaiban, mig
az epifizealis, a forras és a hipertrof porcsegéhaiban nem detektaltunk expressziot.
Tovabbi eltérés a mar emlitett transzgénekhez képegy a NAD1 transzgén esetében a
kifejezodés mérteke nem tért el a proximalis és disztélzelemekben (pl. nyaki és farki
csigolyak) (6. abra 1,J,0-Q). Néhany vizsgalt embesetében tapasztaltunk kilondoz
mértéki ektopikus kifejeddést példaul a szaglohamban (6. abra T), ajHélsfélkoros
ivjarataiban (6. 4bra S), a vazizmokban (6. abr&l)Myagy a tudben. Mivel ezek
mintdzata nem minden embrié esetében egyezett wagsziri, hogy az ektopikus
kifejezodést a transzgén integracios helye befolyasolta.

Ezekldl az adatokbdl arra kdvetkeztettiink, hogy a rovidnmter képes ugyan
bizonyos szint szovet— és fejdési allapotspecifikus génkifejgdést iranyitani, de az

aktivitasa 6nmagaban alig detektalhato, €s nem tnprtximo-disztalis kuldnbségeket
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sem. Tehéat a rovid promoter énmagaban nemdkelal gén giitett, porcspecifikus

kifejezodését iranyitani, ehhez a tavoli DNS elemek szidsslg

NADI

: z
Pel
A ﬁk‘i:;g y A VI

6. dbra A révid promoter 6nmagaban alacsony expregfs szintet biztosit. A NAD1 transzgén térképe
(A) és a 15,5 napos (E15,5) embridk vazelemeibésktidhato kismértékLacZ expresszio (B). A transzgén
minden porcos vazelemben alacsony szinten ddjezki (C-T). Az expresszid a fétlo hosszl csontok
névekedési korongjanak proliferativ és prehipera@haira korlatozédik, mig az epifizealis (epi)fésas
chondroblastokban, valamint a hipertréf zondban meegfigyelhet (F,G,H,L). Az expresszié mértéke
0sszehasonlithat6 a cranialis (cran) (1), lumb@lisib) (O) és cauddlis (caud) (J,P,Q) csigolyakdxsta (vb).
Gyenge festdés figyelhei meg a Meckel porcban (m) (K), a falcsont kezdergéen (t) (S) és az
orrporcban (nb) (T), valamint a bordakban (M,N)aészemben (R). Ektopikus expresszio detektalhatd ne
porcos szOvetekben is: a szaglbhamban (oe) (T¢)sA fill félkdros ivjaratainak epithelialis sejtjeibéscc)
(S), a bordakodzti (im) éséb alatti izmokban (cm) (M,N). Tovabbi réviditéseki, medencecsont; mc,
kézkdzépcsont; f, femur; I, szemlencse, np, nucleulposus; pa, periartikularis porcsejtek; pl, nmati
pigment rétege. Egyéb roviditések: Id. 5. dbra.@&mal 2 mm (B) 20@m (A-J, H-T), 10Qum (K).
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1.2. Tévoli homoldg promoter régiok noévelik a rovid promoter aktivitasat

Mivel a révid promoter 6nmagaban alacsony aktivitastatott, feltételeztik, hogy
tavolabbi elemek fikodésére is szilkség van a megtetakrtéki expresszidhoz.

A tovabbiakban arra kerestiink vélaszt, hogy a dliszpromoter régiok, melyek tobb,
kilénb6d mértékben konzervalt szabalyozd elemet, illetvandekripcids faktor

kotohelyet tartalmaznak, milyen modon jarulnak hozza esmlogén geénre jellerfiz

kifejezddési mintazathoz. Ehhezoskortranziens expressziokisérletekben vizsgéaltunk
meg olyan konstrukciokat, melyek a matrilin-1 géorpoterének kulonb@dzhosszusagu
szakaszait tartalmazzak (7. abra).

A konstrukciok aktivitasat harom kulonk®zsejtkultdran vizsgéaltuk. A nagy
sirisédi mesenchyma (HDM) kultira a porcfgjiés korai stddiumat reprezentalja,
kizarélag korai proliferativ (la. stddiumu) pordsépsl all [13,14]. Ezzel szemben a
csirke chondrocyta (CEC) kultura Keégproliferativ (Ib. stAddiumu) porcsejtekben gazdag.
A csirke embriondlis fibroblaszt (CEF) kultira pgdi matrilin-1 gént nem expresszalé

sejttipus.
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7. abra A teljes hosszUsagu és a roviditett tavoli promoterégiok altal meghajtott luciferaz riporter
konstrukciok szerkezete és szOvetspecifikus aktidsa tranziens expresszios kisérletbeA diagram az
egyes konstrukciok FO15-Luc-hoz viszonyitott relaktivitasat mutatja nagyigisédi mesenchyma (HDM)
kultaraban, mely a porcfédiés korai stadiumat reprezentaljamatrilin-1-et expresszald csirke chondrocyta
(CEC) és az azt nem expresszald csirke fibrob{&&F) sejtkultirakban.
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Azt tapasztaltuk, hogy a promoter hosszanak nosedds a kési proliferativ
porcsejtekben mért aktivitas i§,mmig a masik két sejttipusban az expresszio metriékn
valtozott lényegesen (7. abra). Tehat a szovetdiffsrencialodasi allapot specifikus,
magas szirit génexpresszio iranyitasaban valamely tavoli premeiem is szerepet
jatszik.

Hogy ezen elemeln vivo szerepére is fényt deritsiink, elkészitettliik asyabd
elemekLacZ riporter génnel fuzionalt valtozatait, melyek kbaizal a ketivel hoztunk
létre transzgenikus egereket melyek a legmagasabb aktivitast mutattak a tesrszi
expresszios kisérletekben. A PS-NAD1 transzgéna#ilin-1 promoter -2011/-948 bp
szakaszat tartalmazta a rovid promoter elé ép@tvak{ra A), mig a PB-NAD1 transzgén a
-2011/-1134 bp szakaszt (9. abra A).

A konstrukciOkat expresszalé 15,5 napos embridktbiSgiai vizsgalata azt
mutatta, hogy a -2011/-1134 régi6é kisebb mértékimarelte a rovid promoter aktivitasat,
mint a -2011/-948 régid, viszont az expresszio pnoxdisztalis iranyld ndvekedése,
illetve a zonalis mintazat mindkét esetben megntardd PS-NAD1 és PB-NAD1
transzgéneket hordozé egerek vizsgalatakor azszggdtuk, hogy a konstrukciok minden
fejlodé vazelemben aktivak (8. &bra B,C, 9. abra B,C)LakZ expresszid mértéke
mindkét esetben meghaladta ugyan a NAD1 transzgeéisgont alacsonyabb volt, mint a
TR70 esetében, mely a teljes hosszUsagu promatéatnhazza. Az expresszio a &b
hosszu csontok névekedési korongjanak prolifer@sirehipertrof zonéira korlatozédott
(8. abra D,G,H,N, 9. abra E,I), viszont a PS-NADsketében érdekes modon az adott
zonan belll nem minden sejt féddtt azonos mértékben (8. abra D,G,H,N).

Adataink megeéisitették azt, hogy a magasabb drirdzovet- és fefldési
allapotspecifikus expresszidohoz szikség van a itgroimoter elemek jelenlétére. Ez
alapjan arra kovetkeztetiink, hogy naatrilin-1 promoter -2011/-334 szakasza a gén
aktivitasat a DNS szakasz hosszaval parhuzamosasii,nde a térben ésdblen s#kitett

porcspecifitdst nem befolyasolja.
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8.abra A tavoli promoter elemek névelik aMatn-1 9. abra A PB-NAD1 transzgén expresszios
révid promoter aktivitdsat in vivo. A PS-NAD1 transzgén Mintazata. A transzgén terkepe (A). Az X-gal festett
térképe (A) és kifejemlési mintazata a transzgenikus alapito embridk tengely- (B) és vegtagvazaban (C)
embridkban (B) és azok féfé végtagvazaban (C). Az figyelhe6 meg a hosszabb tavoli promoter szakaszt
eozinnal festett fagyasztott metszeteken lathatfgyha tartalmazo transzgénenél alacsonyabb ampresszio.
mellss (D,H,N) és hats6 végtag (G) féls hosszi A fagyasztott metszetek hisztologiai analizidetd-T)
csontjaiban az expresszi6 az oszlopos proliferagss Kiderul, hogy a transzgén kifejgdes ebsebb a farki
prehipertrof porcsejtek zénaira korlatozodik (D,GYH Az (N,Q), mint a nyaki (L,0) és agyeki (M,P) csigolyxk.
adott zonan beliil hacZ expresszié csak a sejtek bizonyosA LacZ expresszi6 a disztalis struktdrak iranyaba
csoportjaiban magasabb. A féés intenzitisa nagyobb a €fés6dést mutat, igy az ujjakban intenzivebb sigsst
cauddlis (O,P) és lumbalis (L,M) csigolyakban, ndg tapasztalunk (F,H). A transzgén expresszio asdéjl
cranidlis csigolyakban (J,K) nem detektalhaté. Mémeal 2  hosszu csontok novekedési korongjanak oszlopos
mm (B,C), 200um (D-P). Egyéb jeldlések: ph, ujjak; Proliferativ és prehipertrof zonaira korlatozodik Ki,I).
tovabbi jeloléseket Id. 5. &bra. Lathat6 még fesétés a bordakban (J,K), valamint a
fejl6dd chondrocranium elemeiben: a falcsontban (R) és
az orrporchan (S,T). Méretvonal 2 mm (B,C), 200
(D-T). Tovabbi jelélések: sb, lapocka; Id. 5,7. ak

40



1.3. A matrilin-1 révid promoter felllija az er 6s heterolég porcspecifikus

enhancer elem hatasat

Kovetked lépésként megvizsgéltuk, hogyCal2al génben korabban azonositott,
48 bp-os, porcspecifikus minimal enhancer elem J1@@yen hatdssal van a rovid
promoter aktivitasara. Irodalmi adatokbdl ismerhgh ez az enhancer elem tdbb
képidban, a teljes Col2al enhancerhez hasonldgéddsi allapottdl fliggetlentl, minden
porcsejtben magas aktivitdssalikidik és heterolég promotert is hasonléan aktival.
El6szor tranziens expresszioskisérletekhez készitettiink olyan klénokat, melyzkia
luciferaz riporter gént &Matnl révid promoter egydtt iranyitja @ol2al enhancer elem
tobb képidjaval, kiuldnbdzorientaciokban (10. abra).

Relativ luciferaz aktivitas (x)
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10. dbraA Col2al enhancer elem nyolc kopiaja origaciotol fliggetlenil nagymértékben ndveli a révid
promoter aktivitasat tranziens expressziods kisérletkben. A diagram az egyes konstrukciok FO15-Luc-
hoz viszonyitott relativ aktivitasat mutatja HDMEC és CEF kultirakban.

A tranziens expressziés kisérletekben azt tagasgztdhogy aCol2al enhancer
elem nyolc képidja orientéaciotol fuggetlentl draami(>90x) ndveli a révid promoter
aktivitasat. Mivel ez a névekedés csak adke@soliferativ chondroblastokban gazdag CEC
kultraban volt medfigyelhét elmondhatd, hogy az enhancer elem a vart magas
aktivitassal, de szévet- és fgjési allapot specifikusanitkddik (10. abra).

A Col2al enhancer elemmel végzettranszgenikus egér kisérletekhez
kontrollként a p3000i3020Col2al transzgént hasakalimelyben ap-galaktozidaz-
neomicyn fuzios fehérjel{geo) expresszidjat @ol2al gén hosszu promotere és introni
enhancere iranyita (11. abra A). Ezt a plazmidot & Crombrugghe bocsatotta

rendelkezésiinkre.
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Az irodalmi adatok alapjan a transzg#razt vartuk, hogy minden porcos elemben
egyforman magas aktivitassal fog kifejdni, fliggetlentl azok fejdési stadiumatol.
Ennek megfelélen a 15,5 napos FO embriék X-gal festésekor nagyésm és hasonld
intenzitasu expressziot figyeltiink meg a végtagadengelyvaz és a koponya valamennyi
fejléddé porcos vazelemében (11. abra B,C). A fagyasztodttsmetek hisztologiali
vizsgélata igazolta a magas s#irltacZ expressziot minden fétlo porcos vazelem
valamennyi porcsejtieben (11. abra C-O). A transzgéejez’dott minden fepdési
stddiumu porcsejtben és a noévekedési korongok mindénajdban, beleértve a
perichondriumot, a prechondrocytakat, az izlleg@fizis porcot, a forras, proliferativ és
prehipertréf zonat. Csak a hipertrof zona sejtjeibriutatta a vart, jeletsd csokkenést (11.
abra D-G,J,K,N). Az izlleti porcbhan és mas poregbgn megfigyelt magas szint
génexpresszio alkalmassa teszi a p3000i3020Col2aidmjmlot arra, hogy altalanos
porcspecifikus vektorként hasznaljuk.

Azt terveztik, hogy &ol2alenhancert Matnlrovid promoter elé épitve magas
riportergén expressziot érhetiink thnszgenikus egerekben igy azok alkalmazott
kutatasi feladatokra (gyogyszertesztelés) is felhalhatok. Ezért a&Col2al enhancer
elemet 4, 8 és 16 példanyban beépitettik a NADfovlek, igy aMatnl1rdvid promoterrel
egyltt irdnyitottdk a LacZ gén expressziojat.

Az Ecoipa1 €lemet négy példanybana LacZ riportergén elé épitve (12. abra A)
minden fejbdd vazelemben jeletss mértékben megndvelte a transzgén expressziot (12.
abra B), de érdekes moddon kifgjdési mintdzata jobban hasonlitott a TR70, mint a
p3000i3020Col2al transzgénére (11. abra). Bizom@séki proximo-disztalis és zonalis
kulonbségeket is mutatott (12. abra C-J).

Hogy az enhancernek a rovid promotetikidésére gyakorolt hataséat tovabb
vizsgaljuk, transzgenikus egerelbd@litasahoz olyan konstrukciot hoztunk létre, melyb
a LacZriporter gén kifejegdését e&Col2al enhancer nyolc képidjaés amatrilin-1 rovid
promoter iranyitja egymassal megedyewmientaciéban (13. abra A). Az injektalas utan
két olyan alapitd embriét izolaltunk, melyek mindiejiédd porcos vazelemben magas
szinten expresszaltak a transzgént (13. dbra ByzI&és hisztokémiai vizsgalat alapjan
kideritettiik, hogy meglépmddon az expresszio egyaltalan nef@ad2algénre jellemé,
altalanos porcspecifitast mutatja, hanem a mattiligénre jellem& de még anndl is
kifejezettebb proximo-disztalis iranyitottsagot. jakmegfigyelhed, ha 6sszehasonlitjuk a

festbdés intenzitasat a cranialis, lumbalis és caud#igolyatestekben (13. abra M-R).
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Ugyanez a tendencia lathatd, ha a végtagok hossmijaiban és az ujjakban vetjuk dssze

a festdés mértékét (13. abra C-J).

P3000i3020Col2a1

4xE gpa1(-(INADI

Notl E/}?Q Ecopa
A it

3000 Col2al szabilyoz régié

Shi

—_ SFE22

SFE22

11. abra A p3000i3020Col2al altalanos porcspecifkus 12, abra Az Esopa €lem négy példanya jeleriisen
vektor. A vektor térképe (A). Az alapito embriok megnéveli a rovid promoter aktivitdsat. A
chondrocraniumaban és 0Osszesotijl vazelemeben nagy transzgén térképe (A) és expressziés mintazata az
intenzitast fegwés figyelnet meg (B,C). A fagyasztott alapité embri6 vazelemeiben (B). Az X-gal tekis
metszetek hisztologiai vizsgalatabdl is kiderll,gy0a  intenzitdsa proximo-disztalis iranybas a lapockatol
végtagok fejpddé hosszi csontjainak minden porcsejtie(H) és humerustél (E,F) a radius és ulna felé (I,F,
festbdik (D-G), hasonléan a végtagok fliggésdiveinek A legmagasabb szifit  expresszid a
elemeihez (E,F) és az ujjakhoz (H,I). A gerinc riyaR és  kézkozépcsontokban és az ujjakban figyeélheteg
farki (K) régiojaban és a bordakban (L) is egyforma(G). A legintenzivebb fetlés a hossz(i csontok
intenzitasu a feétiés. Ez lathato meg a Meckel-féle porcbamgvekedési  korongjanak oszlopos proliferativ és
(M), az orrporcban (N) és a falcsontban (O) is.eXpresszié  prehipertr6f zénaiban figyelhet meg (C,H,I).
szintje minden porcsejtben magas, fuggetlenul dejpédési  Gyengébb expresszio figyellbetneg a bordakban
stadiumatél (D-F, J,K), & a perichondrium és a (D,K,L), az orrporcban (J) és a csigolyatestekbéh (
kondenzaléd6 mesenchyma sejtek isdidsek (D-F,J,K). Méretvonal 2 mm (B), 200um C-M). Tovéabbi
Meretvonal 2 mm (B,C), 20Qm (D-O). Tovabbi jelcleések: jelslések: Id. 5,7. abrak.

Id. 5,7. abrak.
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13. dbra Az E-pa1 €lem nyolc képidja nagymértékben 14. abra A Col2al enhancer 16 kopidja és a
noveli a révid promoter aktivitasat. A transzgén térképe matrilin-1 révid promoter &ltal irdnyitott
(A) és intenziv X-gal fe$tlés a tengelyvaz és végtagvaztranszgénre is a matrilin-1 kifejezdési mintazata

struktdraiban (B). A metszetek hisztoldgiai vizegal(C-U)
alatamasztja, hogy a transzgén expresszid édéefiosszu
csontok névekedési korongjaban az oszlopos pratifeés
prehipertr6f zonakban a legmagasabb #zif@,F,l,K,L).
Festidés nem, vagy csak alacsony szinten figyéline¢g a
forrds porcsejtek zénajaban, illetve az epifizegliscban

jellemzé. A 16XEcoarNADL transzgén térképe (A)
€s expresszidés mintazata (B). A hisztologiai viisga
soran kiderlt, hogy a transzgén aktivitas az bjgak

a legesebb (D,F), és gyengébb a humerusban,
radiusban, ulndban (C,E), illetve tibiaban és
fibulaban (H). Nem detektalhaté expresszié a nyaki

(C,F,IK,L). Magasabb szifit expresszid detektalhaté az csigolyatestekben (J,M), mig a deréktaji csigolyak
ujjakban (D,E,H,J), mint a kar féfio hosszu csontjaiban tartalmaznak néhany fésls sejtet (K,N). A

(C,F,ILK,L). A gerinc farki régi6jaban (O,R) inteinebb

legesebb fegidés a farki csigolydkban észlelbet

fesdést tapasztalunk, mint a deréktaji (N,Q) és nyakiL,O). Nagyon intenziv expresszio figyelieheg az

(M,P) csigolyakban. Lathatd még transzgén kiféjes a

orrporchan és a kornyézszovetekben (1), illetve

fejlédé bordakban (U), az orrporcbhan (S,T). Méretvonal Zyengébb fedtés lathatd még a bordakban (G).

mm (B), 200um (C-U). Tovabbi jeldlések: Id. 5,7. abrak.
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A novekedési korongon belll szintén a matrilin-Inrgéjellemz zonalis expressziés
mintazat figyelhdgt meg, tehat a fe&tld sejtek a fefpdé hosszu csontok proliferativ és
prehipertréf zonaiban vannak, mig a kondenzalddetenchyma, a forras, a hipertréf, az
epifizedlis porcsejtek, valamint a perichondriuftjesieegyaltalan nem feétinek (13. abra
C,F,1K,L,O,R).

Hasonld expresszios mintazatot figyeltink meg aEtexrNAD1 transzgént
hordoz6 embridk vizsgalata soran is, mivel az enobamégl6 kopiabansem volt képes
aCol2algénre jellemé& expresszids mintazat kialakitdsara (14. abra).

Ezen adatok alapjan arra kovetkeztetink, hogy bamadrilin-1 gén rovid
promotere dnmagaban alacsony aktivitastk@déséhez homolog, vagy heterolég pozitiv
DNS elemek sziikségesek. A rovid promoter jelerdgtanban mégis képes felllirni egy
heteroldg, rendkivil és, altalanos porcspecifikus enhancetikiidését. Amatrilin-1
rovid promoter gatolja aCol2al enhancer rikodését a proximalis struktarakban, és
aktivitasat a ndvekedési korong meghatérozott béndgényitja. Tehat a rovid promoteren
lévé konzervalt DNS elemeknek meghatarozo szerepilavaatrilin-1 gén szdvettipusra,

fejlodési allapotra és disztalis vazelemekre specifmesszidjanak iranyitasaban.

2. A rovid promoter szabdalyozé elemeit ériné mutaciok hatdsa a matrilin-1

génexpressziora

2.1. A Pel elem Sox kdthelyeinek mutacidja megszinteti a hossza promoter

aktivitasat porcsejtekben

A tovabbiakban azt kivantuk megvizsgalni, hogy &idtpromoteren korabban
azonositott, kilénb@meértékben konzervalt DNS elemek milyen modon jéaklhozza a
matrilin-1 gén szovet- és féfési allapotspecifikus tkddésének szabalyozasahioz
Vivo.

Ennek érdekébenddzdr az amniota fajokban legnagyobb homolégiat taurel
elemet [80] kezdtik vizsgalni. A Pel elem a TATAxtib 100-200 bp tavolsagra, 5’
iranyban helyezkedik el. Az elem két, egymassaimfmn all6 motivumot tartalmaz,
melyek nagyfoki homoldgiat mutatnak a Sox9kéllyel [110]. Ezeket a motivumokat

két nukleotid valasztja el egymastaol.
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A Pel elem szerepétéskor tranziens expresszids kisérletekberwizsgaltuk,
melyekhez olyan konstrukcidkat hoztunk létre, amilSox9 kdéthelyekben, illetve az
azokat elvalasztd nukleotidokban hordoztak pontoékat (15. bra D). Korabbi adatok
rendelkezésre alltak e mutaciok révid promoterrakgyolt hatasarél. A PelM1 mutacié a
paros Sox9 motivumot zavarja meg, ami a révid ptemaktivitasat felére csokkentette,
mig a PelM4 mutacié a két ismi@ld Sox9 motivum kozotti spacer régiot érinti, ami
szintén aktivitAscsokkenést okozott chondrocytakli#6]. CEF és HDM kultirdkban
nem volt jelents valtozas, ami arra utal, hogy a Pel elemnek pees@n a matrilin-1 gén
szovet— és fefidési allapotspecifikus aktivitdsaban.

A B C

Mutaciok a révid Relativ luciferaz aktivitas (x) Relativ luciferaz aktivitas (x)
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15. abra Az Ine és Pel elemek mutécidinak hatasanaatrilin-1 hosszu promoter, illetve a 8xEgpai €S @
rovid promoter altal iranyitott konstrukciok aktivi taséra tranziens expressziés kisérletbe® mutaciok
helyzete a révid promoterben (A), hatasuk a hogsahoter (AC8-Luc) aktivitasara (B), illetve a hatieg
enhancert és a révid promotert tartalmaz6 konsiblkBxEqoarFO15-Luc) aktivitasara (C) HDM, CEC és
CEF sejtkultarakban. A Pel elem és mutans valtomtaszekvencidja (D). A riporter konstrukciok éslj
térképe (E,F). A diagramok a konstrukciok AC8-Luazhés 8xl,..rFO15-Luc-hoz viszonyitott relativ
aktivitdsat mutatjak.

Luc

Ezeknek a pontmutécidknak a hatasat megvizsgaltubksazu promoter (15. abra
B), illetve a nyolcképidsCol2al enhancer elem és a rdvid promoter altal hajtott
konstrukciok tranziens expresszids aktivitasaréls abra C). Mindkét esetben dramai
aktivitascsOkkenést tapasztaltunk. A PelM1 mutémithosszi promoter aktivitasat
kevesebb, mint tizedére csOkkentetteCal2al enhancer és a révid promoter altal

irdnyitott konstrukcioét pedig kozel feléere. A PedMnutacio a hosszu promoter
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aktivitasat felére csokkentette, a heterolog endi@sckonstrukciéd tkodésére kevésbé
volt hatassal (15. abra B,C).

A tranziens expressziés adatok alapjan az a koxetiés vonhatdé le, hogy a Sox
motivumok mutaciéja a tavoli elemek jelenlétébeng#olja a promoter aktivitasat,
csokkenti a tavoli elemek aktivalo hatdsat. TehdPel elemhez kéto Sox9-nek
kulcsszerepe van a matrilin-1 génikiidésének szovetspecifikus szabalyozasaban. Az
emlitett aktivitasvaltozasok a masik két sejtkudiyan nem voltak megfigyeltidt

A tranziens expresszié adatok alapjan ugy gondphaigy a Pe1lM1 mutécii
vivo is rendkivil nagymértékaktivitdscsokkenést okozhat, ami transzgenikuseégen
nem detektalhatd. Ezéranszgenikus egerekkészitéséhez azt a konstrukciét hasznaltuk,
amelyben a hosszU promoter a PelM4 mutaciét hoaddehat a paros Sox kbely
egyik motivumat rontja el (16. 4bra A), mert vaidgmnek tartottuk, hogy ennek
aktivitasat hisztoldgiai médszerekkel detektalwijlk.

Az injektalas utan izolalt embridk hisztologiai sgalata soran kidertilt, hogy a Pel
elem spacer régidjat értnimutacio nem befolyasolta jelésen a transzgén expresszids
szintjét, mivel a harom vizsgalt embrié tengely—wgtagvazanak minden elemében
magas szinten kifejédott (16. abra B-Z). A mutacidé a zondlis kifeéjdési mintazatra
sem volt hatdssal, mivel a nbvekedési korong osa quoliferativ és prehipertrof zénaira
korlatozodott (16. dbra D,E,G-J). Ugyanakkor adf#jl veégtagvaz proximalis struktarai
(pl. humerus, radius, ulna) (16. abra C,F,K,L) ebbe esetben nem mutattak gyengébb
festdést, mint a disztélis vazelemek (pl. ujjak) (leredE,G,H,J). Ez azt bizonyitja, hogy
a mutacidé megszlntette, vagy jelesen csokkentette a transzgeérikddés gatldsat a
proximalis vazelemekben. Ugyanakkor a tengelyvazbgmoximo-disztalis kilonbségek
megmaradtak (16. abra M-X), bar a kulonbség a élianés caudalis elemek kozott
csokkent, tehat mas DNS elemek fédelk a tengelyvdz és a végtagvaz proximalis
elemeiben a génexpresszio gatlasaeért.

Ezeklhl az adatokbdl arra kovetkeztetiink, hogy a Pel edpacer régi6jahoz
kotods, eddig azonositatlan, valésiieg egy Sox partnerfaktor feted a matrilin-1 gén
proximo-disztalis iranyitottsagu kifejédéséért a végtagvazban. Valosklg ehhez az
elemhez kdads faktornak van szerepe az expresszié gatlasabanroxinlis

vazelemekben.
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APe1M4-TR70

16. abra A APelM4 mutécio nem befolyasolja a transzgén zonalktivitasat, viszont a végtagvaz
elemeiben megszinteti a proximo-disztalis iranyulésgot. A APelM4-TR70 transzgén térképe (A) és
kifejezodési mintazata az X-Gal festett alapitdé embridkelémeiben (B,C). A fagyasztott metszetek
hisztologiai analizise alatamasztotta az egyform@agas szirit LacZ expressziot a fejdé végtagvaz
fliggeszd Oveiben (D,l) és hosszu csontjaiban (E,G,H,J)amalt az ujjakban (F,K,L). A novekedési
korongokban az expresszié az oszlopos prolifer@tivprehipertrof zénakra korlatozédik. A tengelyvaz
elemeiben viszont megmaradt a proximo-disztalinyistsag, mivel a cranialis (M,Q,U), thorakalis dth
(N,R,V) és lumbdlis (O,S,W) csigolyatestekben a6fiés kisebb mérték mint a caudalis (P,T,X) csigolyak
sejtjeiben. Lathaté még transzgén expresszié gomtan (Y) és a bordakban (Z,Z*). Méretvonal 2 mm
(B,C), 200um (D-Z*). Tovabbi jeldlések: Id. 5,7. abrak.
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Mivel szerettik volna azt a faktort meghatarozmmi & Sox9-en kivil a Pel

elemhez kdtdik, ,pull down” Kkisérleteket végeztink. Ehhez biotinilalt Pel
oligonukleotidokat régzitettink magneses gyongyakhémelyeket chondrocyta
sejtkivonattal inkubaltunk. A kivonatbol a Pel elem ko6dott fehérjek kdzial MALDI
tomegspektrometriaval sikerllt azonositani az dggrepromoterkdt fehérjét (APBP),
melynek felismashelyétin silico analizis soran tébb példanyban is megtalaltoiagilin-
1 szabalyoz6 régioban. Adatainkbdl arra kovetkemtetihogy a Sox9 faktoron kivil
APBP és mas, a proximo-disztalis szabalyozasbarepeejatszo, feltehéen morfogén
hatasu transzkripcios faktorok is részt vesznekadrilim-1 gén s#kitett porcspecifikus
kifejezodésének szabalyozasaban.

2.2. Az Ine elem Sox kobhelyeinek szerepe

Amniotdk matrilin-1 génjein végzett korablm silico analizis soran a rovid
promoteren a Pel-nél egy kevésbé konzervalt szatialglem jelenlétére is fény derilt
[80]. A csirke génben ez a szekvencia kevéshé kuoalte viszont tartalmaz két,
egymassal ellentétes iranyban elhelye#k&bx kdobthelyet. Az Ine elem tartalmazza a
csirke matrilin-1 gén ets transzkripcids startpontjat is (17. bra A). Kdmdim vitro
EMSA kisérletek igazoltak, hogy chondrocyta sejtimfatpérjékkel az Ine elem harom
komplexet képez (I-11l.), melyek kozul két(l., 11.) Sox9, L-Sox5 és Sox6 antitestekkel
supershift-et mutat, illetve Sox9, HMG ég.ka1 probakkal kompetalhato [111]. Ezek a
komplexek valoszifleg tartalmazzak a Sox trié tagjait, mig a harmadknplex (ll1.)
nem porcspecifikus, nem tartalmaz Sox faktorokat.

Az Ine elem Sox motivumainak pontosabb behatandasavabbi EMSA
kisérleteket végeztiink tisztitott Sox faktorok Kitésének igazolasa végett. Ehhez az
elem kilénb6& mutans, illetve réviditett valtozatait allitottels (17. abra A). GST fuzios
SOX9, L-Sox5 és Sox6 fehérjék kdesét vizsgaltuk ezekhez az oligonukleotidokhoz.
Négy kulénbo# pontmutéciét hordozd konstrukcid mar kordbban edaerésinkre allt
[111]. Az IneM1 és IneM3 oligonukleotidok a Sox &delyek egyikében tartalmaztak
pontmutaciokat, mig az IneM2 és IneM5 mindkét Sotkelyet elrontotta. Ezekkel az
elemekkel végzett EMSA kisérletekben azt tapas#talhogy az IneM2 és IneM5
mutéciok gatoljdk a komplexkéfdést a SOX9 fehérjével, illetve nagymértékben
csokkentik az L-Sox5 esetében (17. abra). Az IneéfdlIneM3 mutaciok sokkal kisebb

hatast gyakoroltak a komplexképZsre (17. abra), az IneM1 mutacié inkdbb a Sox9, a
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IneM3 mutécié inkdbb az L-Sox5 Kkitését csokkentette. Annak igazolasara, hogy
mindegyik Sox motivum részt vesz a kotésben, am etdviditett valtozatain (Ine5’hl,
Ine5’h2, Ine3’hl) is megvizsgaltuk a komplexkégest. Azt tapasztaltuk, hogy
kilénb6d intenzitdssal, de az elem 5’ és 3’ végensl&ox motivumok is képeznek
komplexet a Sox tri6 tagjaival (17. abra).

Ezeki®l az adatokbdl arra kdvetkeztetiink, hogy az Inenete Iéw mindkét Sox
kotohely funkciondlis és kooperativan kotik a Sox fatkat, azaz a megfetel
génmikodéshez ezek egydttikodésére van szikseg.
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IneM3 ACCTCAGGGCCAAGGCTCCCGTGTGCCATTCTGCGTCgtACCTCC

IneM5 ACCTCAGGGCCAAGGCTCCCGTegaCCAgatctCATCCAACCTCC

Ine§'h1 ACCTCAGGGCCAAGGCTCCCGTGTGCCATTC
Ine3'h2 GCCATTCTGCATCCAACCTCC
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17. abra Tisztitott Sox fehérjék kdbdése az Ine elemhen vitro. Az Ine elem és mutans, illetve roviditett
valtozatainak szekvencidi (A). Tisztitott GST-f(giBox fehérjék nukleoprotein komplexeket képezrek a
Ine elemmel, annak mutans és roviditett valtozataBMSA kisérletekben. Az M2 és M5 mutacidk, amik
mindkét Sox kdthelyet érintik megakadalyoztak a komplexkégezt, mig az M1 és M3 mutaciok, amik
csak az egyik Sox motivumot rontjak el, kevésbédakohatassal a komplexké&megsre (B,C). Az 5’ végi
Sox motivum a Sox9-et preferalta (E), mig a 3’ vagtivumhoz inkabb az L-Sox5/Sox6 &dbtt.

Az Ine elem mutans véltozatainak (IneM1, IneM2, Mi3¢ hatasattranziens
expresszios kisérletekbers megvizsgaltuk. Ehhez olyan konstrukciokat hoktilétre,
melyekben a luciferdz riporter gént a teljes hos&gumatrilin-1 promoter, illetve a
nyolckopias Col2al enhancer elem a rovid promoterrel egydtt irany{)®. abra).
Mindharom mutacié legalabb a felére csokkentettpoecsejtekben meért aktivitdst a

hosszu promoter, illetve a heteroldg enhancer-r@v@moter konstrukciok esetében is.
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Ezek az adatok is azt tamasztjak ala, hogy a Sdwrrfak kotdése az Ine elem konzervalt
helyeihez szintén nélkll6zhetetlen a promotergedjdivitasahoz.

Ezen adatok alapjan két Ine mutans konstrukcioaskikettiik el aranszgenikus
egerek eloallitasahoz alkalmas valtozatat. AineM1-TR70 transzgént (18. abra A)
hordozo egerekih készilt fagyasztott metszetek hisztoldgiai vizagaarra utalt, hogy az
Ine elem 5’ Sox motivuméat megzavaré mutacio nagigkben lecsokkentette a transzgeén
expressziot a fejdé vazelemekben, de még mindig megfigyethedlt bizonyos, a TR70
transzgénéhez hasonlé proximo-disztalis eltérés §b8 M-U). Tovabba a ndvekedeési
korongon belll a fe§tdés még mindig a proliferativ és prehipertrof zadadéorlatozédott
(18. 4bra G,H,J). Eldb arra kovetkeztetliink, hogy az Ine elem 5 Soxokétye
nélkuldzhetetlen szerepet jatszik a promoter metffelktivitasabarin vivo.

Az elbzovel ellentétben aAlneM2-TR70 transzgént (19. abra A) hordozé
egerekben a hisztologiai vizsgélat soran a vartkézest magasabb sZintranszgén
expressziot detektéltunk a tengely— és végtagvézedselemében (19. dbra B). Amellett,
hogy ebben az esetben is lecstkkent a génkéfégez proximo-disztélis iranyitottsaga a
végtagvazban (19. abra C,D-I,K-M), de megmaradergéelyvazban (19. abra P-U).
Erdekes mddon a vizsgalt harom embrio kozilldketh az expresszid posztero-anterior
irAnyban megétt. Ez j6l latszik, ha 6sszehasonlitjuk a 8ekts intenzitasat a radiusban és
az ulnaban (19. dbra B-G), valamint a hivelyk—igsjjoan (19. dbra B,C,J). Ez arra utal,
hogy az anterior struktirakban mefyszetett egy gatld mechanizmus, ami addig
akadalyozta a magas s#irexpressziot. Eli arra kdvetkeztetlink, hogy a mutacié az Ine
Sox motivumokon kivil még egy morfogén hatasu gafddktor kotdését is
megakadalyozhatta az Ine elemen. Viszont nem Zékh&t, hogy az integracios hely

eredményezte a poszterior elemekben a gatlas éslaid
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18. abra A AIneM1-TR70 transzgén alacsony zondlis 19.
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abra Az IneM2 mutacié csokkenti a

aktivitast mutat. A transzgén térképe (A) és expresszidsgénkifejezodés proximo-disztalis iranyitottsdgat a

mintazata az alapit6 embridk vazelemeiben (B-Dacébny
szinti X-Gal festdés figyelhat meg a fejpdé lapockaban (1)
és a végtagok hosszu csontjaiban (E,G,H,J,L), aaelyjjak

(F,L) irdnyaba kismértékben ¢mddik. A proximo-disztélis

kiilénbségek jobban lathatdk a tengelyvaz esetéidrel a
caudalis (O,R,U) csigolyatestekben lkacZ expresszio
mértéke sokkal nagyobb, mint a cranialis (M,P,Sluésbalis
(N,O,T) csigolyatestekben. &ebb festdés figyelhet meg a
novekedési korongok oszlopos proliferativ és pretipf

zénaiban (G,H,J). Alacsony sZinexpresszio detektalhatod

még a bordakban (K). Méretvonal 2 mm (B-D), 208 (E-
U). Tovabbi jel6lések: Id. 5,7. abr:

52

végtagvazban. A AlneM2-TR70 transzgén térképe
(A) és a vartnal magasabb expresszios szintie az
alapité embriékban (B,C). A hisztoldgiai vizsgadett
mutatta, hogy a végtagvaz elemeiben csodkkent a
kifejez6dés proximo-disztalis irdnyultsaga, mivel a
mellss (D-G,L,0) és hatsé végtagok (I,K) hosszu
csontjai és az ujjak (H,J,M) hasonlé mértékben
festidnek. A tengelyvaz esetében viszont megmaradt a
proximo-disztalis iranyitottsag, mivel a nyaki (P&

a deréktaji (Q,T) csigolyakban az expressziéo szintj
sokkal alacsonyabb, mint a farki (R,U)
csigolyatestekben. Erdekes moédon a harom embrié
kozul ketbben az expresszid posztero-anterior
irAnyban megétt. Ez j0l latszik, ha 0sszehasonlitjuk a
festhdés intenzitasat a radiusban és az ulndban (D-G),
valamint a hiivelyk— és kisujjban (J). Méretvonal 2
mm (B,C), 200um (D-U). Tovabbi jeldlések: Id. 5,7.



3. Tavoli homolog regulalé elemek szerepe a matrilin-lgén exprsszidjanak
szabalyozaséaban

3.1. Disztalis elemek hatdsa a rovid promoter aktivitasea

A konzervalt Dpel és Dpe2 elemeket hordozé -20B941fragmentum a rovid
promoter aktivitdsat viszonylag jelésen novelte, de a roviditett fragmentum (-2011/-
1741) mar nem aktivalt tranziens expresszios kasgkben (7. abra). Ezek alapjan
valbszirinek latszott, hogy a Dpel és Dpe2 szerepet jatszpaimoter aktivitasaban.

A tavoli elemek szerepének igazolasara olyan koketbkat hoztunk létre
tranziens expressziokisérletekhez, melyekben a Dpel elem 1, 2, 3lefye 8 kdpidban
szerepelt a luciferaz riporter gérdtel(20. abra). Az elemek szamanak novelésével a CEC
kultirdban mért expresszidés szint a révid promaktivitasdhoz képest dramaian
megnovekedett, a 8 koOpia hatasara annak kozel @0ssra. A masik két vizsgalt
sejttipusban az aktivitas nem mutatott jelenvaltozast. Mindez az elem specifikus

miikddését bizonyitotta a ké&groliferativ chondroblastokban gazdag kultdraban.
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0

0

0
-0y

= <5 6 1 1 T
& Pet & g
- ‘
———I_ FO15Luc
334 e
—= 6
€3 58 =
G =<
X O Pe1
——gﬂ-ﬁleﬂ =
()
PSaa "3676 FO15Luc
T § &8k
3 '_Z =

Pe1

[ﬁ;——},_ 2Dpe1-

FO15Luc

c
Q.
~
2x

oo
Q)A

—”Jl-*-—|_4Dpe1 -

4XDpe1334 In§.67 FO15Luc | T

‘l Kpnl

[ HDM
I CEC

5 £32
§ Pe1 f£§$
MO | Tuc |8Dpe-
8xDpst -334 |"$67 FO15Luc
20. dbra Amatrilin-1 tavoli elemének (Dpel) kilénbd& szamu képiainak hatasa a roévid

promoter aktivitasara tranziens expresszios kisértben. A diagram az egyes konstrukciok
FO1t-Luc-hoz viszonyitott relativ aktivitasat mutatja HDMEC és CEF kulturakbz

1 CEF
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A Dpe2 elemmel létrehozott hasonld konstrukcioksgéata soran viszont azt
tapasztaltuk, hogy ez az elem a rovid promoterva@tiat tobb kdépidban sem noveli
szamottetien (21. abra). Amikor a magas aktivitast biztosiy@lcképids Dpel elemet
tartalmaz6 konstrukciét a Dpe2 elem kulonbogzamu koépidival egészitettik ki,
chondrocyta kultdraban jeldist aktivitAscsokkenést tapasztaltunk, ami a Dpetheite
szamanak novelésével egyre kifejezettebb volt. taganég kifejezettebb volt, amikor a
konstrukcio kevesebb szamu Dpel elemet tartalmazokbl arra kdvetkeztettlink, hogy a
Dpe elemek egymassal és a rovid promoterrel egyildtidve szerepet jatszanak a
matrilin-1 gén szovet- és differencidlédasi stadiuspecifikus kifejedésének
iranyitasaban.

Relativ luciferaz aktivitas (x)

o - N w
— 1 1 1 1 1 1

Nd
== <52
é § Pe1 Eﬁ 2
T b Luc 2Dpe2-
Ine
334

2xDpe2
pe 87 FO15Luc
_ - g0
= 3} ::‘-"_ Nd
S & Pet '—Ihs
o b Luc |3Dpe2- E
xDpez,., Ineg, FO15Luc
O
z 3 8%
O s ETam
+@14zﬁvz~;z-e— Pl Luc [4Dpe2-
xDpe2 ..~ Ine FO15Luc
_ s £32
£ 3 c2 %
< s TucJ8Dpe2
uc pe2-
! (=1 HDM
8xDpe2 334 N%7 FO15Luc I CEC
[1 CEF

21. abra A matrilin-1 tavoli elemének (Dpe2) kilonbd& szadmua kopidinak hatdsa a
révid promoter aktivitdsara tranziens expresszios ksérletben. A diagram az egyes

konstrukciok FO15-Luc-hoz viszonyitott relativ akésat mutatia HDM, CEC és CEF
kultdrakban.

Hogy a Dpe elemek hatasatvivo is megvizsgaljuk, észor a 8xDpel-FO15-Luc
konstrukcionak keészitettik ellacZ riporter gént tartalmazo verzidjat (22. abra Ajyeh
a tranziens expresszios kisérletekben ez mutdégnaagasabb porcspecifikus aktivitast.
Az 6t megvizsgélttranszgenikus embrioban rendkivil magas expresszios szintet

figyeltink meg az 6sszes endochondralis csontoset&glakuld vazelemben (22. abra
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B). Mindez a TR70-nél is kifejezettebb proximo-d#&is iranyitottsaggal parosult. Nem
csak a gerinc és a végtagvaz esetében (22. abravi€s), hanem a végtagvaz egyes
elemein belill is joI megfigyelh&tvolt. igy példaul a hosszi csontok és az ujjpercek
disztalis végein az expresszio sokkal nagyobb rké@&n@lt, mint a proximalis végeken
(22. abra C-J,M). A transzgén kifefeesi mintdzatara jelleizmég, hogy az ételjes
proximo-disztalis iranyitottsag a disztalis epsigkben a zonalis kifejédési mintazatot is
modositotta, igy az ujjpercek disztalis végein @ifarativ €s prehipertrof zonak mellett a
forrAs zona és a perichondrium sejtjei is igetisen fesidtek (22. abra D,G,I-M).
Egyetlen embrié esetében tapasztaltunk ektopikésjekbdést az intramembran uton
kialakul6 koponyatéicsontban (22. abra B). Ez arra utal, hogy a tradrs@xpresszios
mintazatat az integralodasi hely genomi kérnyeneta befolyasolja Iényegesen.

A tranziens expresszios és transzgenikus egér ldiséreredményei alapjan
elmondhatd, hogy a Dpel elem meghataroz6 szerdppel matrilin-1 gén szévet- és
fejlodési allapotspecifikus aktivitasanak, illetve progidisztélis iranyitottsaganak
kialakitasaban, ezltal alkalmas lehet arra, hagyéle fuzionalt gének kifejédését az
izlleti betegségek (rheumatoid arthritis) altalélégtettebb disztalis struktirakba (ujjak)
irdnyitsa. Ezért ezzel a konstrukcioval transzgemilegérvonalat hoztunk létre, ami
alkalmas arra, hogy indukalt arthritisben nyomondgsiik a génexpresszid csokkenését,
illetve a gyogyszerjeldlt vegyuletekkel vald kezeléani regeneraciét. A 8xDpel-NAD1
vektorra és alkalmazaséra transzgenikus egerekiadadalmat nydjtottunk be.

Ezutan arra voltunk kivancsiak, hogy a Dpe2 elefédi@a a hosszu promotéib
hogy befolyasolja annak aktivitasiat vivo. Ebl®l a célbdl eltavolitottuk a -1740/-1642
DNS szakaszt a promoter fragmentumbdl és igy éipktet LacZ riportergén elé. A
ADpe2-TR70 transzgént (23. abra A) expresszaldo @éhkbnizsgalata soran azt
tapasztaltuk, hogy a féstés intenzitdsa 0sszehasonlithatd a TR70 transzgjersst
megmaradt a zonaspecifikus aktivitas is, hiszerbeekedeési korongok proliferativ és
prehipertréf zénaira korlatozodott az expresszimgy az a végtagok hosszu csontjaiban
megfigyelhed (23. abra C,D,F,H,I,L). Lényeges kilénbség viszaR70 transzgénhez
képest, hogy mig a tengelyvaz esetében megmargadiano-disztalis irdnyitottsag (azaz
a nyaki régiotol a farki régié felé haladva addfi csigolyatestekben nagymértékbeittn
az expresszid szintje) (23. abra O-T), addig eegjlédd végtagvaz elemeiben megat
Ezt tamasztja ala, hogy hasonldé méiitélacZ expressziot figyeltink meg mind a mélls
(humerus, radius, ulna) (23. abra C,D,F), mind adha&égtag fefldé hosszlu csontjaiban
(femur, tibia, fibula) (23. &bra H,I,L), valamintz aujjakban (23. &bra E,G,I,M). A
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végtagvaz proximalis struktardiban jelémt mértékben megnodvekedett transzgén

expresszio arra utal, hogy a Dpe2 elem delécidjaregresszalé hatast sziintetett meg

ezekben a struktirdkban. Ez alapjan feltételézhbbgy a Dpe2 elemhez olyan

transzkripcids faktorok, vagy morfogének &dnek, melyeknek negativ szabalyoz6

szereplk van a matrilin-1 gén kifejelésének szabalyozasaban a vegtagok proximo-

disztalis tengelye mentén.
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22. abra A Dpel elem nyolc kopigja
nagymértékben noéveli a rovid promoter
aktivithsat és az expressziot a disztalis
struktarakba iranyitia. A 8xDpel-NAD1
transzgén térképe (A). Az X-gal festett alapito
embriok chondrocraniumaban, tengely- és
végtagvazaban figyelhet meg kilonboa
intenzitdst fedidés, mely a vaz disztalis
struktdraiban a legésebb (B). A metszetek
hisztokémiai vizsgélata & festdést mutat a
fejl6dd ulna (C,J), humerus (E) és radius (F)
oszlopos proliferativ és prehipertrof
porcsejtieiben. Az ujjakban medgfigyelliet

| festbdés (D,G-I,M) intenzivebb, mint a végtagok

hosszl csontjaiban (C,E,F,J,M), illetve a miells
és hatsé végtagok fliggeszbveinek fejbdod
elemeiben (K,L). A hosszu csoves csontok és az
ujjak disztdlis végein a feslés sokkal disebb,
mint a proximdlis végeken (C-J,M). Az
expresszid proximo-disztalis dsbdése a
tengelyvaz esetében is lathato. A ddjl farki
csigolyak porcsejtjei (P,S) sokkal intenzivebben

.| festbdnek, mint az agyéki (O,R) és a nyaki

csigolyak (N,Q) sejtiei. Megfigyelhét még
transzgén expresszié a bordakban (T,V) és az
orrporcban (U). Méretvonal 2 mm (B), 2@én
(C-V). Tovabbi jeldlések: Id. 5,7. abrak.
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23. abra A Dpe2 elem deléciéja nem befolyasolja ama-specifikus expressziét, de a
hosszli csontokban megsziinteti a proximo-disztalisrényitottsagot. A ADpe2-TR70
transzgén térképe (A) és kifefelesi mintazata az alapité embridk éep vazelemeiben (B).

A fagyasztott metszetek hisztoldgiai vizsgalatedndkiderilt, hogy a transzgén expresszié a
fejl6dé hosszu csontok ndvekedési korongjanak oszlopdgeguativ és prehipertréf zénaira
korlatozédik (C,D,F,H). Egyforma mértékx-gal festdés figyelhei meg a lapocka (C),
humerus (C,D,F), radius (D,F), ulna (D,F), kézk@sgmtok (E) és az ujjak (E), illetve a
medencecsont (K), femur (I,K), tibia (H,I,L), filal(l,L), labk6ézépcsontok (G,J,M) és
labujjak (G,1,J) esetébehacZ expresszié detektalhat6 még az orrporcban (U) #édcaont
kezdeményében (V). Méretvonal 2 mm (B), 200 (C-Z). Tovabbi jel6lések: Id. 5,7. abrak.
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3.2. Disztalis elemek hatdsa heterolég promoter aktivitdara

A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a tavoli promotégio is képes-e egy
onmagéban inaktiv, heterolog promotefikddését Ugy iranyitani, hogy a matrilin-1
génhez hasonld expresszidos mintazatot kapjunk. Zbh@an transzgént allitottunk el
melyben a matrilin-1 gén -2011/-946 fragmentun@o#2al minimal promoter elé épitve,
azzal egyutt irdnyitja &acZ riporter gént (24. dbra A). A PS-PC transzgénidbnd
embriok a PS-NAD1 egerekkel dsszehasonlithato kigeté fesbdtek (24. abra B). A
transzgenikus allatok hisztoldgiai vizsgalata aiat, hogy a tavoli promoter régié képes
az inaktivCol2al promotert aktivalni és az expressziot adidjl vazelemekbe iranyitani.
Erdekes médon az expresszi6 magas volt &dejiégtagokban és chondrocraniumban
(24. abra C-F,I,R), de alacsony a tengelyvazbagerancben alig detektalhaté (24. &bra
G,H,J-0). A LacZ aktivitds szintén az oszlopos proliferativ és pretirof zénakra
korlatozodott, tehat a zonalitds a tavoli promotéegmekre is jellemz Hasonléan a
VAM2 transzgénhez, egyéb struktirakban is megftygg@lvolt kifejezsdés, pl. az orrban
(24. abra Q,R,T,U), a metdpg kezdeményében (24. abra S), a geriritwt (24. dbra
P). Viszont ellentétben a PS-NAD1 transzgénre nelte mintazattal, itt nem figyeltik
meg az arra jellenfzproximo-disztalis irAnyitottsagot, sem az azoriwsaban 1é¢ sejtek
kilonb6d meértéki festdeseét.

EbBl arra kovetkeztetink, hogy a matrilin-1 génre gelly zonaflgd,
porcspecifikus expresszid iranyitasara a tavolimele is képesek, de a disztalis
struktarakban ésebb aktivitas a révid promoteren déékonzervalt szabalyoz6 elemek és

a tavoli promoter elemek egyutikbdésének eredménye.
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24. dbra A matrilin-1 tavoli promoter régié képes az inaktivCol2al promotert aktivalni. A PS-PC
transzgén térképe (A) és expresszidés mintazatalagut@ embridkban (B). A metszetek hisztologiai
vizsgalatakor detektaltunk expressziét az 6sszpddéevazelemben (C-U). A.acZ kifejezédés szintje
magas volt a fefidé mellss (C-E) és hatsé végtagokban (F,l) és a chondrasnatvén (R), de alacsony a
tengelyvazban (G,H), a gerincben pedig alig detk&ta (J-O). A fejpdd hosszi csontok ndvekedési
korongjaiban LacZ aktivitas az oszlopos proliferativ és prehipertddnakra korlatozédott (C).
Megfigyelhett még transzgén kifejédés az orrban (Q,R,T,U), a meikrm kezdeményében (i) (S), és a

gerincvebben (bm) (P). fv, vibrissak follikulusai. Méretvdnda mm (B), 200um (C-U). Tovabbi
jelélések: Id. 5,7. abrak.
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3.3. Homolog introni elemek hatasa a révid promoter aktvitdsara

A matrilin-1 gén intronjdban kordbban azonositd@i? bp-os elem (&), illetve
azon belll a LIE elem szabalyozasban betdltotegstiis vizsgaltuk tranziens expresszios
és transzgenikus egér kisérletekben. Ezek az elexék keltették fel érdekdiésiinket,
mert korabbi kisérletekib kiderult, hogy Sox9 és Nfi kéhelyeket tartalmaznak [108],
melyek a rovid promoteren is megtalalhatok.

Megvizsgaltuk, hogy azigés LIE beépitése @ol2alenhancer elemek és a révid
promoter k6zé milyen hatast gyakorol ennek a kaksténak az aktivitaisara HDM, CEC
és CEF kulturdkbartranziens expressziokisérletben (25. abra). A 8¥bpar8XLIEL-
FO15-Luc konstrukcié viselkedése mindharom tipusitksltaraban lényegében azonos
volt a kiindulasi, 8xkq2arFO15-Luc konstrukcioéval, vagyis ebben a kdrnyezeta LIE
elem hatasa nem érvényesilt. A 8%kr8xEio-FO15-Luc konstrukcié azonban HDM,
CEC és CEF kultardban is ~70% relativ aktivitaskedkst okozott, ami szintén a

transzkripcios szabalyozasban bettltétt negatirepéee utal.
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25. dbra A Col2al enhancer elem és matrilin-1 introni elemek nyolc képidjanak hatasa a révid
promoter aktivitdsara tranziens expresszios kisértben. A diagram az egyes konstrukciok FO15-Luc-
hoz viszonyitott relativ aktivitasat mutatja HDMEC és CEF kultirakban.

Az Col2alenhancer elemet és agkE illetve a LIE elemet 8 kopiaban az irodalmi
adatok alapjan inaktiCol2alrovid promoter altal meghajtott luciferaz gén (P@e).elé
is beépitettiik. A kontrollként hasznalt &gk.rPC-Luc porcspecifikus aktivitasa a PC-
Luc-hoz képest 23x-raott. A 102 bp-os elemek jelenléte mindharom kultaréb
jelensen csokkentette a luciferaz aktivitast a &drPC-Luc konstrukciohoz képest. A

LIE elemek jelenléte pedig mindharom kultiraban%38s aktivitdscsokkenéssel jart (26.
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abra). Adataink alapjan ugyirtik, hogy a 102 bp-os elem altalanos transzkripgiito

hatassal bir, mig a LIE elem gatlé hatasakgsoliferativ porsejtekben a legkifejezettebb.
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tranziens expresszios kisérletekberA diagram az egyes konstrukciok PC-Luc-hoz viszumtiirelativ
aktivitasat mutatja HDM, CEC és CEF kultdrakban.

Az Eip, elemin vivo hatasanak vizsgalatdhoz olyan konstrukciot késiite €s

allitottunk eb vele transzgenikus egereket ami a rovid promoter &t 4 kopiaban

tartalmazza ezt az elemet (27. abra A). A A4¥BRAD1 transzgenikus alapitd embriok

vazelemeiben nagyon alacsony skingxpressziot figyeltink meg, ami a NAD1

expresszios szintjet nem, vagy alig haladta megné® mutatott proximo-disztalis

irdnyitottsagot (27. abra B). Ezt tAmasztja algyha nyaki és farki gerinc régiokbol

szarmazo6 csigolyatestek ©sszehasonlithatd mértékbstdtek (27. abra D,E).

A

ndvekedési korongok proliferativ és prehipertroh&@iban detektaltunk gyengén fékt

sejteket, ahogy az a féfl6 hosszu csontok esetében lathato (27. abra C).
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27. abra Az E, elem négy koépidgja nem
ndveli a rovid promoter aktivitasat in vivo. A
4xE;o-NAD1 transzgén térképe (A) és
kifejezodési mintdzata a transzgenikus alapitd
embridban (B). A vazelemekben nagyon
alacsony szitit expresszi6 figyelhétmeg, ami
nem mutat proximo-disztalis iranyitottsagot,
mivel a nyaki (D) és farki (E) gerinc régiok
csigolyatestjei dsszehasonlithaté mértékben
festbdnek. A novekedési korongok oszlopos
proliferativ és prehipertrof zbnaiban
detektaltunk gyengén fésld sejteket (C).
Szintén alacsony szihtexpresszié figyelhét
meg a medencecsontban (F), a Meckel-féle
porcban (G) és az orrporcban (H). Méretvonal 2
mm (B), 200um (C-I). Tovabbi jellések: 5,7.
abrak.

A 8xLIE-NAD1 transzgént (28. abra A) hordoz6 Aallat®zintén alacsony
expresszios szintet mutattak (28. abra B), ami & NAxpresszios szintjét csak a fej és a
bordak fejbdé porcos vazelemeiben haladta meg kissé (28. alisalpk). Erdekes modon
azonban a transzgén a fejben, az orr korili strdkhan nagyon magas ektopikus
kifejezodést mutatott (28. abra B-G). A proximo-disztalémiyitottsag itt sem érvényesiilt,
mivel a nyaki és farki csigolyak ebben az esetlsehaisonlé mértékfestidést mutattak
(28. abra H,1I).

A transzgenikus egér adatok tehat dsszhangban kantranziens expresszios és

az introni elemekre vonatkozo korabbi adatokkallyeie szerint ezek az introni elemek

62



nem, vagy csak kismértékben aktivaljak a rovid prtart a fejben és a tengelyvazban, és

nem kifejezetten porcspecifikusak.

8xLIE-NAD1

;,,-,3'”“ S e i S
T

SFEB n SFE17 SFE8 —_—

28. abra Az introni elem nyolc kdpiaja nem emeli advid promoter aktivitdsat transzgenikus
egerekben. A 8xLIE-NAD1 transzgén térképe (A) és expresszidmtazata az E15,5 alapitod
embridkban (B). A metszetek hisztolégiai vizsgalefazolta az alacsony expresszios szintet (C-N),
ami csak a fej és a bordak tajty porcos vazelemeiben kifejezettebb kissé (C-G,JKiranszgén a
fejben, az orr korili struktirakban nagyon magaspekus kifejeddést mutatott (C-G). A proximo-
disztalis irdnyitottsdg nem érvényesult, mivel akiy(H) és farki (I) csigolydk is hasonlé méntiék
festbdést mutattak. Méretvonal 2 mm (B), 20® (C-N). Tovabbi jeldlések: 5,7. abrak.
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AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Transzgenikus egerekben kimutattuk, hogyMatnl révid promoter alacsony
aktivitasu a proliferativ és a prehipertrof portsdpen. Aktivitdsat tavoli homolog
promoter és heteroldg porcspecifikus enhancer édamgymértékben novelik. Az
onmagéban alacsony aktivitasa ellenére a révid ptentdominans szerepet jatszik a
gén porcspecifikus, térben éslen sikitett kifejedddésének szabalyozasabaft, s
még ebs, altalanos porcspecifikus enhancer aktivitdsdtéjges térben és dden
szikiteni.

Kimutattuk, hogy a rovid promoteritkodésében kulcsszerepe van a konzervalt Pel
elem paros Sox kéhelyének és az Ine elem Sox motivumainak.

EMSA kisérletekben igazoltuk, hogy az Ine elem pé&tos Sox motivuma képes
tisztitott Sox faktorokat kotni. Az 5’ Sox kiltely inkdbb Sox9-cel, mig a 3’ végi
Sox kdthely inkabb L-Sox5/Sox6-tal |ép kdlcsdnhatasba.

Mutaciok hatasat vizsgalva a hosszu promoter aiiigra transzgenikus egerekben
megallapitottuk, hogy a Pel elem Sox motivumaidlabzté spacer régié mutacioja
és az IneM2 mutacio feloldja a rovid promoter altdinyitott gatlast a fejdo
végtagvaz proximalis elemeiben, de a névekedésingiran a zonalis expressziot
nem valtoztatja meg.

Behataroltuk a gén tavoli promoter elemeit és ijakoa Sox motivumokat
tartalmazo6 Dpel elem fontos szerepét a révid prenaltivalasaban.

Transzgenikus egerekben igazoltuk, hogy az elerftikdpiaja a rovid promoter elé
épitve magas sziit zonalis expressziot alakit ki a noévekedési korabga
rendkivil eés proximo-disztalis iranyitottsaggal a teb porcos vazelemekben.

A Dpe2 elem delécidja a hosszU promodénmegsziinteti a transzgén expresszié
gatlasat a végtagvaz proximalis elemeiben, de m@eaudalis részén nem, és a
zbnaspecificitas is megmarad.

A Dpel és Dpe2 elemeket tartalmazé tavoli DNS szakeeterolég promoter elé
épitve is zondlis kifejédést iranyit a fefldd végtagvaz elemeinek novekedési
korongjaiban és a fejben. Tehat a tavoli elemekjeliem? a zénaspecificitas, de a
proximo-disztalis kulonbségek kialakitasahoz addwiomoter elemeire is szikség
van. Mas DNS elemek vesznek részt a végtagvaz mogisztalis és a gerinc
cranio-caudalis iranyban @&od> Matnl expresszido szabdalyozasdban. Mindlett

fuggetlen a zondlis, azaz a &ejési allapotspecifikus szabalyozas.
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Vizsgéltuk a Sox és Nfi kéhelyeket tartalmazo introni DNS elemek szerepét is
gén transzkripcids szabalyozasdban. Ezek a DNSe&lemem, vagy csak kis

mértékben novelték a révid promoter aktivitasatpél a fejben és a bordakban, és
a fejben efs ektopikus kifeje@dést irdnyitottak. A vizsgalt introni elemek szexep

tehat kisebb a matrilin-1 gén szabalyozasaban.
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DISZKUSSZIO

A matrilin-1 gén egyedi tulajdonsaga, hogy szemb&s porcfehérjéket kddolod
génekkel, melyek mar a korai proliferativ porcddjen kifejeddnek, csak a kés
proliferativ stddiumu chondrocytdkban kapcsol Be. vivo a ndvekedési korong
proliferativ. és prehipertrof zoénaira korlatozodikz aexpresszidja, igy e zdénak
markergénjének tekinthietMivel ezek a zonék igen fontos szerepet toltereek porc —€s
csontfejbdés soran, nagy jeldisege van azon szabalyozé mechanizmusok felderéiésén
melyek a génexpressziot ezekbe a régidkba irakyit@@ porcfehérje gének szabalyozé
mechanizmusaiban bekovetkealyan hibak, amik a zonalis expressziét akadalikzz
sulyos fejbdési rendellenességeket okoznak [83,84]. E mectmasiak pontos felderitése
hozz4jarulhatna ahhoz, hogy a porcszovetet dcrifdetegségek és féfési
rendellenességek korai stddiumban, még a tinetgielarése ékt, genetikai markerek
segitségével azonosithatdak legyenek, illetvéseglitené a med&lés és a kezelés
megfeleb stratégiainak kidolgozasat.

Munkank soran arra kerestik a véalaszt, hogy a eginlatrilin-1 gén korabban
azonositott, konzervalt szabalyozé elemei milyenrt@ék®en jarulnak hozza a gén
expresszidjanak szabéalyozasahoz, és hogy a chawknigt szabalyoz® ftranszkripcios
faktorok hogyan jatszanak szerepet ebben a folyzamat Kisérleteinkkelin vivo
rendszerben bizonyitottuk, hogy a matrilin-1 géwidépromoterén |&y szabalyozo
elemek kulcsszerepet jatszanak a génre jebehitejezodési mintdzat kialakitdsaban.
Igazoltuk, hogy a Pel és Ine elemek képesek kothamdrogenezisoftranszkripcids
faktorait, a Sox tri0 tagjait. Tovablm vivo ésin vitro kisérletek eredményeivel pedig
alatamasztottuk, hogy a rovid promoter ezen elemnproximalis promoter szabalyozo
elemeivel kommunikélva tikodnek.

A szabdlyozas egyik jellerye, hogy a matrilin-1 szabalyozo régio tébb, amaniot
fajokban kilonbdg mértéki homoldgiat mutatd szekvencia elemet tartalmazyekelek
szerepe lehet a gén szovet —ésséibi allapotspecifikus szabalyozasaban [80]. Ezek a
konzervalt elemek a gén révid promoterén (-334/+BlEtve a tavoli promoter régiokban
helyezkednek el. Hasonl6 evolliciés konzervaltsagyethed meg példaul a Sox2
enhancerek esetében [112], melyekmatrilin-1 szabalyozé elemekhez hasonl6an
elszortan helyezkednek el hosszabb génszakaszomkonzervalt blokkok gerinces
fajonként mutatnak eltéréseket, melyek a génexpies®r— és idbeli kulonbségeit

tukrozik [113]. Tehat amatrilin-1 esetében is igaz lehet, hogy a szabalyoz6 elemek
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evollcids konzervaltsdga az elemek funkcionalsngségét tiikrozi. Ezt a kdvetkeztetést
eredményeink megésitik.

A dolgozatban leirt transzgenikus egér kisérletgkéeelmien azt bizonyitjak,

hogy a matrilin-1 gén térben ésobn sikitett kifejeddésének szabalyozasaban
kulcsszerepet tolt be a gén rovid promotere [1QTpbbinak az aktivitasa 6nmagaban
tranziens expressziés és transzgenikus egér (NABE)yletekben igen alacsony, viszont
képes a rendkivil é&s, altaldnos porcspecifikus, heterolég Col2al ecdrarlem [109]
disztalis iranyultsdgu expresszidos mintazat kidgdeddra [114]. Ez a mechanizmus eltér a
Col2al gén szabalyozasatol, mivel annak promotemma@aban inaktiv, enhancerére
pedig jellem# a magas sziiit aktivitAs minden porcsejtben, f&jllési stadiumtol
fuggetlendl, beleértve a perichondrium, adpekc és a proliferativ zéna sejtjeit, de nem
jellemzs rd az a térben ésdiden valo sikitettség, ami a matrilin-1 gén szabalyozasanak
sajatossaga.
Szovetspecifikus szabalyozé elemeket mas eukagétak promoterében is azonositottak,
példaul maj— és osteoblast-specifikus gének esetflib,116], de nem porcspecifikus
génekben, melyeknek 6 f szabalyozd elemei intronokban, vagy tavoli 5 wége
helyezkednek el.

Az endogén matrilin-1 génre jelledzexpresszios szint kialakitdsaban részt
vesznek tavoli promoter elemek is [107], hasonléanembs anti-Mullerian hormon
génhez, melynek TATA-boxatol 100 bp tavolsagra asiiottak egy konzervalt DNS
elemet, amit a SOX9 és partner transzkripcios faktaz SF-1 ismer fel [117]. Ehhez
hasonl6 mechanizmus feltételezhat matrilin-1 gén esetében is, mivel a tavoli prtano
régio hosszanak novelésével a porcsejtekben ménitak jelentsen megnodvekedett,
illetve transzgenikus egerekben isLacZ expresszié novekedését tapasztaltuk a tavoli
elemek jelenlétében (PB-NAD1, PS-NAD1) [114].

A matrilin-1 génre jellem& Gjszefi és igen hatékony, a proliferativ stadiumhoz
kapcsolodo szabalyoz6 mechanizmust mas gén esatébefrtak le. Erre a szabalyozasra
jellemzs, hogy a rovid promoter evollcidésan konzervalt ahgird elemei jatsszak a
foszerepet, melyek a porcf@jlést iranyitd legfontosabb transzkripcios faktomI§ox trid
kotohelyeit tartalmazzék [80,110].

A porcdifferencidlodast iranyito 6f transzkripcidos faktor a Sox9, mely minden
chondroprogenitor sejtben kifefedik, hianyaban a porcos elemek nem digjlek ki

[81,82,85]. A porcszovet extracellularis matrixéképity fehérjeket kodold gének kozil a
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Col9al, Col9a2, Collla2, CD-Rags azAgclexpressziojat is iranyitja a Sox9 [91,95,97-
101].

Eredményeink 6sszhangban korébbi irodalmi adatofd@[L07] és a csoportban
parhuzamosan végzett EMSAy vivo footprint és tranziens expresszids Kkisérletek
eredményeivel egyltt igazoljak, hogy bar a matdligén transzkripcidés szabalyozasaban
részt vesznek Sox faktorok, a szabalyozas mégisralis porcfehérje géneékt

A rovid promoteren l&¥ Pel elem Sox motivumairdh vitro EMSA ésin vivo
footprint kisérletekben bebizonyosodott, hogy valbbképesek a Sox trié tagjainak
kotésere, melyek kozil a Sox9-et preferaljak, iggloszirileg a matrilin-1 gén
expressziojanak szabalyozasaban hasonlé mechamikrsuszerepet jatszhatnak, mint az
emlitett gének esetében.

A Pel elem esetében a Soxékdhotivum mutacidja (PelM1) kevesebb, mint
tizedére csokkentette a hosszu promoter, és fal€el2al enhancer és a révid promoter
altal irdnyitott konstrukcié aktivitdsat tranzieespresszios kisérletekben. A két Sox
motivumot elvalaszt6 spacer régiot dfintmutacié (PelM4) pedig ~40%-0s
aktivitascsOkkenést okozott. Ez a csokkenés mindsatben csak a chondrocyta
kultaraban volt megfigyelhét mig a porcfefldés korai stadiumat reprezentadlé HDM és a
matrilin-1-et nem expresszalé CEF kultirdkban nem. TehatlaeRenhez k&tdo Sox
faktorok dénd szerepet jatszanak a gén szovetspecifikus expiggszz. Mivel a PelM4
mutaciot hordozo transzgenikus egeralPé1M4-TR70) hisztokémiai analizise soran azt
tapasztaltuk, hogy az expresszi6 mindeno@igjlvazelemben magas sinés az intakt
hosszu promotert tartalmazé transzgénhez (TR70pnh@asn zondlis [107], viszont a
végtagvaz elemeiben elvesztette proximo-disztafisyultsagat, valészin hogy a Pel
elemhez kdtdé masik faktor lehet felés a végtagvaz proximalis struktaraiban az
expresszio gatlasédért. Ez lehet egy morfogén, emyytranszkripcios faktor, ami a Sox
faktorokkal kélcsbnhatva vesz részt a szabalyozrasba
Mivel az eukariota gének szabalyozasara altalanedemz’, hogy kulénboé aktivald és
gatl6 faktorok egydttiikddésére van szikség a megfeletérbeli és idbeli
kifejezodéshez, a matrilin-1 gén esetében is hasonld mirhast feltételezink.
Valoszini, hogy a rovid promoter és a tavoli promoter réggdabalyozé elemeihez
kotodo Sox faktorok egyméassal és mas fehérjékkel egyikiiive szabalyozzak a gén
expresszidjat. Ez azért is valésgimert a fehérjék HMGB domént tartalmaz6 csopoatjab
tartozd Sox tri6 tagjai is ugy fejtik ki szabalyosaerepiiket, hogy a DNS-hez &dve

meghajlitiak azt, lehéséget biztositva ezzel partnerfaktoraiknak as#é@shez [79]. A
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Sox9-nek szamos partner faktora ismert, ilyen példa LcMaf, a PGCd, illetve a
Scleraxis, melyekkel egyltt a Col2al gén szabakédzan vesz részt [118-120].

A kllonbo faktorok egyuttriikddését alatamasztdé masik tény, hogwyatrilin-1 roévid
promoterén talalhaté Sl és Sl elemek funkcion&lfs kotdhelyeket is tartalmaznak,
melyek szintén tagjai a promoteren Osszes&afePIC-nek [105,114]. A csoportban
végzett Ujabb kisérletek ezek szerepét igazolfa@a® aktivaldé hatasanak kdzvetitésében.
A komplexnek része lehet még az aggrekan promdiér-kehérie (APBP), mely
chondrocytakbarnn vitro kétodik a Pel elemhez. Hasonléan az aggrekan promaterhe
ahol az APBP felisméhelye tobb példanyban, elszértan helyezkedik etekvencian
[121], amatrilin-1 szekvenciaban is szamos APBPdkly talalhato a Pel elemen kivl
is. Mivel az APBP kdtdése aaggrekanpromoterhez gatolja a gén transzkripciojat [121],
feltételezhet, hogy amatrilin-1 szabalyozasaban is hasonl6 modon vehet részt.

Ismert az is, hogy &ol2al és Collla2 gének porcspecifikus enhancerében is
talalhatok invertalt Sox motivumok, de a Pel-hegoh&® konzervalt blokk jelenléte,
illetve a konszenzus Sox motivummal ilyen mértékbaid megegyezés egyik génre sem
jellemz [122,123].

Ugy gondoljuk, hogy a Pel elem nem enhancerkéikonve iranyitia a magas szint
porcspecifikus expressziot, hiszen az intakt Peinet tartalmazo6 révid promoter altal
iranyitott konstrukcié megleh&ten alacsony aktivitast mutatott, illetve a PelInetébb
példanyanak jelenlétében settna minimal promoter aktivitdsa [80]. Sokkal inkéh
tavoli promoter és introni elemek hatasat kozveitaltal, hogy velik és a hozzajuk
kotodo transzkripcids faktorokkal multiprotein kompleXeipez.

A rovid promoter masik, kevésbé konzervalt motivuam Ine elem. Korabbi
kisérletekkel 6sszhangban igazoltuk, hogy az leenek képes Sox faktorokat kotimi
vitro [111], viszont a Sox tri6 tagjai kdzil az L-Soxs &ox6 kdéddik nagyobb
affinitassal. A Sox kdthelyekben bekovetkezett muticidk ebben az esetbgeleinbs
mértékben csokkentették a gén aktivitdsat mindztesns expressziés, mind transzgenikus
egér kisérletekben. A legdramaibb hatast az Inm éd& Sox kobthelyének mutécidja
okozta @AIneM1-TR70), mely ugyan nagymeértékben lecsOkkemtett transzgén
aktivitasat, de a zonafliggést és a proximo-diszid@nyitottsagot nem befolyasolta. Tehéat
a Pel elem mellett az Ine-hez &dit Sox faktorok jelenléte is feltétele a megfélel
mértéki és mintazatl génexpresszionak. A Sox motivumokasfaktorok kdthelyeinek
a TATA-box kdzvetlen kérnyezetében vald csoportasalnem jellemizmas porcfehérje

gének szabalyozo régioira.
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A Pel és Ine elemek Sox motivumainak szerepéretkar@ eredményeinket
megebsitik a csoportban ikozben elvégzett kotranszfekcios kisérletek. Ezakist a
Sox9 kobdése a Pel elemhez kulcsfontossagu a tavoli eleahéikald hatdsanak
kozvetitésében. A Sox9 Aéltal kozvetitett aktivalasinergista és dozisfiggmaodon
befolyasolja az L-Sox5/Sox6, valamint Nfi faktorigk

A proximalis promoteren |év konzervalt, szovetspecifikus szabalyoz6 elemek
jelenléte egyedi tulajdonsaga a matrilin-1 génnmakyel egyéb porc matrix fehérjéket
kédolo génekCol9al, Col9a2, Collla2, CD-Ra\gcl) esetében a proximalis promoter
régidban nem irtak le porcspecifikus szabalyozmeleet [122-124].

Adataink alapjan nyilvanvalo, hogy a Sox tri6 mascpmatrix génekét (Col2al,
Agcl, Crtl) elté mddon szabalyozza a matrilin-1 gén expresszidjdilgy ezek
aktivalasanak elégséges feltétele a Sox8ddie [91,96,125], addigraatrilin-1 esetében
szilkség van a tri6 masik két tagjara is. Ahogy fdéllddCOMP promoter esetében, Ugy a
matrilin-1 gén aktivalasaban is a Sox5 és Sox6 tgyitodik a Sox9-cel. Csoportunkban
a Sox trio tagjaival végzett kotranszfekciés kist@l is alatamasztjak, hogy a porafdgs
korai szakaszaban, amikor az L-Sox5/Sox6 a Sox9Kémest alacsonyabb moléaris
aranyban van jelen, szabalyozzeatrilin-1 promoter aktivitasat azaltal, hogysegiti a
Sox9 transzaktivaciéjat. A chondrogenezisdkds stadiumaiban viszont, amikor az L-
Sox5/Sox6 nagy molaris feleslegben van a Sox9-égedt, a transzaktivacio gatlasaval
csokkenti a promoter aktivitdsat. Hasonl6 egyiitdués figyelhet meg a Sox9 és a
matrilin-1 promoter konzervalt Nfi kéhelyeit elfoglald kulonbaz Nfi izoformak kozott.
Az Nfi fehérjék szintén mennyiségidkt figgoen novelik, vagy csokkentik a Sox9
transzaktivaciojat.

A jelen dolgozatban targyalt eredmények és a csopkivan ebzéleg, illetve
parhuzamosan végzeith vivo €sin vitro kisérletek eredményei alapjan egy modellt
allitottunk fel a matrilin-1 gén egyedi, szévet—fégodési allapotspecifikus kifejédését
szabalyozé mechanizmusara (30. abra). Hipotézisizekint a gén rovid és proximalis
promoterén modularisan elhelyezkedzabalyozé elemek vesznek részt az expresszid
irdnyitdsaban. A porcféjtiés kezdeti szakaszaban a Sox és Nfi fehérjéknékaigileg
abban van szerepe, hogy a kromatin struktira fidlegval a TATA-box és kornyéke
hozzéaférhdt legyen. Ezt tamasztja ala az a megfigyelés is,y hogvivo footprint
kisérletekben a nem expresszal6 CEF sejtekben i@ giromoterhez nem kédtek
fehérjék, de a porcsejtekkeé differencialédé HDMtitdban a révid promoter fokozatosan

kezdett védetté valni. Mivel az Nfi fehérjek képesa hisztonokhoz kapcsolédni
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[126,127], valbészitn, hogy a nukleoszoma struktira fellazitAsaval yéakl hozza a
matrilin-1 gén aktivalédasahoz.

A chondrogenezis korai szakaszaban a Sox9 a Pathetekobdik. Ennek a kdtdésnek a
hatékonysagat az L-Sox5/Sox6 noveli, melyek ekkorSex9-hez képest kisebb
mennyiségben vannak jelen. Valdsgihogy a Sox faktorok kétése a TATA-box
kozelében meghajlitia a DNS-t, ezaltal Idiséget biztosit a PIC 6sszeszédélsére. A
DNS konforméciévaltozasa ddegitheti a Pel és Ine elemekhez eddig azonositatla
faktorok (Sox partner faktorok) kidését is. Az Ine elemen &vSox kobhelyeket
elfoglalo L-Sox5/Sox6 stabilizélja a Sox9-et a Rédmen. Ez az elem kdzponti szerepet
jatszik a PIC és az enhanceoszoma Osszeddésében, illetve a tavoli szabalyozo
elemek hatasanak kdzvetitésében, de az Sl-heel(ébdben az Sll elemhez is) kiit6

Nfi faktorok is jelenbs mértékben hozz4jarulnak e multiprotein komplexek
kialakulasdhoz. A promoter aktivitdsa a &égroliferativ porcsejtekben a legmagasabb,
amikor a kulcsszerepeket jatszé Pel és Ine elemekénztvely Sox faktorok kéidése
optimalis. Ebben a stddiumban a nagy mennyiségienlgw L-Sox5/Sox6 akadalyozza
a Sox9 transzaktivaciot, felteldeh agy, hogy a Sox faktorok a Pel és mas elemékén |
Sox kovhelyekért versengenek, valamint az Ine elem Soxéhedyeinek teljes
lefedettsége fizikailag gatolhatja a PIGikiidését. A ké&sbbi stadiumokban lecsdkkent
transzkripcids aktivitashoz az is hozzajarulhatgyha gatldo Nfi izoformék foglaljak el
kotohelyeiket a szabalyozd elemeken, megakadalyozval ezZBP TATA-boxhoz val6
kotodését [80,114].
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28. dbra Sox ¢ Nfi faktorok szabalyozzak a matrilin-1 promoter aktivitasat. A chondrogenezis kor:
szakaszdban (a) a Sox9 ddik a Pel és Ine elemekhez. A korai (b) ésokés) proliferativ
chondroblastokbandna kéthelyek telitettsége. A porcféfliés kési stadiumaban az L-Sox5/Sox6 (d) és
gatlé Nfi izoformak (e) foglaljak el a kételyeket
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A felvazolt modellt igazoljdk a gén tavoli DNS eleimek funkcionalis vizsgalatara
irAnyulo kisérleteink is.

Tranziens expresszids és transzgenikus egér keddyn behatéroltuk a tavoli
DNS elemeket, melyeknek szerepiik van a matrilid anszkripciés szabalyozasaban.
A tavoli promoter régid6 még két, az dmmlés csirke gének kozott kisebb méiiték
homoldgiat mutatdé elemet tartalmaz (Dpel és Dp8Q@). [A Dpel elemen talalhaté egy
motivum, mely az L-Sox5, Sox6 transzkripcios fa&koikohelyével nagymértékben
megegyezik [110]. A Dpe2 elem pedig a GACACAGAGAA&Ndkivil konzervalt
motivumot tartalmazza, mely egyetlen ismert traripeidos faktor kébhelyével sem
mutat homologiat. Ezek az elemek is meghatarozéaiatilin-1 jellemz kifejezodési
mintazatanak kialakitdsdban. Tranziens expresszsdsranszgenikus egér kisérleteink
aldtdmasztottdk, hogy a Dpel elem igedsaktivalo hatasu, mivel nyolc kdpigja és a
rovid promoter altal iranyitott transzgén (8xDpeADl) emdteljes porcspecifikus és
proximo-disztalis aktivitdst mutatott. Ezek az enéshyek arra utalnak, hogy bar a Sox
trio kotdhelyei egymastol tavol helyezkednek el a matriligéh szabdalyoz6 régidban, a
koztik lé interakcié feltétele a megfetelszinti és mintdzati génexpresszidnak. Ezt
tamasztja ald az a medgfigyelés is, hogy a Sox9digyeem képes a matrilin-1 gén
aktivalaséara, csak a Sox5 és Sox6 jelenlétében (@jportunkban parhuzamosan végzett
QRT-PCR kisérletek adatai is ezt a feltevéssigik, mivelin vitro chondrogenezis soran
a Sox6 mMRNS szint a matrilin-1gén aktivalédasakorelgedett meg, utalva a Sox6
szabélyozasban betoltott szerepére.
A Dpel elemmel ellentétben a Dpe2 elendtaedjes gatlo hatast, mivel tranziens
expresszios kisérletekben még a tobb kopidbanlg¢eterDpel hatdsat is csdkkenteni
tudta. Erdekes médon a Dpe2 elem delécigippe2-TR70) transzgenikus egerekben
megszlntette a végtagvazban a génkitgjég proximo-disztalis irdnyultsagat, azt
valosziriisitve, hogy ehhez az elemhez olyan transzkripcadgof, vagy morfogén
kotodik, mely ezekben a struktarakban represszalé hatas

A matrilin-1 génre egyedileg jellerizszabalyozé mechanizmus felderitésével
hozzajarulhatunk mas porc matrix gének szabalyozksgpontosabb megértéséhez is,
illetve olyan zénaspecifikus vektorok kialakitasahmelyek hasznos eszkozei lehetnek a
vazrendszeri megbetegedések gyogyitasanak. Eredm&kgl kdzelebb kerdltink e
szabalyozé mechanizmus pontos leirdsahoz, de ez kaégtsem jelenti a folyamat
minden részletének ismeretét. A tovabbi vizsgélato#lja a Sox faktorokkal

egyuttmikods fehérjék azonositasa és &aelyeik meghatarozasa.
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A TEZISEK OSSZEFOGLALASA

Bevezetés

A porcszovet a gerinces vazrendszer kialakulasamnmikdédésében fontos
szerepet betdltszovettipus. Sejtes komponensei a chondrocytakieln@ porcszovetre
jellemzs makromolekuldkat termelik. Ezek a sejten kivilibeh egy jol szervezett,
kiterjedt extracellularis matrixot (ECM) hoznakritamely meghatarozza a szovet fizikai
és kémiai tulajdonsagait.

A gerincesek vazrendszerének nagy része endochisncbéntosodas utjan alakul
ki. Ebben a folyamatban a porcszovet egy atmenetiktsira, amely végul teljes
meértékben &talakul. Az endochondralis csontosoddgabalyozd legfontosabb
transzkripcids faktor a Sox9, amely mar a mesenehygjtek kondenzéacidjdhoz is
nélkuldozhetetlen. A Sox9 az L-Sox5/Sox6-tal és pesner faktoraival egydtt iranyitja a
folyamatot.

A porcdifferencialédas els I[épése a mesenchyma sejtek kondenzéacidja. A
kondenzacio kdzpontjdban kewejtek ebbb prechondrocytakka, majd chondroblastokka
fejlodnek, amik intenziven osztodnak és elkezdik teriveelporcszovetre jellendzmatrix
fehérjéket (1., IX., Xl. tipusu kollagén, aggreRam\ periférian levy néhany sejtréteg
fibroblaszt-szdr perichondridlis sejtté alakul. A chondroblastoloigan osztédnak, korai
és keési proliferativ  stddiumokon  keresztulhaladva hip&ftr porcsejtekké
differencialédnak. Ké&sbb kapillarisok lépnek a féjtlo csontba, amik az apoptozissal
elhalt hipertrof sejteket eltavolité chondroclastb&s Gjabb differencialatlan mesenchyma
sejteket hoznak. A kovetkéZépésben a matrix mineralizaloédik. Az epifizeglisrcok
felszini rétege nem fejtlik csontta, hanem izlleti porcként funkcional tvégeig.

Az epifizealis porc és a csontok hosszanti novededg felidtt kor eléréséig a
ndvekedési koronghoz kotlietAz itt 166 chondrocytak morfologiailag és génexpresszid
alapjan is elkulonithét zonakba rendémnek, melyek megfeleinek az embrionalis
porcfejlbdési stadiumoknak. A diafizidt legtavolabb talalhaté a forras chondrocytak
zbnaja. Ezek a sejtek kicsik, azonos alakuak éssgpoosztodnak. A kdvetk&zonat az
oszlopos proliferativ porcsejtek alkotjak, ezek sé¥an osztodnak, oszlopokba
rendeddnek, melyeken lefelé haladva az osztodas intesmitidOkken. A proliferaciot
koveten a sejtek egy atmeneti prehipertréf zonaba reénliek. Az epifizis-diafizis

hatarhoz legkdzelebb &snagyobb mérét szabalytalan alaki chondrocytak alkotjak a
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hipertrof zonat, melynek sejtjei X. tipusu kollag@ématrixot termelve émintazatot
szolgaltatnak a belép osteoblasztoknak a csontos matrix kialakitAisahéz

endochondralis csontosodas minden Iépésében az saddiumra jellemi markergének
kifejezodése figyelhét meg.

A matrilin csalad tagjai olyan nem-kollagénszéehérjék, melyek a porcszévet
sejtkozotti allomanyanak felépitésében ugy veszaskt, hogy kollagént fliggo és attol
fuggetlen finom héalozatokat alkotnak. Az ECM szebdEsében betdltott fontos
szerepikre utal, hogy minden szévettipus sejtkibalidimanyaban éfordul a csalad egy,
vagy tobb tagja.

A csaldd kozul elként azonositott tagja a matrilin-1. Mas porcfefiéd|
eltéen, melyek mar a korai proliferativ porcsejtekbermiebdnek, a matrilin-1 csak a
kési proliferativ stadiumu chondrocytakban tertik. A gén expresszidjan vivo a
ndvekedési korong proliferativ és prehipertrof Zdmakorlatozodik, igy e zonak
markergénjének tekinthiet A csirke matrilin-1 gén hossz( promotere traneiges
egerekben a fdjtlv hosszu csontok ndvekedési korongjanak proliferésivprehipertréf
z6naiba iranyitja az expressziét. A kifejdési mintazatra jellenézmég a proximo-

disztalis iranyitottsag.

Célkitiizések

Munkank soran arra kerestik a valaszt, hogy a g#abkan mar azonositott
szabéalyoz6 elemei koziul melyik és milyen mértékignl hozza a szovet- es fglési
allapotspecifikus kifejeméshez, valamint hogy azonos, vagy kulobbDNS szakaszok
felelések-e ezért a szabdlyozasért. A DNS elemek beltégarmellett arra is kivancsiak
voltunk, hogy amatrilin-1 transzkripcios szabalyozasa mennyiben azonosvellgér el

mas porc matrix fehérjéket kddold généképl. Col2al).

Kisérleti stratégia

Kérdéseink megvalaszolasa érdekében a kovetkisgrleti stratégiat kovettik. A
mar kordbban leirt regulalé elemek kulonbdzwmbinacibival riporter konstrukcidkat
hoztunk Iétre, melyek aktivitAsat tranziens exmess kisérletekben kilonbéz
sejtkultardkban vizsgaltuk. A riporter konstrukcik&zul azokat valasztottuk ki, melyek
hatdssal voltak a matrilin-1 gén szovet —esodigbi allapotspecifikus expresszidjara.
Ezekkel a DNS elem kombinaciokkdlacZ riporter konstrukciokat készitettlink,

melyekkel transzgenikus egereket hoztunk létrey lagasukain vivo vizsgalhassuk. Az
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injektalasbol szarmazo alapitd, illetve a transidgenvonalakbdl szarmazé embridkban
hisztologiai médszerekkel vizsgaltuk a génkifémas tér —es itbeli tulajdonsagait. E
kisérletek alapjan behataroltuk a mintazatért dsleDNS elemeket. Ezt koven a
vizsgélt szabdlyozé elemekben pontmutaciokat héztétre, melyekin vivo hataséat
szintén megviszgaltuk transzgenikus egerekbenahayozasban résztveBox faktorok

kotodésetn vitro EMSA kisérletekben vizsgaltuk.

Eredmények

Kimutattuk, hogy a matrilin-1 révid promoter énmaga alacsony aktivitasu
proliferativ és prehipertrof porcsejtekben. Akigat tavoli homoldog és heteroldg
porcspecifikus enhancer elemek nagymértékben ndvalacsony aktivitdsa ellenére a
révid promoter kulcsfontossagu a génildett tér —€s idbeli kifejezddésének
szabalyozasabanjtamég eés, altalanos porcspecifikus enhancer elem aktidtésképes
szikiteni.

EMSA kisérletekben igazoltuk, hogy az Ine elem p&Box motivumai tisztitott,
GST-fuzios Sox fehérjékkel képesek nukleoproteimpi@xet Iétrehozni. Az 5’ végi Sox
kotohely inkabb Sox9-cel, mig a 3’ végi motivum inkalhbSox5/Sox6-tal alkot
komplexet.

A konzervalt elemek pontmutacioinak hatadsat a hogsmmoter aktivitasara
tranziens expresszids kisérletekben vizsgélva Igdzohogy a Pel elem paros Sox
motivumainak mutacioja dramai moédon csokkenti aegpressziot. Transzgenikus egér
egy Sox kdbhelyének mutécidja feloldja a révid promoter altednyitott gatlast a
végtagvaz proximalis elemeiben, de a deglsi allapotspecifikus expressziot nem
valtoztatja meg.

Eredmeényeink bizonyitjak, hogy a révid promoteikddésében rendkivil fontos
szerepet jatszanak annak evollciosan konzervalt B®ei. A Pel elem paros Sox9
kotdhelyei és az Ine elem Sox motivumai esszencialisaknegfeled kifejezodés
irdnyitasaban.

A Dpel és Dpe2 elemeket tartalmazo tavoli DNS régigymértékben noveli a
révid promoter aktivitasat, illetve heterolég praeroaktivitasat is a ndvekedési korong
meghatérozott zonaiba iranyitja. Igazoltuk az ebba@gioban elhelyezkédpel elem

fontos szerepét a rovid promoter aktivalasabaatvl transzgenikus egér adatokkal is
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alatamasztottuk, hogy az elem nyolc képidja a ropidmoter elé épitve zonalis
kifejezodést iranyit nagyon és proximo-disztdlis iranyitottsaggal.

A Dpe2 elem deléci6ja a hosszu promodérimegszinteti a géatld hatast a
proximalis vazelemekben, de a zénaspecificitas naegch

Ezek alapjan elmondhatd, hogy a tavoli elemek inagpecifikus aktivitassal
birnak, de a proximo-disztalis kilonbségek kiakddhoz a rdévid promoter elemeire is
szukseg van.

Vizsgaltuk tovabba Sox és Nfi kiftelyeket tartalmazo introni elemek szerepét is a
gén transzkripcios szabalyozdsaban. Ezek nem, esajy kismértékben novelték a révid
promoter aktivitasat edsorban a fejben, ahol mindedgsektopikus kifejegdéssel tarsult.
Ezen elemek szerepe tehéat kisebb a matrilin-1 rgészkripcios szabalyozaséaban.

A proximalis promoteren |év konzervalt, szovetspecifikus szabalyozo elemek
jelenléte egyedi tulajdonsaga a matrilin-1 génnmikvel egyéb porcmatrix fehérjéket
kodolé génekCol9al, Col9a2, Collla2, Agcl, CD-Rasetében a proximalis promoter

régiéban nem irtak le porcspecifikus szabalyozmelet.

Az eredmények megvitatasa

Eredményeink, 6sszhangban a csoportban parhuzameégrett kisérletek
eredményeivel igazoljak, hogy a matrilin-1 gén s&dmipciés szabalyozasa eltér mas
porcspecifikus génekdt (pl. Col2al, Agy A szabalyozasban a rovid promoter
kulcsfontossagu. Ezt bizonyitja, hogy 6nmagabare&éz &is, altalanos porcspecifikus
Col2al enhancer aktivitasat is lékizeni. A rovid promoteren Iéy evolliciésan
konzervalt szabalyozo6 elemek (Pel,Ine), melyek é&pa chondrogenezi§ fegulatorait
(Sox9, L-Sox5/Sox6)n vitro koétni, jatsszak adkzerepet a gén @ztett, szovet —€s
fejlodési allapotspecifikus szabalyozasaban. A reguddinek ehhez hasonld, a TATA-
box kortli csoportosulasat eddig mas porcfehéneagetében nem irtak le.

A Pel és az Ine elemek Sox motivumaihoz a Sox8dkge szikséges, de nem
elégséges feltétele a megfélazinti génexpresszidnak, eltém példaul &Col2al, Agc,
Crtll génekdl. A Sox9 hatasat az L-Sox5/Sox6 szinergista ésstifgd modon noveli.

A Pel elem paros Sox motivumai rendkivil nagy hogiéat mutatnak a
konszenzus Sox motivummal, ami szintén a matrilgéd egyedi tulajdonsaga.

Sox és Nfi transzkripcids faktorok és valositéyg mas faktorok kéhelyei
taldlhatok még a tavoli promoter régidban, melyekdbat a rovid promoter elemei
kozvetitik.
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A dolgozatban targyalt eredmények, illetve a cstiygor ebzéleg és parhuzamosan
végzett kisérletek alapjan felallitottunk egy mdtdalmatrilin-1 gén szévet —és f&jlési
allapotspecifikus szabalyozaséara vonatkozdan. Eszeporcfejbdés kezdeti szakaszaban
a Sox9 a Pel elemhez &dik. A kotosdés hatékonysagat az L-Sox5/Sox6 ndveli, melyek
ekkor még a Sox9-hez képest kisebb mennyiségbenakajelen. A Sox faktorok
valoszirileg a DNS konformacidvaltozasat idéziks,ebmi lehebséget biztosit partner
faktoraiknak a kdtdésre. A promoter aktivitAsa a kégroliferativ porcsejtekben a
legmagasabb, amikor a Pel és Ine elemeken a Strdklikotdése optimalis. Ekkor a
nagy mennyiségben jelentevL-Sox5/Sox6 akadalyozza a Sox9 transzaktivaciot,
felteheten a kdbhelyekért vald versengés altal. A &bbi stddiumokban lecsdkkent
transzkripciés aktivitashoz az is hozzajarulhatgyha gatldé Nfi izoformak foglaljak el
kotohelyeiket a szabalyozo elemeken.

A matrilin-1 gén egyedi szabalyozé mechanizmusanédderitésével
hozzajarulhatunk olyan zénaspecifikus vektorokdiéthsahoz, melyek hasznos eszkdzei

lehetnek a vazrendszeri betegségek gyogyitasanak.
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SUMMARY OF THE THESIS

Introduction

Most of the vertebrate skeleton forms through ehdaodral ossification. This
process requires a cartilaginous template of theirdéu bones. The first step of
endochondral bone formation is the condensatiomesenchymal cells. In the center of
the condensations cells differentiate into preclhocytes and later chondroblasts which
start to deposit an extracellular matrix charasteriof cartilaginous tissues, comprising
mainly of type I, I1X., XI. collagen, aggrecan, ctadyvomodulin-1. A few cell layers at the
periphery develop into fibroblast-like perichondirieells. Chondroblasts sequentially
differentiate into proliferating, prehypertrophicich hypertrophic chondrocytes. Later
capillaries invade carrying osteoclasts which deégrthe hypertrophic cartilage matrix.
Osteoblasts then produce bone-specific matrix.layer of epiphyseal chondroblasts does
not develop into bone but functions as articulatilege.

Developing chondrocytes establish growth plateshich the cells are arranged in
layers according to their developmental stages.zime further from the bone diaphysis
is the source zone. These cells are small, dividapidly. In the columnar proliferating
zone cells dividing slower, arrange into column&n® growth is determined by the
number of cells proliferating in the columnar zomed progress through hypertrophy.
After the prehypertrophic stage cells form the hyo@hic zone. These are larger and
irregularly shaped cells. Each step of endochorfuvak formation has its characteristic
set of marker genes expressed.

The master transcription factor governing chondmcgifferentiation is Sox9.
Together with L-Sox5 and Sox6 they form the Som.tBoth of them are required and
sufficient to induce chondrogenesis.

Members of the matrilin protein family are non-agienous, oligomeric
extracellular adaptor proteins. They form both ag#n-dependent and -independent
networks in the cartilage extracellular matrix. yhere present in several other tissue
types highlighting their importance in matrix aseéym

The first identified member of the matrilin famiig matrilin-1. Its coding gene
(Matnl) has the unique feature among other cartilageixngénes that it is expressed in
later stages of chondrogenesisvivo its expression is restricted to early proliferatand
prehypertrophic chondrocytes of the growth plateréfore it can be considered as a

marker gene of this stage. The long promoter ofctieken matrilin-1 gene directs the
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expression to the columnar proliferative and prenypphic zones of the growth plate in

transgenic mice.

Aims of the study

In our studies we wanted to identify the contribatiof previously characterized
regulatory elements to the tissue —and developrhstaige-specific regulation of the gene.
We also wanted to investigate the similarities aifferences between the regulatory

mechanism oMatnland other cartilage protein genes.

Experimental strategy

To gain insight into the transcriptional regulatiof the gene, we used the
following experimental strategy. We generated rggorconstructs with different
combinations of the regulatory elements and stuthed activity in transient expression
assays in different cell cultures. Among the regodonstructs we picked those which
affected the tissue —and developmental stage-sp&cipression of the gene. With these
combinations of DNA elements we generated transgage to study theiin vivo effect.
Histological methods were used to study the spatidltemporal expression pattern of the
gene in founder embryos and embryos from transdamgs. Based on these experiments
we defined the regulatory regions responsibleH tinique expression pattern.

Within the examined regulatory elements point riote were generated and their
effects were also tested in transgenic mice.

With in vitro EMSA experiments we studied the binding charasties of purified

Sox factors to the regulatory elements.

Results

We showed that the matrilin-1 short promoter alemibits low activity in the
proliferative and prehypertrophic zones of the dgloplate. Its activity was significantly
increased by homologous and heterologous cartspgeific enhancer elements. Despite
of its low activity the short promoter plays pivbt®le in the restricted tissue —and
developmental stage-specific regulation of the geéviereover it can even inhibit the
Col2al general cartilage-specific enhancer in pnaki structures and at early

differentiation stages.
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In EMSA experiments we showed that the paired Sotifsnof the Ine element are
capable of binding purified, GST-fused Sox proteifie 5 motif prefers to form
nucleoprotein complex with Sox9, while the 3' matther binds L-Sox5/Sox6.

In transient expression assays we showed that ionsain the paired Sox motifs
of the Pel element dramatically decrease the dictivaf the long promoter.

Based on the effect of point mutations of the corest elements in transgenic
mice, we concluded that mutation in the spaceroregif the Pel element and one of the
Ine Sox motifs eliminates the inhibitory effect thfe short promoter in the proximal
skeletal structures, but does not alter the devedoyal stage-specific expression.

The evolutionarily conserved DNA elements of thersipromoter have crucial
role in its activity. The paired Sox9 binding sitdghe Pel element and the Sox motifs of
the Ine element are essential for driving prop@ression pattern.

The proximal promoter region which contains the ssswed Dpel and Dpe2
elements largly increased the activity of the sipooimoter. It also directed the activity of
a heterologous promoter to certain zones of the/yrplate.

We proved the important role of Dpel element in #utivation of the short
promoter in transient expression experiments. Eigigies of this element together with
the short promoter direct zonal expression witleewely high level in distal structures in
transgenic mice.

Deletion of the Dpe2 element from the long promaexsed the inhibitory effect
in proximal structures, but did not affect the Zagpression pattern.

From these results we concluded that the proxink@inents also have zone-
specific activity, but short promoter elements ateo needed for generating proximo-
distal differences.

We also studied the role of intronic elements doirig Sox and Nfi binding sites.
These regions had no or mild effect on the actigitghe short promoter, driving strong
expression mainly in the head accompanied by heghllectopic expression. Thus these

elements play minor role in the transcriptionalulagon of the matrilin-1 gene.

Discussion

Our results, in concordance with parallel findingsour group, confirm that the
transcriptional regulatory mechanisms of the matdl gene differs from other cartilage-
specific genesCol2al, Agy. The evolutionarily conserved regulatory elemewitghe

short promoter (Pel, Ine), which can bind the mmagtanscription factors of
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chondrogenesis (Sox9, L-Sox5/Sox6 yitro, play the key role in the restricted expression
pattern of the gene. The modular arrangement aflaggy elements around TATA is a
unique feature of the matrilin-1 gene.

Binding of Sox9 to the Sox motifs of Pel and Ineeiguired but not sufficient for
the proper expression level, differing from @el2al, AgcandCrtl genes. L-Sox5 and
Sox6 modulates the effect of Sox9 in a dose-deperatel sinergistic manner.

The distal promoter region harbours binding sites $ox, Nfi and other yet
unidentified factors. Their effect is likely meddt by the short promoter elements.
Presence of tissue-specific regulatory elementieénproximal promoter region is also a
characteristic of the matrilin-1 gene.

Based on the results discussed in this thesis hegetith pervious and parallel
works in our group we proposed a model for the wmigegulatory mechanism of the
matrilin-1 gene. According to this, at the earlgga of chondrogenesis Sox9 binds to the
Pel element. L-Sox5/Sox6, which is expressed aérdawolar excess relative to Sox9,
secures this binding.

Binding of Sox factors near TATA may bend the DNAddacilitate the binding of
components of the PIC (preinitiation complex). Tgremoter activity is highest in late
proliferative chondroblasts when the occupancy@{ @otifs on Pel and Ine are optimal.
At this time the large molar excess of L-Sox5/Stx@0x9 decresae its transactivation,
possibly by competing for binding Pel and othemelets. The decreased transcriptional
activity may possibly due to repressor Nfi isoforomsding to the regulatory elements.

Describing of the unique regulatory mechanismhefrnatrilin-1 gene can facilitate
the construction of growth plate zone-specific vext and the development of

biotechnological therapies for skeletal diseases.
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