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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A PORCSZOVET, MINT A GENEXPRESSZIO ES DIFFERENCIALODAS MODELLRENDSZERE

A gerincesek legtobb vazeleme egy atmeneti porcos vazon at egy igen Osszetett,
tobblépcsos  differencidlodasi folyamat eredményeként alakul ki. E folyamat soran az
elkotelezett, aggregdlodd mesenchyma sejtekbdl differencidlodd porcsejtek tobb fejlodési
stadiumon haladnak at, melyekre specifikus marker gének expresszidja jellemzé (1, 2). A
terminalis differencialodasi 0t végén a hipertrof porcsejtek apoptotikusan elhalnak vagy tovabb
differencidlodnak osteoblast-szeri sejtekké (1). Hasonld differencialoédasi stadiumokon

haladnak 4t a porcsejtek a hosszu csdves csontok ndvekedési korongjaiban.

2.1.1 A porcszdvet felépitése és makromolekulai

A porcszdvet igen sajatos szovetféleség, hiszen annak ellenére latja el 1étfontossag
funkcidit, hogy benne vérerek, nyirokerek és idegek lennének. A sejtkozotti allomany magas
viztartalma kozvetiti a sziikséges tdpanyagokat, a milkddésliket és érési folyamatokat
befolyasolé hormonokat és novekedési faktorokat. A tobbi kétdszovethez hasonld vonas az is,
hogy az egyéni élet folyaman képes magasabbrendii kotdszovetféleséggé atalakulni, tovabba,
hogy a sejtkozotti allomény talsulya jellemzi. Valdjaban kiilonleges tulajdonsdgait — nagy
nyomassal szembeni ellenallasat és rugalmassagat — nem a sejtek, hanem a sejtek altal
kivalasztott makromolekuldk hatarozzak meg, melyek egy specialis szervezddésu és igen
kiterjedt extracellularis méatrixot (ECM) alkotnak.

A porc ECM sematikus szerkezetét az 1. dbra mutatja. A felépitésben résztvevd
fehérje komponenseket harom csoportra oszthatjuk: kollagénekre, proteogliikanokra és nem-
kollagénszerii fehérjekre. Az alkotorészek két makromolekularis haldzatot hoznak 1étre. A 1.
tipust  kollagénrostok kiterjedt halézatdban fogva tartott proteogliikdn-hialuronsav
aggregatumok alkotjadk az ECM {6 tomegét. Az erds kollagénrostok nagy szakitoszilardsagot,
a proteogliilkan-hialuronsav aggregadtumok pedig rugalmassagot, dsszenyomassal szembeni
ellenallast kolcsondznek a porcszovetnek. A nem-kollagénszerti fehérjék e két halozat
Osszerendezddésére, stabilizaladsara, sejt-matrix kapcsolatok €és a matrix Ujraépitésére
specializalodtak. A porc sejtkozotti dlloméanya a fehérjéken kiviil 70% vizet és jelentds
mennyiségli szénhidratot is tartalmaz. Valojaban az extracelluldris viz struktiraban tartasa az

a fontos tényezd, amely a porc rugalmassagat megszabja.



2.1.11. Kollagének és proteogliikanok.

A kollagének (3) minden kd&tdszovetben el6fordulnak. Kozos jellemzojiik, hogy
legalabb egy részletiik (XYGly)n szerkezetli harmas helikalis domén, szupramolekularis
aggregatumok, rostokat vagy halozatot formalnak, és szerkezetfenntartd szerepiik van a
sejtkozotti allomanyban.

A proteogliikdnok (4) olyan molekuldk, amelyekben egy kozponti polipeptid gerinchez
legalabb egy gliikkdz-amino-gliikan oldallanc kapcsolodik. A porcszdvet tulajdonsidgainak
kialakitasaban a proteogliikkdn-hialuronsav aggregatumoknak van dontd jelentdsége, aminek
fontos komponense az aggrecan nevi proteoglikdn. Az aggrecan N-termindlis doménje
kapcsolodik a hialuronsavhoz, mig a C-termindlisan lektin-k6té modul taldlhato (5). Az
aggrecanban a fehérje gerinchez olyan oldallancok kapcsolddnak, amik magas szulfat- és
karboxil tartalmuk miatt erdsen negativ toltésiiek és nagy mennyiségli vizet kotnek (5).
Osszenyoméskor ez a viz szorul ki a tltéshordozé csoportok koziil és keriilnek a csoportok
olyan kozel egymashoz, hogy elektrosztatikus taszitoerok gatoljak meg a tovabbi kozeledést.
Ez a molekuléris hattere a porcszovet rugalmassaganak. Az aggrecanon kiviil a porcszévetben

kimutathaté még tobb kis molekulatomegii proteogliikan is (5).

2.1.1.2 Nem-kollagénszerti fehérjék

A nem-kollagénszerii fehérjék részben a porcszovetre specifikus, részben mas
szovetekben is eléfordulé polipeptidek. Tobbnyire gliikoproteinek, ¢és a matrix
szervezddésében, a matrix €s a porcsejtek kolcsonhatasaban toltik be funkciojukat aziltal,
hogy mas makromolekulakkal erds vagy gyenge kotddésre képesek. Sokszor szerkezetiiknél

fogva mas komponensek kozotti 0sszekotd kapocsként (nektin) mitkddnek.

2.1.1.3 A matrilin csalad (6)

A nemrég felfedezett fehérje csalad tagjai kiilonféle szovetek sejtkozotti allomanyaban
alkotnak kollagéntdl fliggo és attol fliggetlen finom halézatokat. Funkciojukat tekintve fontos
szerepet toltenek be az ECM makromolekularis halozatainak 6sszerendezésében. A matrilinek
két csoportba oszthatok a génexpresszios vizsgalatok alapjan. A kozeli rokonsagban 1évo
matrilin-1 és -3 gén kifejezodése csak a vazelemekre szoritkozik, mig a kdzeli rokon matrilin-
2 és —4 szélesebb szoveti el6fordulast mutat. Bar a matrilin gének expresszios mintdzata atfed

a fejlédd vazelemekben, immunhisztokémiai és in situ hibridizacios adatok alapjan a fehérje



csalad tagjai jellegzetes egyedi kifejez6dést mutatnak. A matrilin-1 gén a ndvekedési
korongokban, a késo6i proliferativ stddiumban kapcsol be, igy ennek a staddiumnak a
jellegzetes marker génjeként értékelhetd (7). A matrilin-2 és —4 sokféle szovet alkotdeleme,
laza- és tomottrostos kotdszovetben, inakban, bdrben, sot idegszdvetben is eldfordul.
Fontossagukat mutatja, hogy minden szdvet sejtkozotti allomanyaban megtalalhaté a matrilin
csalad egy vagy tobb tagja. A matrilin-3 génben azonositott dominans mutaci6é pedig korai
osteoartritist eredményezett (8).

A matrilin-1 (Matn-1), avagy kordbbi nevén porc matrix fehérje (CMP) az ECM
szervezddésében jatszik szerepet, mivel mind aggrecanhoz, mind pedig II. tipusu kollagénhez
is tud kotédni (9). Elektronmikroszképos képen 3, hajlékony karral 6sszekotott globularis
egységbdl all. A Matn-1 eléfordulasa porcszovetre specifikus, bar egy kézlemény alapjan a
szem bizonyos rétegeiben és embriondlis korban a szivben is felbukkan (10). Elsé alkalommal
szarvasmarha légcsOporcbol irtdk le a fehérjét (11). A csirke matrilin-1 primer
aminosavsorrendjére a cDNS klonozasa utan deriilt fény (12). Az 54 kDa-os prekurzor
polipeptid 493 aminosav hosszisagu, amelynek az N-termindlisin 23 aminosavbol 4llo
szekrécios szignal peptid talalhato. Az érett fehérje két, ~180 aminosav hossziisagu ismétlédo
egységbdl all, amelyeket egy epidermalis novekedési faktor-szerii elem (EGF) kot 0ssze. Az
ismétl6dé modul homoldgiat mutat a von Willenbrand faktor kollagénko6td doménjével, az
integrinek o lancanak I doménjével, valamint a B és C2 komplement faktorokkal (13). A
matrilin-1 gén egy példanyban fordul eld a genomban, csirkében ~18 kb hosszsagl, nyolc
exonbdl és hét intronbdl all. Ma mar ismert a human és az egér gén szerkezete is (14). A
csirke gén genomi szervezddésének felderitése tette lehetdové a szokasostol (GT-AG) eltérd
exon-intron hatarok felfedezését és igy az els6 AT-AC intron azonositasat (15). A
nukleotidszekvencidk Osszevetésébdl deriilt ki, hogy onallo exon koédolja az EGF-szerli
modult, mig két-két exon kodolja a fehérje ismétlddé doménjeit. Ez a gén/fehérje szerkezet
konzervalodott az evolucid soran, és az Un. ,.,exon shuffling” mechanizmus tehet6 feleldssé a
kialakulaséaért (6).

A csirke matrilin-1 gén két transzkripcids iniciacids hellyel rendelkezik, amelyek a
TATA boxtol 31 és 39 bp tavolsadgra helyezkednek el (13). A promoter régidban tobb, a
transzkripcids szabalyozasban fontos szakaszt mar feltérképeztiink (16, 17), azonban ezekrol

az elemekrdl a disszertacid késobbi fejezeteiben részletesen kivanok szolni.



2.2 A CHONDROGENESIS

A gerincesek csontvazanak nagy része az embriondlis korban egy atmeneti porcos
vazon keresztiil fejlédik, ez az un. chondrogén csontosodasi ttvonal (1). A mesenchymalis
eredetli sejtek kondezalodnak és chondroblastokka differencialédnak. A kialakuld porcsejtek
korai (1a) és késoéi proliferativ (1b) stadiumokon keresztiil jutnak el a hipertrof allapotba (II.
stadium), amikor egy résziik apoptotikusan elhal, mig a tobbi hipertrof sejt osteoblast-szerli
sejtekké (III. stadium) differencialédik. A differencidlodési folyamatokat jellegzetes
morfologiai és génexpresszids valtozasok kisérik. A kondenzalédé mesenchyma sejtekben a
mesenhymalis markergének (I. kollagén, fibronektin génje) kikapcsolnak és kis iddbeli
eltéréssel bekapcsolnak az Ia stadiumra jellemzd porcfehérje gének (II. kollagén, aggrecan,
kapcsold fehérje génje). A matrilin-1 gén csak a késéi proliferativ (Ib) stadiumban
aktivalodik. A hipertrof stddiumban a porcfehérje gének kikapcsolnak és a II. stadiumra
jellemzd X. kollagén, alkalikus foszfataz, stb. termelése és Ca-foszfat lerakddas indul meg. A
mineralizalodott porcba erek lépnek be €s chondroclastok érkeznek, melyek az el6z6 porcos
allomany nyomait szdmoljak fel. A vérarammal érkezd tovabbi mesenchymalis sejtek
osteoblastokkd differencidlodnak ¢és megkezdddik a csontdllomany Iétrehozasa. Az
embriondlis életet kdvetden a porcszdvet csak néhany helyen marad meg a szervezetben
(iziileti felszinek, gégefo, fiil). A pubertas kor végéig a hosszu csoves csontok végein 1évo
novekedési korongok is megdrzik porcos alloméanyukat, lehetdvé téve ezzel a hosszanti
novekedést. A porcsejtek a novekedési korongokban megismétlik az embriondlis fejlédés
1épéseit és az egyes differencialddasi stadiumoknak megfeleléen zénakba rendezddnek.

A vazfejlédés rendkiviil szigoru térbeli és idébeli szabalyozas alatt all. Az utdbbi
években jelentésen gyarapodtak ismereteink azokrol a jelzé molekuldkrol, hormonokrol,
melyek szerepet jatszanak a végtagfejlddés kezdeti 1épéseinek szabalyozasaban. Morfogének
¢s egyéb szekretalt faktorok, mint az Thh (Indian hedgehog), a Shh (Sonic hedgehog), a BMP
(Bone morphogenetic protein), a TGF-B és a PTHRrP (parathyroid hormonnal rokon peptid)
receptorok kozvetitésével szabalyozzak a vazfejlodést (18,19). A receptorokrdl beérkezo jelet
masodlagos hirvivok kozvetitik a sejtmagba, ahol transzkripcios faktorok utjan torténik a
gének szelektiv be- illetve kikapcsoldsa. Kozismert a retinasav, szdmos hormon (6sztrogén,
tiroxin) és novekedési faktor (pl. IL-1) szerepe is, de ezen molekulak hatasmechanizmusarol
keveset tudunk. A végtagfejlédésben szamos transzkripcios faktor szerepét irtak le (20,21,22),
de a chondrogén vazfejlodés mogott alld transzkripeids szabalyozasrol viszonylag keveset
tudunk. Eddig csupan két transz-aktivald faktornak (Sox9, Cbfal) bizonyitottdk a porc
differenciadlodasban betoltott szerepét (22).
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A Sox9 a HMG-boxot tartalmazé faktorok csaladjaba tartozik és expresszidja mar a
chondro-progenitor sejtekben megkezdddik. A Sox9 gén muticidja emberben sulyos
vazfejlodési rendellenességgel ¢és nemiség megvaltozassal jard, haldlos fejlodési
rendellenességet okoz (23). A Sox9 -/- embriondlis dssejtek segitségével kialakitott kiméra
egerekben mar a chondrogén vazfejlodés els6 {6 1épése — a mesenchimalis sejtek
kondenzacidja — sem torténik meg €s a porcfehérje gének sem kapcsolnak be (23). Olyan
egerekben, ahol a Sox9 ektopikusan is megnyilvanul, a II. kollagén (Col2al) gén terméke is
detektalhat6 (24). A Sox9 transzkripcids faktor, csupan szerkezeti szerepet betoltd, aktivacios
doménnel nem rendelkez6 L-Sox5 és Sox6 HMG fehérjékkel egyiittmiikodve kotodik a I1.
kollagén enhanceréhez (25), mely 4 kopiaban beépitve transzgenikus egerekbe a riportergén
porcspecifikus kifejezddését eredményezi (26). Az L-Sox5, Sox6 kettds kiiitése transzgenikus
egerekben szintén a porcdifferencidlodas zavarat okozza, tovabba megakadalyozza a matrilin-
1 gén bekapcsolasat és a tobbi porcfehérje génjét (27).

A Cbfal transzkripcids faktor a chondrocytak és az osteoblastok progenitor sejtjeiben
kapcsol be eldszor, majd i1dolegesen felfiiggeszti mitkodését és késébb a korai hypertrof és
hypertrof porcsejtekben Ujra aktivalodik. Cbfal -/- egerekben a chondrogenesis és az
osteogenesis folyamata egyarant sériilést szenved. Transzgenikus egér modellben vizsgalva, a

Cbfal ektopikus kifejezodése a porcsejtek korai hypertrofizalddasahoz vezet (28).

2.3 A TRANSZKRIPCIOS SZABALYOZAS

Szamos gén megnyilvanuldsdban jut kulcsszerephez a transzkripcid szintjén torténd
szabalyozas. A megfeleld cisz DNS elemek és az azokhoz kapcsolodo transzkripeios faktorok
optimalis kombinacidja és kolcsonhatasa biztositja, hogy az adott génrdl atirddé pre-mRNS a
megfeleld idoben és mennyiségben alljon a sejt rendelkezésére. A cisz hatast szabalyozo
régiok kozé soroljuk a promotereket, és enhancereket €s silencereket. Ezekben az elemekben

k6z0s, hogy szekvencia-specifikus DNS-kot6 fehérjék felismerd helyeit hordozzak.

2.3.1 Promoterek és enhancerek

A promoterek olyan szakaszai a géneknek, amelyek az atirds kezddpontjatdl 5°
iranyban helyezkednek el és amelyekhez az RNS polimeraz II komplex specifikus mdodon
kotédik. Funkciojukat tekintve meghatdrozzak az adott gén atirdsanak helyét, irdnyat és

gyakorisagat. Uj irodalmi adatok alapjan megkiilonboztetiink proximalis és Gn. ,,core”
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promotert (29). A core promoter nem tobb, mint ~100 bazisparos szakasz, amely magéaban
foglalja az atiras kezddpontjat és cisz elemei révén szerepet jatszik annak definidlasdban. A
core promoter cisz elemei kozé tartozik a TATA motivum, az initiator (Inr) és az Un.
downstream promoter elem (DPE) (30). Ezek az elemek kot6helyet biztositanak a formalodo
transzkripcids inicidciés komplex alapfehérjéinek (31). A proximalis promoter a
transzkripcids egység elott ~100-400 bp-ral helyezkedik el. Szintén révid DNS elemekbdl
épiil fel, amelyek szekvencia-specifikus kotdhelyet biztositanak egyfeldl altaldnos, masfeldl
szovetspecifikus aktivatoroknak és represszoroknak. A proximalis promoter elemek a
hozzajuk kot6do transzkripcids faktorok révén a tavoli enhancerek ¢€s silencerek hatasat is
kozvetitik, azaz a transzkripcio idejét és gyakorisadgat hivatottak meghatarozni.

Az enhancerek és silencerek a szdvet és fejlodési allapot-specifikus génexpresszio
kulcselemei, hatdsukat tavolsagtol ¢€s orientaciotol fliggetleniil képesek kifejteni. Az
enhancerek elhelyezkedésiik alapjan allhatnak a gén elétt (32) és utan (33), de nem ritka az
olyan eset sem, amikor introni régioban lokalizaltak (34). Az enhancer promotertél valo
tavolsaga tobbnyire néhany kilobazis (kb), de meghaladhatja akar a t6bb szaz kb-t is (35). Az
enhancerek rendszerint tobb transzkripcids faktor kotdhelyének egyiittesébdl épiilnek fel, ezek
a cisz elemek (enhanson-ok) sorrendjiikben és egymastdl vald tavolsagukban szigoruan
meghatdrozottak. Az enhansonokon szervezddé makromolekuldris komplexumban, Osszetett
DNS-fehérje és fehérje-fehérje tipusu kdlcsdonhatasok biztositjadk a funkcionalis enhancesoma
kialakulasat.

Az enhancer hatds magyarazatira két modell 1étezik (36). Az un. ,,mérték” modellt
olyan tranziens expresszios kisérletek alapoztak meg, amelyekben Osszehasonlitottak egy
viralis enhancert hordozd ¢és egy csupan promoter régidval rendelkez6 minigén
konstrukcionak sejtkultirdban mért aktivitdsat. Az enhancerrel rendelkezd konstrukcid
esetében magasabb riporter génmiikodést detektiltak. E jelenség mogott azt az okot
feltételezték, hogy egy adott sejtben, egy adott riporter génrél nagyobb mértékben keletkezik
RNS, azaz nagyobb gyakorisaggal irodik at. A ,,valoszintiség” modell alkotéi olyan adatokat
vettek figyelembe, amelyek az elézdvel 1ényegében azonos kisérleti rendszerbdl szarmaztak,
azonban — a technika fejlodésének kdszonhetden — mar az egyes sejtekben kiilon-kiilon mért
aktivitasokat tikrozték. Ezek a mérések viszont azt mutattdk, hogy az egyes sejtekben
detektalt aktivitasok nem tértek el egymdstol a promoteres és az enhancerrel kiegészitett
minigének esetén. A jelentds kiilonbség a riporter génaktivitdst mutato sejtek szdmaban volt.
Tehat, az enhancer ebben a kisérleti rendszerben nem az atiras mértékét, illetve annak

gyakorisagat emelte meg, hanem annak a valdszinisegét, hogy egy sejtben az adott
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minigénrodl transzkripcid torténjen. A két modell latszolag kolcsondsen kizarja egymast, de
megfeleld kisérleti rendszer alkalmazisa esetén ez az ellentmondas feloldhato (37).
Génkiiitéses transzgenikus egér kisérletekben azt talaltdk, hogy az enhancer anti-represszor
miikddése (,,valoszinliség” modell) autonom és fliggetlen tulajdonsaga az enhancernek, mig
az adott gén transzkripcios gyakorisaganak szabalyozasa (,,mérték” modell) nem fiiggetlen az

enhancer nativ, eredeti genomi kdrnyezetétol.

2.3.2 A transzkripcios faktorok

A transzkripcios faktorok koziil sok altalanosan eléfordul a kiilonb6zd sejtekben, mig
masokra az jellemzd, hogy a sejteknek csak egy sziik csoportjdban vannak jelen. Utobbiaknak
a szovet-specifikus szabalyozés kialakitasaban van fontos szerepe. Igen gyakori a faktorok
kozotti egylittmiikodés, a dimerizacio. A kiilonbozé faktorok kolcsonhatasa, heterodimer
képzése jelentdsen megnoveli a variacios lehetdségeket, ami a gének még finomabb
hangolésat teszi lehetdvé. A transzkripcids faktorok tovabbi igen fontos jellegzetessége, hogy
modularis felépitésiiek, azaz 0ndllo funkcionalis egységekbdl épiilnek fel. Tobbségiik
egyarant rendelkezik DNS-felismerd, aktivacios és dimerizacidés doménnel. A transz-aktivalo
faktorok végsd célpontjai az egyes szignal transzdukcios utaknak, ilyen modon lehetséges,
hogy az adott sejtben mindig az aktudlis kornyezeti, illetve differencidcios allapotnak
megfeleld legyen a gének expresszids mintdzata. A jelenleg ismert transzkripcids faktorok

szama tobb szazas nagysagrendii, ezért a tovabbiakban azokkal a faktor csalddokkal kivanok

crcr

2.3.2.1 SOX faktorok

A SOX fehérjék a HMG (high-mobility group) domént hordozd transzkripcids
faktorok kozé tartoznak. A csalad, a nevét a SRY fehérje (Sex-determining region on Y
chromosome) utan kapta (SOX: Sry-related HMG box). Azok a transzkripcids faktorok
tartoznak a SOX fehérjék csaladjadhoz, amelyek >50% hasonlosdgot mutatnak HMG
doménjiikben a SRY faktorral. A csaladon beliil a HMG doménnel valo hasonlosag alapjan
tobb alcsaladot is kialakitottak, amely csoportokon beliill a homoldgia gyakran kiterjed a
HMG doménen kiviili régidkra is (38). A SOX fehérjék a HMG doménjiik révén gyenge
szekvencia-specifitastt kapcsolatot 1étesitenek a DNS kis arkaval, aminek kovetkeztében

erésebben képesek meghajlitani azt, mint a nagy arokhoz kapcsolodd ,klasszikus”
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transzkripcids faktorok. A kis arokkal torténd kolcsonhatas - mas részrol - 2-3 nagysagrenddel
gyengébb (Kq= 10"-10°M), mint mas transzkripcios faktorok esetében (Kq= 10"°-10"'"M). A
SOX fehérjék erdésen konzervalodott HMG doménjiik miatt hasonld6 DNS motivumokat
ismernek fel: A/TA/TCAAA/TG (38). A Sox fehérjék koziil csak néhanynak (pl. Sox9) van
transzaktival6 doménje. A tobbi Sox fehérje ugy hat, hogy a DNS meghajlitasa révén mas
transzkripcids faktorok kotddését segiti eld. Irodalmi adatok bizonyitjdk, hogy a kiilonb6z6
sejtdifferenciadlodasi  folyamatokban szerepet jatszd SOX-ok egymas kozott nem
felcserélhetdek, azonban a kozeli rokon fehérjék (azonos alcsalddba tartozo tagok) kdzott még
nem vilagos, hogy adott esetben melyik jut szerephez (40). A SOX-ok gyenge DNS-kotd
képességébdl €s a hasonld felismerd motivumbdl eredd specifitasi probléma megoldasara egy
lehetséges megoldas az, hogy mas transzkripcios faktorokkal egyiitt, kolcsonhatasban 1épnek

mitkodésbe (41,42,43).

2322 Osztrogén receptor csalad (44)

A kiilonbozd jelzé molekuldak mellett a szteroid/thyroid hormonok fontos szerepet
jatszanak az endochondrialis csontképzddésben. A belsd elvalasztasu mirigyekben termel6dd
hormonok a véraram révén jutnak el a sejtekhez, majd kotddésiikkel aktivaljak a
citoplazmaban inaktiv apoprotein formaban jelen levd receptorokat. Hormon hidnyéban az
Osztrogén receptorok monomer formaban a citoplazméban fordulnak eld. A hormonnal valo
talalkozasig a hsp90 és p23 fehérjék tartjak a receptort inaktiv allapotban. A ligand kotodését
kovetden a receptor konformaciod valtozason megy at, és felszabadulva a citoplazmatikus
komplexumbdl a sejtmagba jut, ahol kozvetve vagy kozvetleniil létesit kapcsolatot a
megfeleld cisz DNS motivummal (ERE). Az 6sztrogén receptor homo- és heterodimer
formaban egyarant kotddhet az ERE-hez. A heterodimer képzés esetén igen valtozatos a
potencialisan kolcsonhatd partnerek listdja. A DNS-hez kotott Osztrogén receptor dimer
koaktivator fehérjék segitségével fejti ki hatdsat a kromatin allomanyra, illetve a formalodo

preiniciacids komplexre.

23.2.1 CTF/NF-I csalad

Az NF-I (Nuclear Factor I) vagy CTF (CAAT box transcription factor) DNS-ko6t6
fehérje csalad tagjairdl ismert, hogy szerepet jatszanak DNS virusok replikaciojaban (45),

valamint virdlis és eukaryota sejtek génexpresszidjanak transzkripcidés szinten torténd
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szabalyozasaban (17,46). Gerincesekben négy fiiggetlen gén (NFI-A, NFI-B, NFI-C és NFI-
X) kédolja az egyes csaladtagokat. A négy NFI/CTF gén expresszidos mintdzata az
egyedfejlédés folyaman sok helyen atfed egymassal (47). Az NFI/CTF fehérjék gén
regulacioban betoltott szerepét még Osszetettebbé teszi az a tény, hogy igen erds alternativ
splicing jelenség jellemzi valamennyi gént. Az egyes NFI/CTF fehérje valtozatok az N-
terminalisukon elhelyezked6 DNS-kot6/dimerizacios doménjik segitségével, dimer
formdjaban képesek a felismerd helyhez (TTGGCNsGCCAA) specifikusan kotddni. A
faktorok C-termindlis részére in vitro és in vivo kisérletekben transzaktivacios domént
térképeztek (48,49). A transzaktivator domén képes kolcsoOnhatni az iniciacidos komplex alap
fehérjéivel (50,51), a represszaldé nukleoszomak egyes tagjaival (48,52) ¢és mas

koaktivator/transzkripcids faktorokkal (53, 54).

24 POSZT-TRANSZKRIPCIOS SZABALYOZAS

Eukaryota szervezetekben a génexpresszi6 befolydsoldsdnak egy masik lehetséges
moddja a poszt-transzkripcid szintjén torténd szabalyozas. A pre-mRNS-ek funkcioképes,
végleges formdjuva érésiik soran jelentés mértékben modosulnak (55). Ezen modosuldsok
egyike, amikor a primer transzkriptumbol az intronok kivagddnak, illetve az exonok vagott
végeinek Osszekapcsolasaval ismét egyesiilnek (Un. splicing). A splicing folyamatanak

felderitése, komponenseinek azonositasa az elmult évtizedben jelentdsen felgyorsult.

2.4.1 A pre-mRNS érés cisz elemei és transz-faktorai

A splicing jelenség felfedezését kovetd évben mar az intronok egy kozds szekvencia
tulajdonsagat is leirtak (56): a vagasi helyek (exon-intron hatarok) meghatarozasaban szigoruan
konzervalt cisz szekvencidk jutnak szerephez. Az eukaryota intronok szekvencidja 5' GT-vel
kezdddik és 3' AG vel végzddik (57). Ezt a Chambon-féle "GT-AG" szabalyt a fehérjekodold
gének intronjai korében altalanos érvényl dogmanak ismerte el a tudomanyos kozvélemény, s
az igen ritkdn eldforduld eltéréseket (példaul T helyett C) a szabdlyt erdsité kivételnek
tekintették (58). SOt az exon-intron hatarok hasonlosaga a szomszédos nukleotidokra is kiterjed,
igy az esetek tobb, mint 99 %-aban az intron 5'-végén az AGgta/gagt, mig 3'-végén a
(t/c)encagG motivum talalhat6é (nagy betlivel jeldlve az exonra és kis betlivel az intronra esd
nukleotidokat). A 3' vagasi hely abszolut konzervalt AG dinukleotidja el6tt 18-38 nt

tdvolsdgban, az Un. eldgazédsi helyen, talalhaté egy madsik, az eldbbinél kisebb mértékben
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konzervalt konszenzus szekvencia (tncta/gac emlésokben). A pre-mRNS-ek hasitasa egy nagy
RNS-fehérje komplexben (spliceosoma) torténik, melynek komponensei a kis nukleéris
ribonukleoproteinek (snRNP-k) és egyéb fransz hatasu fehérje faktorok (59). A pre-mRNS-en
fokozatosan, tobb 1épésben alakul ki a spliceosoma, aminek soran a kis nukledris RNS-ek
(snRNS) bazisparosodas révén felismerik a konzervalt szekvencia motivumokat. Az els6
Iépésben az intron 5' végéhez kapcsolodik az Ul snRNP, majd az elagazési hely kozelében
bekotddik egy fehérje faktor (59), mely az U2 snRNP belépését segiti eld a komplexbe. A
késdbbiek soran még tovabbi snRNP-k (U5-U4/U6) és faktorok 1épnek a komplexbe, és szigora
koreografia szerint két transzészterifikacios lépésben megtorténik az intron lasszé kihasadésa és
a két exon Osszekapcsoloddsa. A spliceosomaban kialakuld6 RNS-RNS ¢és RNS-fehérje
kolcsonhatdsok nagyfoku konzervaltsdgot mutatnak. Ezen tények alapjan az a kép alakult ki,
hogy valamennyi pre-mRNS érésében egy olyan komplex vesz részt, melynek elemei azonosak
¢s azok a primer transzkriptum konszenzus szekvencidinak alapjan szervezédnek.

Ujabb adatok azonban meglepé modon azt mutatjak, hogy eukaryotakban 1étezik egy, a
fentiektdl eltéro splicing rendszer is. Az els6 publikaciot, amely a "GT-AG" szabalytdl merdben
eltérd intron kivagodasi szekvencidkrol tudosit, csoportunk munkatarsai kozolték 1989-ben
(15), és az eltérés olyan mértékli volt, hogy erdésen megkérddjelezte az univerzalisnak tartott
splicing mechanizmus szerepét. A kiilonos intron a csirke matrilin-1-et koddold génben fordul
elé hagyomanyos intronok tarsasdgaban. Azdta szamos génrdl valt ismertté, hogy tartalmaznak
ilyen ritkén eléforduld uj tipust intronokat (60). A szekvencia adatok birtokaban az 1;j tipust,
un."AT-AC" intronok esetén is lehetévé valt konszenzus szekvencia megallapitasa az intron
mindkét végén (5' atatcctt....c/tccac 3'), valamint a 3' vég el6tt 10-13 nukleotid tavolsagra
feltételezett elagazasi helyen (tccttaac) (61). A hagyomanyos €s 1j tipust introni konszenzus
szekvenciak kozott az eltérés olyan mértékii, hogy az altalanosan ismert splicing mechanizmus
nélkiilozhetetlen elemei (U1 és U2 snRNS) nem jatszhatnak szerepet az ilyen tipust intronok
eltavolitasaban. Szamitdgépes analizisek révén két olyan minor snRNS kertilt elétérbe, melyek
bazisparosodast alakithatnak ki az "AT-AC" intronok konszenzus szekvencidival, igy
kivalthatjak, illetve helyettesithetik a splicing reakcidoban az Ul és U2 snRNS-t (62). Ezek az
Ul1 és Ul2 minor snRNS-ek, amelyek azonositasa és szerkezeti analizise (61) az elmult 5-7 év
snRNS kutatasanak eredménye. A komputeres predikcié alapjan elvégzett in vitro és in vivo
kisérletek (62,63) alatdmasztottak a feltevés helyességét, és bizonyitjdk, hogy az AT-AC

intronon szervezddod spliceosoma tovabbi specifikus snRNS komponenseket tartalmaz (64).
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2.4.1 Exon definiciés modell

Az nyilvanval6, hogy az intronok végein konzervalddott rovid szekvencia motivumok
sziikséges, de - minden bizonnyal - nem elégséges feltételei az intronok pontos eltavolitasanak.
Ezek a cisz elemek nem 6nmagukban hatnak, hanem tobbségiik egyiittmiikodik, igy novelve
meg a rendszer specifikussdgat. Az exon definiciés modell (65) szerint az exonok két oldalan
talalhato cisz elemek, illetve az azokhoz kapcsolodd fehérje faktorok feladata a pre-mRNS
templaton kijeldlni a spliceosoma kialakulasanak helyét. A rovidebb intronok felismerése
torténhet az intron definicidos modell segitségével is. A splicing mechanizmus pontossagat
gyakran a fenti elemeken kiviil tovabbi szekvencidk modositjak. Ezek a splicing enhancerek
introni és/vagy exoni régioban egyarant elhelyezkedhetnek, és a szovet- és fejlédésiallapot-

specifikus RNS-érés igen fontos dsszetevoi (66).

A transzkripcid és az RNS-érés szintjén torténd génregulacionak egyarant fontos
szerepl6i azok a cisz elemek és transz-aktivald faktorok, amelyek a szovet- és fejlodésiallapot-
specifikus gén kifejez0dés mogott allnak. A két kiilonbozé regulacids szinten, lényegében
azonos elvek szerint szervezddnek nukleoprotein komplexek, amelyek - optimalis esetben - a
mindenkori igényeknek megfelelden alakitjak at a gének expresszids mintazatat.

A disszertdciomban a csirke matrilin-1 gén korrekt megnyilvanulasaban fontos szerepet jatszo

nukleoprotein komplexek dsszetételét és funkcionalis analizisét kivanom ismertetni.
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3. CELKITUZESEK

A chondrogenesis minden 1épése rendkiviil szigoru térbeli és idébeli szabalyozas alatt
all, az egyes fejlodési stadiumokat jellegzetes génexpressziés mintazatok jellemzik. A
porcspecifikus  génexpresszid  tanulmanyozasa  eldsegiti azoknak a  molekuldris
mechanizmusoknak a feltardsat, amelyek felelések a porcfehérje gének be- illetve
kikapcsolasaért. A gének bekapcsoldsaban kulcsszerepet jatszanak azok a nukleoprotein
komplexek (enhanceosomdk), amelyek a DNS, illetve az RNS cisz motivumai alapjan
szervezddnek. Kisérleteinkben a csirke matrilin-1 gén transzkripcios €s poszt-transzkripcios
szabalyozasaban fontos nukleoprotein komplexek analizisét tliztiik ki célul. Céljaink konkrét
megfogalmazasanal célszerii a két szabalyozasi szinttel kiilon foglalkozni.

A transzkripcios szintet érintd kutatdsainkban valaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy
hol helyezkednek el azok a régiok, amelyek felelosek lehetnek a gén szdvetspecifikus
kifejez8déséért. Célunk volt olyan konkrét cisz DNS elemeknek és az azokhoz kapcsolodo
transzkripcids faktoroknak az azonositdsa, amelyek a porcspecifikus kifejezodéséért felelds
régiokhoz kotddnek. Tovabba jellemezni kivantuk ezeknek az elemeknek és faktoroknak az
egymashoz val6 viszonyat.

A poszt-transzkripcios szabalyozas egyik lehetséges pontja az, amikor a pre-mRNS-en
az eltavolitasra keriild szekvencidk (intronok) kijelolése megtorténik. Az erre vonatkozo
ismereteink meglehetdsen hidnyosak és az Osszegyllt informacionak donté hanyada in vitro
rendszerben végzett kisérletekbdl szarmazik. A téma kutatdsara hasznalt in vivo rendszerek
meglehetdsen bonyolultak, tobb 1épcsds Osszetett modszerekkel dolgoznak. Célunk egy olyan in
vivo modell rendszer létrehozdsa volt, melynek segitségével egyszerlien és gyorsan
szovetkulturaban tanulméanyozhatjuk az intronok kivagodasat és vizsgalhatjuk az egyes cis RNS

elemek szerepét a splicing folyamataban.

Célkitiizéseinket az alabbi kisérletek elvégzésével kivantuk megvalositani:

1. Olyan specidlis plazmidkonstrukciok eléallitasat terveztiik, amelyek a matrilin-1 gén
promoterét és regulalo hatasunak feltételezett szakaszait tartalmazzak megfeleld riporter gén
(CAT) elott. A konstrukcioknak kiillonbozo eredetli sejtekbe juttatdsaval és a riporter
génaktivitds mérésével kivantuk meghatdrozni a kérdéses szabalyozo régioknak a sajat

promoter mitkodésére gyakorolt aktivalo vagy gatld hatasat.
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. Reméltiik, hogy az azonositott regulalo hatasi DNS szakaszhoz sikeriil kimutatnunk sejtmagi
fehérje kivonatbodl szarmazo faktorok kotodését, amelyeknek szerepe lehet a matrilin-1 gén
szabalyozasaban.

. DNS-fehérje és fehérje-fehérje kolcsonhatas vizsgélatara alkalmas modszerekkel kivantuk a
regulald régidokon formalodo nukleoprotein komplexek dsszetételét jellemezni.

. Az in vitro mddszerekkel nyert adataink valodisagat — a lehetdségekhez képest - in vivo
koriilmények kozott kivantuk megerdsiteni.

. Az AT-AC intron kivagdédasanak tanulméanyozasara olyan in vivo modell rendszert
(minigént) kivantunk kifejleszteni, amelyben konnyen mérhetd aktivitasu prokaryota génbe
(CAT) egy eukaryota intront (AT-AC) épitiink, ezton kialakitva egy mesterséges eukaryota
minigént. Terveink szerint errél a minigénrdl, akkor és csak akkor keletkezik miikodé CAT
fehérje, amennyiben a kivagodas tokéletesen lezajlik.

. A mesterséges eukaryota minigén felhasznalasdval olyan RNS szakaszok funkcionalis
analizisét céloztuk meg, amik hatdssal vannak az AT-AC intron eltavolitdsanak

hatékonysagara.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 ANYAGOK

4.1.1 Vegyszerek és enzimkészitmények:

Az éltalanosan hasznalt laboratériumi vegyszerek kereskedelmi forgalomban
beszerezhetd SIGMA, FLUKA, MERCK ¢és SERVA készitmények voltak.

Analitikai és preparativ DNS hasitdshoz a Fermentas cég restrikcios endonukledzait

hasznaltuk. Az egyéb DNS modifikacids enzimeket szintén a Fermentas cégtdl szereztiik be.

4.1.2 Radioaktiv készitmények:

A radioaktiv jelolésekhez hasznalt a-PACTP és y**P ATP az Izinta 4ltal forgalmazott
preparatum volt. A CAT assay-hez hasznalt '*C-jeldlt kloramfenikolt az Amersham-t5l

rendeltik.

4.1.3 Baktérium torzsek:

- DHS5aoF- recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F¢proAB
laclgZDM15] Rutin klonozasokhoz hasznaltuk.

- BL21-CodonPlus(DE3)-RIL: E. coli B F— ompT hsdS(rB— mB-) dcm+ Tetr gal
MDE3) endA Hte [argU ileY leuW Camr]

4.1.4 Plazmidvektorok:

- pBluescript I SK(+): (Stratagene) , rutin klonozasokhoz hasznaltuk.

- pCAT3®Control Vector: (Promega) , tranziens expressziokban hasznaltuk.

4.1.5 Tépoldatok eukaryota sejtekhez:

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), Nutrient Mixture F-12 HAM
tapfolyadékokat a SIGMA cégtdl vasaroltuk. A SIGMA ¢és GIBCO cégek altal forgalmazott

Ujsziilott borji szérumokat hasznaltunk a tdpoldatokban.
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4.2 MODSZEREK

4.2.1 Molekularis klonozasok:

A DNS hasitasokat ¢és egyéb altalanos DNS modifikéacios 1épéseket a ,,Molecular

Cloning” cimii szakkdnyvben (66) megadottak szerint végeztiik.

4.2.2 Polimeraz lancreakcié (PCR):

A reakciokhoz Taq, vagy Pfu polimerazt hasznéltunk, altaldban 2.5 U enzim/50 pl
reakci6 térfogat higitasban. ,,Hot start”-ot csak a Pfu polimeraz esetében alkalmaztunk.
A ciklus a kovetkezo 1épésekbdl allt:
- 30-60 sec denaturacio 94°C-on
- 30-60 sec ,,annealing” 53-56°C-on
- 30-60 sec szintézis 72°C-on.
A szintézis idejét ugy allapitottuk meg, hogy 1000 bazisparonként 1 percet szamoltunk. 30-35
ciklust futtatunk egy reakcioban.
- Taq polimeraz puffer: 10 mM Tris pH 9, 5 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 0.1% Triton-X.
- Pfu polimerdz puffer: 20 mM Tris pH 8.8, 10 mM KCI, 10 mM NH4(SO)4, 2 mM MgSOs,,
0.1% Triton-X.

crer

4.2.3 DNS-ek radioaktiv jeldlése:

Az EMSA (Electromobility Shift Assay) kisérletekben hasznalt oligonukleotidok
jeloléséhez T4 polinukleotid kinazt haszndltunk, mig az in vitro footprint kisérletekhez
felhasznalt DNS fragmentumokat az E. coli DNS polimerdz Klenow fragmentumaval
végjeloltik. A jeloléseket a ,,Molecular Cloning” cimii szakkdnyvben (66) megadottak szerint
végeztiik. A radioaktivan jelolt DNS-t a be nem épiilt nukleotidoktél Sephadex G50

gélkromatografiaval valasztottuk el.

4.2.4.1 Az introni delécios sorozat eloallitasa:

A sorozat egyes tagjait olyan genomidlis szubklonbol készitettilk, amelyik a csirke

crer
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fragmentumokat a restrikcids hasitasokat kovetéen végkezeltiik ugy, hogy kompatibilis végeket
kapjunk a klonozé vektor hasitott végeivel. Valamennyi konstrukcionkat olyan vektorba
épitettiik (pCMP.CAT.N(-15)), amiben a matrilin-1 gén minimal promotere hajtotta a CAT

riporter gént. A fragmentumokat a promotertdl 5° iranyba épitettiik.

pCMP.CAT.N(-15).Ha: az introni Haell (+230)-(+994) fragmentumot hordozza.
pCMP.CAT.N(-15).B(+),(-): az introni Bgl I (+405)-(+1221) fragmentumot hordozza.
pCMP.CAT.N(-15).PB1(+): az introni Pstl-Bgll (+578)-(+1221) fragmentumot hordozza.
pCMP.CAT.N(-15).PPv(+): az introni Pstl-Pvull (+578)-(+826) fragmentumot hordozza.
pCMP.CAT.N(-15).PB2(+): az introni PstI-BglI (+966)-(+1211) fragmentumot hordozza.
pCMP.CAT.N(-15).BPv(+)(-): az introni BglI-Pvull (+405)-(+826) fragmentumot hordozza.
pCMP.CAT.N(-15).PvB(+): az introni Pvull-Bgll (+826)-(+1221) fragmentumot hordozza.

4.2.4.2 TB36 eloallitasa:

PCR segitségével amplifikaltuk az els6 intron +874 és +976 szakaszat, a felszaporitott
régiot pBluescriptSKII(+) vektor EcoRV helyére klonoztuk, majd ezt a 102 bp-os introni
enhancer szakaszt 4 tandem kopidban a minimalpromoteres CAT konstrukcid Hindlll helyére

illesztettik.

4.2.4.3 TO50 (NF-I mutans) eloallitasa:

Az ¢el6z6 konstrukcidhoz (TB36) hasonldan késziilt, azzal az eltéréssel, hogy a PCR
reakcioban olyan oligonukleotidot (IE1m1) hasznaltunk, ami pontmutaciét hordozott az NF-I
kotéhelyében.  Valamennyi  klonunkat, amelyek PCR felhasznalasaval késziiltek

nukleotidszekvencia analizisnek vetettik ala.

4.2.4.4 Mesterséges eukaryota minigének eléallitasa:

Valamennyi altalunk készitett konstrukcionak a kereskedelmi forgalomban kaphato
pCAT®™3 Control Vector (Promega) képezte az alapjat. Ez a plazmidvektor hordozza az SV40
virus transzkripcios szabalyozasaban és pre-mRNS érésében fontos régidit (promoter, enhancer
ill. polyadenilacids szignal). A magas szintli riporter génexpresszid érdekében "gyarilag" egy
mesterséges GT-AG intront is beépitettek a CAT gén elé. Az AT-AC intron beépitésére a CAT

gén egyedi Pvull restrikcids hasitohelyét hasznaltuk fel. A kiilonb6zé hosszusagu delécios
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fragmentumokat PCR technikaval készitettik az AT-AC intronrol, a kovetkezd két
oligonukleotid segitségével: 5’-ATATCCCTTTTGGAAGGCTCTTTGTTCA-3> ¢és 5°-
GTGAGTGAGAGTTAAGGAGAAAAATG-3’. A PCR reakcibhoz Pfu polimerazt
hasznéltunk, ami nem épit be extra A-t a fragmentum 3'-végére. A rekombindns plazmidokban

az illesztés pontossagat szekvencia analizissel ellendriztiik.

4.2.5 Sejtkultarak:

- Csirke primer fibroblast (CEF) kultirat 8-10 napos embridbol készitettiink (17).
Tripszines emésztéssel felszabaditott fibroblastokat gytijtottikk, majd kilemezeltiik Oket.
Masnap ismét tripszineztiik a kultarat és 5x10° sejtet lemezeltiink 6 cm-es atmérdjii Petri
csészére. A sejteket 5% szérummal kiegészitett DMEM tapoldatban tartottuk.

- Csirke primer chondrocyta (CEC) kulturat 14.5 napos embridbol készitettiink (17).
Az embriokbol a porcos sternumot kioperaltuk, majd kollagenazos emésztéssel sejtekre
disszocialtuk. Mésnap 7.5x10°%-1x10" sejtet lemezeltink 6 cm-es atméréjii Petri csészére. A
sejteket 10% szérummal kiegészitett DMEM tépoldatban tenyésztettiik.

- Nagy denzitasu mesenchyma (HDM) kultara: 4.5 napos csirke embriok
végtagkezdeményebdl tripszines emésztéssel chondroprogenitor sejteket prepardltunk és
5x10° sejtet lemezeltink 35 mm &tmérdjii Petri csészére. A sejteket 10% szérummal
kiegészitett F-12 HAM: DMEM tapoldatok 6:4 aranyu keverékében tenyésztettiik.

- COS-7 sejteket 10% szérummal kiegészitett DMEM tapoldatban tenyésztettiik.

4.2.6 Tranziens expresszios ¢s kotranszfekcids kisérletek:

5x10° COS-7 sejtet 80%-os konfluenciandl DEAE-Dextran modszerrel (66)
transzfektaltunk, alkalmanként 1 pg teszt plazmidot, 100 ng NF-I és 500 ng SOX9
expresszids plazmidot hasznéaltunk. A pGL3 Control Vector-t (Promega) hasznaltuk minden
esetben belsd kontrollként a transzfekcid hatasfokanak ellendrzésére.

Valamennyi transzfekcios kisérletet 3-5 alkalommal, legalabb két fiiggetlen
preparalasbol szarmazé plazmiddal megismételtiik.

A CEC, CEF ¢és HDM kultardk transzfekcioja Ca-foszfat-DNS precipitacids
modszerrel tortént (66).
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4.2.7 Kloramfenikol-acetiltranszferaz enzim aktivitasanak mérése (CAT assay):

48 oraval (96 oraval a HDM esetén) a transzfekceio utan a sejteket 250 mM pH 7.5 Tris-
ben vettiik fel, PBS-sel tortént mosas utan. Haromszori olvasztas (37°C) €s fagyasztas (-80°C)
utan a sejtlizatumot hdinaktivaltuk, a deacetilaz enzimek ledllitasa végett. Centrifugéalas (10000
rpm, 4°C, 10 perc) utan a feliiliszohoz reakcionként 20 pl acetil-CoA-t (3.5mg/ml), és 25 nCi
['*C] kloramfenikolt adtunk. 3 o6ra reakcié utan a terméket etil-acetattal extrahaltuk és
vékonyréteg kromatografiaval elvalasztottuk. A CAT aktivitdsat Phosporimager 445SI

(Molecular Dinamics) segitségével hivtuk eld és kvantitaltuk.

4.2.8 Sejtmagi kivonatok tisztitasa:

A DNS-fehérje kolcsonhatas vizsgalatara alkalmas extraktumokat bizonyos esetekben
szukroz parnan keresztiil tisztitott CEF és RCS sejtmagokbol nyertiik (17). Roviden: a
sejtmagokbol 530 mM, illetve 350 mM NaCl tartalmt oldattal kioldottuk a transzkripcids
faktorokat, majd ammonium-szulfatos kicsapést alkalmaztunk és dializaltuk a megfeleld
pufferrel szemben a preparatumunkat. A sejtmagi kivonatokat folyékony Nj-ben hirtelen
lefagyasztottuk és —80 °C-on taroltuk felhasznalasig.

Amennyiben DNasel footprint kisérlethez tisztitottuk az extraktumot, akkor heparin-
agaroz oszlopra is felkotottiik, majd linearis 0.1-1.0 M KCl gradienssel elualtuk. A frakciokat az
eluciot koveten bekoncentraltuk (17), folyékony Ny-ben lefagyasztottuk és —80 °C-on taroltuk
felhasznalasig.

Az EMSA Kkisérleteink nem igényeltek az el6z6hdz hasonlo, nagy tisztasagl sejtmagi
kivonatot, ilyen esetekben egy masik modszert hasznaltunk. A kovetkezd modszerrel
tisztitottunk fehérjét CEC, CEF, RCS és HDM sejtekbdl. A sejteket mostuk jéghideg PBS-sel,
majd 500 pl 20 mM HEPES-t pH 7.9, 350 mM NaCl-t, 0.5 mM EDTA-t, 0.5 mM EGTA-t, 2
mM DTT-t, 1% Nonidet P-40-t, 0.2 mM PMSF-t tartalmaz6 oldatot adtunk a sejtekhez €s jégen
30’-et inkubaltunk. A kromatintol a sejtmagi kivonatot 5 perces 20,800xg —vel torténd
fugéléssal tisztitottuk meg. A feliiluszoéhoz glicerint adtunk (végkonc. 10%) és kisadagokban,
gyorsan folyékony N,-ben lefagyasztottuk, majd —80 °C-on taroltuk felhasznalasig.

4.2.9 EMSA és Supershift kisérletek:

A jelolt ds oligonukleotidokat sejtmagi kivonattal 10 percig jégen inkubaltuk 100 ng
poly(dG-dC)poly(dG-dC) ¢és kiilonb6zd mennyiségli hideg kompetitor jelenlétében, a
kovetkezo in vitro koriilmények kozott: 20 mM Tris-HCIL, pH 7.9, 50 mM KCI, 3.5 mM DTT,
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0.2 mM EDTA, 4mM MgCl,, és 2% ficoll tartalma oldatban. Egy reakciéhoz 10-20 fmol
jelolt probat adtunk és tovabbi 30 percig 30 °C-on inkubaltuk a reakcidt. Ezt kovetden
eléfuttatott, nem-denaturald 5-6.6%-os polyakrilamid gélen valasztottuk el a mintakat, majd
Phosporimager 445SI (Molecular Dinamics) miiszer segitségével tettiik lathatéva a kialakult
nukleoprotein komplexumok mintdzatat (17).

A supershift kisérleteinkben a CTF-1 C-terminalisa ellen termeltetett, NF-I specifikus
antiszérumot hasznaltunk (N. Tanese and R. Tijan ajandéka). A SOX9 ellenes poliklonalis
ellenanyag B. de Crombrugghe és V. Lefebvre ajandéka volt.

4.2.10 In vitro DNase I Footprinting:

A csirke matrilin-1 gén introni szakaszaval (+826-t0l +966-ig) atfedd, végjelolt DNS
fragmentumot inkubaltuk heparin-agar6z oszlopon tisztitott sejtmagi fehérje kivonattal. Majd az
elékisérletben azonositott optimalis higitisu DNasel kezelésnek vetettiik ala és 2 percig 25 °C-
on inkubdltuk a reakciokat. A nukleaz kezelés ledllitasat kovetden fehérjétél mentesitettiik a
mintdkat és 6%-0s polyakrilamid gélen futtattuk, szaritottuk, majd Phosporimager 445SI
(Molecular Dinamics) segitségével tettiik lathatova a DNase I védett régidkat (17).

4.2.11 In vivo Footprinting (34):

A CEC ¢és CEF sejteket DMS (dimetil-szulfat), ill UV kezelésnek tettiik ki, majd
genomialis DNS-t tisztitottunk beldle. Az eldzd kezelés soran modifikalddott nukleotidoknal
hasitottuk piperidinnel a DNS-t, és a megfeleld 5° oligonukleotid primer hibridizalasat kvetéen
T7 DNS polimerazzal a téréspontig kiegészitettiik a komplementer szalat. Ehhez a tompa végi
templathoz ligaltuk a specifikus ds oligonukleotidot, majd PCR segitségével amplifikaltuk a
régiot. Gélen torténd elvalasztas utan blottoltuk nejlon membranra a fragment populaciot és a
régioval atfed0 radioaktiv probaval hibridizaltunk. Phosporimager 445SI (Molecular

Dinamics) segitségével analizaltuk a kérdéses régiokat.

4.2.12 GST fuzios fehérjék termeltetése €s tisztitasa:

A GST-NFI és GST-SOX9 fuzios fehérjék bakterialis termeltetésére alkalmas
plazmidkonstrukciokat N. Mermod és P. Berta bocsatotta a rendelkezésiinkre. A plazmidokat
hordozé baktériumokat 37 °C-on novesztettiik 0.6 ODggo-ig, majd 1 mM IPTG-vel indukaltuk a

fehérjék intenziv termelését, majd 2-4 ora mulva a sejteket begytijtottiik. A sejtek feltarasa
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ultrahangos kezeléssel tortént és a feliiluszobol Glutationos gyonggyel tisztitottuk a GST fuzios
fehérjét (42).

4.2.13 GST pull-down kisérletek (42):

A S jelolt SOX9 fehérjét, valamint a bakterialisan termeltetett és tisztitott GST-NFI
fehérjéket megfeleld koriilmények kozott egy éjszakan at 4 °C-on inkubaltuk. Ezutan tobbszor
mostuk a gyongydt és végiil Laemmli mintapuffer addsaval eludltuk a fehérje komplexet,
denaturalo gélen (SDS-PAGE) elvélasztottuk azt, ezutdin a gélt megszaritottuk &s
Phosporimager 445SI (Molecular Dinamics) segitségével tettiik lathatova az eludlt mintdinkban

a >°S-jelolt fehérjét.

4.2.14 Immunprecipitacio (34):

3S-jelslt SOX9, L-Sox5, Sox6 és NF-I fehérjéket in vitro szintetizltattuk a Promega
cég ,,TNT Coupled Reticulocyte Lysate System” rendszerének felhasznalasaval, a gyart6 altal
nyGjtott Gtmutaté alapjan. A S-jeldlt fehérjéket nem-tisztitott (,,crude”) CEC, CEF és HDM
kultirdkbol szarmazd sejtmagi kivonattal inkubdltuk szobahdmérsékleten 30 percig 300 pl
TBST pufferben (10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 130 uM NacCl, 0.5% Tween 20), ami még 0.2%
BSA-t ¢és 50ug/ml ethidium bromidot tartalmazott. Az NF-I specifikus ellenanyag adasat
kovetden tovabbi 180 percet inkubaltuk jégen a reakciot, végiil Protein-G Sepharose gyongyot
adtunk, majd Gjabb 60 perces inkubacid kovetkezett. Az inkubaciot kovetden tobbszor mostuk a
gyongyoket TBST pufferrel. Végiil Laemmli mintapuffer adasaval eluéltuk a gyongy felszinérdl
a fehérje komplexumot és denaturald gélen (SDS-PAGE) elvélasztottuk azt, ezutan a gélt
megszaritottuk és Phosporimager 445SI (Molecular Dinamics) segitségével tettiik lathatova az

elualt mintdinkban a *>S-jeldlt fehérjét.

4.2.15 Luciferaz enzim aktivitisdnak mérése:

A sejteket PBS-sel mostuk és lizis pufferben inkubaltuk elészor szobahdmérsékleten,
majd —80 °C-on 20-20 percet. A sejttormeléket kicentrifugaltuk és a feliiliszobdl luciferaz
aktivitast mértliink. A méréshez szentjanosbogar luciferaz szubsztratot (Promega) hasznaltunk.

A mintékat luminométerrel (Micro GMK) ellendriztiik.
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5. KISERLETI EREDMENYEK ES AZOK MEGVITATASA

5.1 TRANSZKRIPCIOS SZABALYOZAS
5.1.1 Kisérleti el6zmények

Korabban tranziens expresszios modszer segitségével térképeztiik a csirke matrilin-1
gén transzkripcids szabalyozasban fontos szakaszait (16,17). A gén minimal promotere nem
mutat szovet-specifikus mitkddést, valamennyi vizsgalt sejttipusban a hozzékapcsolt CAT
riporter gén viszonylag magas, kozel azonos szintli kifejezddését biztositja. A TATA box-tol
5’ iranyba két pozitiv és két negativ fejlédésiallapot-specifikus régiot sikeriilt behatarolni.
Ezek az 5’ szabalyozo régidk ugy befolyasoljak a promoter mitkodését, hogy csak bizonyos
chondrogen sejttipusokban engednek meg magas riporter gén aktivitast (17). A TATA box-
hoz kozeli negativ szakaszon két silencer elemet (SI és SII) azonositottunk, amelyekhez az

NF-I transzkripcios faktor csaladhoz tartozo fehérjék kotédését bizonyitottuk (17).

5.1.2 A matrilin-1 gén els0 intronjanak funkciondlis analizise

A szovet-specifikus génkifejezOdésért felelds régidk azonositdsanak céljabol a
matrilin-1 gén elsd intronjat funkciondlis analizisnek vetettiik ala (2. dbra). Az intronbol egy
olyan delécios sorozatot hoztunk Iétre — a rendelkezésre allo restrikcids hasitohelyek
felhasznalasaval —, amelynek tagjai egymassal atfedtek. A sorozat elemeinek
felhasznalasaval, olyan tranziens expresszidos kisérletekben felhaszndlhato plazmid
konstrukciokat készitettiink, amelyekben a CAT riporter gén eldtt a matrilin-1 gén minimal
promotere szerepelt. Az introni fragmentumokat 5° helyzetbe épitettiik a promotertdl, illetve a
riporter géntdl. Az elkészitett plazmid konstrukcidinkat nagy mennyiségben felszaporitottuk,
majd olyan sejtekbe juttattuk oket, amelyek fejlddésbioldgiailag eltérd eredetiiek voltak,
illetve a chondrogenesis kiilonb6zd fazisait reprezentaltdk. A HDM kultura a chonrogenesis
korai stddiumat (Ia) modellezi, mig a CEC sejtek a késdi proliferativ (Ib) stddiumra jellemzd
jegyeket mutatnak. A transzfekciot kovetden a sejteket begytijtottiik, majd a riporter
génaktivitasat mértiik a sejtek lizatumaban. CEC és HDM kulturaban sikeriilt azonositani egy
634 bp-os fragmentumot, amely kiugréan magas relativ CAT aktivitast mutatott. Primer
csirke porcsejtkultiraban (CEC) a mért relativ CAT aktivitds kozel masfélszerese (142,3 %)
volt az erds viralis enhancert (SV40) hordozo6 kontroll plazmidénak. A chondrogenesis korai

fazisanak modellezését szolgalo HDM kulturdban, az eldoz6 CAT adatoknal valamivel
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alacsonyabb értékeket detektaltunk (119,8 %). A két kultura kozotti ~20%-os kiilonbség azzal
magyarazhato, hogy a HDM esetén kialakuld porcosodasi csomopontokban a matrilin-1 gént
expresszalo sejtek szama alacsonyabb, mint a CEC kultiraban. A CEC rendszerben mar
valamennyi sejtben megnyilvanul az endogén matrilin-1 gén, azaz azok a transzkripcios
faktorok, amelyek potencialisan koétddnek a fenti 634 bp-os enhancer régidohoz nagy
mennyiségben allnak rendelkezésre. Az olyan sejtkultirakban, amelyekben a matrilin-1 gén
nem nyilvanul meg (CEF, CEM, Hela), az azonositott enhancer nem képes a minimal
promoter miikodését pozitivan befolyasolni (1. tablazat). Tehat, a delécids sorozat matrilin-1-
et expresszald és nem expresszalod sejtekbe juttatdsa Utjan, egy olyan pozitiv regulald régiot
(enhancert) azonositottunk, amely chondrocyta specifikus hatast kozvetit a promoter iranyaba,
mely csak kevéssé fligg a sejtek fejlddési allapotatdl. Az azonositott matrilin-1 enhancer
lokalizaciojaban és porcspecifikus mitkodésében egyarant hasonlosagot mutat a kollagén I1—es

gén enhancerével (67).

5.1.3 Tobb transzkripcios faktor kotddik a matrilin-1 gén intoni enhanceréhez

Elézetes tranziens expresszios kisérleteinkben funkciondlisan térképeztiink egy
szovetspecifikus miikodést mutatd 632 bp-os enhancert a matrilin-1 gén els6 intronjaban. Azzal
a céllal, hogy az enhancer miikddésében fontos cisz elemeket és transzkripcios faktorokat
azonositani tudjuk, un. ,,multiple band shift” kisérletet végeztiink, amelynek eredményeként egy
olyan 271 bp-os Hinfl fragmentumot térképeztiink, amely igen erds kdlcsonhatast mutatott a
porcsejtekbdl késziilt fehérje kivonattal (3. abra). A cisz elemek egész pontos lokalizalasdhoz
DNasel in vitro footprint technikat alkalmaztunk. Ezen kisérleteinkhez olyan részlegesen
tisztitott sejtmagi fehérje kivonatot hasznaltunk, amely a géniinket expresszald (RCS) és nem
expresszald (CEF) sejttipusbol szarmazott. Az els6 intron +860 és +958 bp kozotti szakaszan a
két sejttipusban tobb, egymastol eltérd védettséget mutatd szakaszt kaptunk (4. abra). Tovabbi
analizisiinkben az ,IE1” jelii footprint-re Gsszpontositottunk, mivel ez mutatta a legerdsebb
védettséget az RCS extraktummal. Az IE1-es motivumot a nem expresszaldo (CEF) sejtmagi
kivonattal is megkaptuk (4. abra 2. sav), de a védettség mértéke jelentésen gyengébb volt, mint
az RCS esetén. Ez a DNS-fehérje kotés erds rezisztenciat mutatott aspecifikus kompetitorral
szemben (dolgozatban nem kozolt adat), mig a specifikus dupla szala IE1 oligonukleotid
alkalmazésa esetén mar 10-szeres molaris feleslegben kititralhatd volt (4. abra, 3, 4, 9 és 10
sav). Az ,,JE1” jeli footprint kialakitasaban szerepet jatszo lehetséges faktor(ok) azonositasara

elészor komputer programok felhasznalasaval tettlink kisérletet. Az alkalmazott szoftverek egy
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NF-I és négy Sox-tipusu transzkripcids faktor kdtOhelyét josoltak a kérdéses régioban (5. abra).
A komputeres predikcio allitasait tobb iranybdl kivantuk ellendrizni, illetve annak valodisagat

bizonyitani.

5.1.4 Az NF-I kolcsonhat a matrilin-1 gén introni enhancerével

Az IE1-es introni enhancer szakaszt oligonukleotid formdban megszintetizaltattuk, majd
kompeticios EMSA technika segitségével vizsgaltuk, hogy milyen faktorok kétédnek hozza (6.
abra). Elsoként, CEF sejtmagi kivonattal inkubaltuk a radioaktivan jelolt IE1 oligonukleotidot,
majd a nativ gélen torténd elvalasztast kdvetden tobb nukleoprotein komplex kialakuldsat
tudtuk detektalni (6/A. abra 2. sav). Az oligonukleotidon formaldédott DNS-fehérje komplexok
specifikussdgat bizonyitotta, hogy amennyiben hideg (nem jelolt) két fonalas IE1
oligonukleotidot adtunk feleslegben az inkubacids elegyhez, akkor valamennyi aggregatum
kompetalhato volt (6/A é&bra 3-7. sav). A nukleoprotein komplex formalodasaban érdekelt
transzkripcids faktorok azonositasa igy tortént, hogy olyan hideg ds oligonukleotidokat adtunk
novekvé molaris feleslegben a kotési reakciohoz, amik ismert transzkripcidés faktorok
konszenzus felismerd szekvencidit hordoztdk. Abban az esetben, amikor az NF-I specifikus
kompetitort adtunk molaris feleslegben, akkor a CEF eredetti sejtmagi kivonatbol formalodo
valamennyi komplex kititralodasat értiik el (6/A 4bra 8-13. sav). Tehat, abban a sejtféleségben,
amelyben a matrilin-1 gén nem nyilvanul meg, NF-I transzkripcios faktorok koétddnek a
kérdéses introni cisz elemhez. Amennyiben az eldbb ismertetett kisérleteket a matrilin-1 gént
expresszalo sejttipusbol (RCS) szarmazd sejtmagi kivonattal végeztiik el, akkor azt kaptuk
eredményként, hogy két specifikus komplex formalodott az IE1 elemen (6. dbra B/2-7. sav).
Azaz mar ezek az EMSA kisérletek is szovetspecifikus kiilonbségeket mutattak a két sejttipus
kozott (vesd Ossze: 6. abra A/2 és B/2 savjat). Az RCS specifikus két komplex fehérje alkotoi
koziil a lassabb mobilitdsu (II. komplex) a kompeticios EMSA alapjan NF-I specifikusnak
bizonyult (6. dbra B/8-13. sdv). A nativ gélben gyorsabban mozgd 1. komplex azonban
rezisztenciat mutatott az NF-I kompeticioval szemben (6. dbra B/8-13 sav). Tehat, egy, az NF-I-

tol eltérd tipustt DNS-kot6 fehérje részvétele kezdett korvonalazodni ebben a komplexben.

5.1.5 A Sox9 faktor szintén kolcsonhat a matrilin-1 gén introni enhancerével

A fenti gyors mobilitdsu I. komplex alkotasaban résztvevd fehérje komponens

azonositasa abban az EMSA kisérletben tortént meg, amikor — a komputeres predikcionak
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megfeleléen — kompetitorként Sox9 specifikus oligonukleotidot alkalmaztunk (7. &bra). Az
el6z6 EMSA kisérlettel Osszhangban a két band koziil a gyorsabb mobilitast, NF-I
kompeticiéval szemben rezisztens maradt (7. abra 2-5. sav). Pontosabban, csak igen magas
molaris feleslegben (1000x) adagolt NF-I specifikus ds oligonukleotid esetén volt gyengithetd a
radioaktiv band kialakuldsa (7. dbra 5. sav). Amennyiben, ds Sox9 oligonukleotidot adtunk
megfeleld feleslegben a kotési reakcidhoz, akkor az I. komplex kialakuldsa specifikusan gatolva
volt, mig a II. komplex rezisztens maradt. Tehat, a fenti in vitro DNS-fehérje kdlcsonhatés
detektalasara alkalmas technikdk megerdsitették azt a komputeres predikciot, amely az NF-I és
Sox9 transzkripcios faktorok kotddését josolta a matrilin-1 gén introni enhancerének IE1-es
eleméhez.

Adott transzkripcios faktor, adott cisz elemhez valo kotddését egyarant vizsgalhatjuk a
DNS motivum, illetve a fehérje faktor szemszogébdl. A két megkozelitési mod végeredménye
idedlis esetben taldlkozik egymassal, és megerdsitést nyer a transzkripcids faktor szerepe a
kérdéses nukleoprotein komplex alkotdsaban. Jelen példanknal maradva, olyan EMSA
kisérleteket végezhettiink, amikor a kompetitorként felhasznalt hideg ds IE1 oligonukleotid
célzottan elmutaltatott NF-I és Sox kotOhelyeket hordoz szekvencidjaban (8. dbra). Az el6zd
kisérleteinkben azonositott gyors mobilitasu I. komplex kompetalhaté — természetesen — a vad
tipusu IE1 (8. abra 3-4. sav), az NF-I mutans IE1m1 (8. abra 5-6. sav), a Sox9 specifikus I[Em2
(8. abra 12. sav) ¢és egyéb Sox9 specifikus (8. abra 13. sav) oligonukleotidokkal. Tehat, az 1.
komplexnek minden esetben potencidlis kompetitora volt az a ds oligonukleotid, amely
érintetlen Sox9 kotohelyet tartalmazott. A Sox helyben mutans oligonukleotidok nem, vagy
csak magas koncentracioban gatoltdk az I. komplex kialakulasat (8. abra A/7-11. sav). Az NF-I
specifikus  viselkedést mutatdé lassi mobilitdsa II.  komplex kialakuldsa olyan
oligonukleotidokkal volt gatolhato, amelyekben az NF-I felismer6éhely nem hordozott mutaciot
(8. abra A/3-4,7-11. sav). Amennyiben a tervezett pontmutacié ugy fordult el6 a kompetald ds
IE1 oligonukleotidban, hogy az a CTF/NF-I felismer6helyet érintette, akkor az teljesen
elveszitette (8. abra A/5-6. sav), vagy igen er6sen meggyengitette a II. komplexmal szembeni
kompeticidés képességét (8. abra A/9-10. sav). A mutins oligonukleotidokkal végzett
kompeticios EMSA kisérleteink tehat megerdsitették a Sox9 és az NF-I transzkripcids faktorok
kotédését az enhancer IEl-es cisz eleméhez, illetve bizonyitottak részvételiikket a két eltérd
mobilitasu nukleoprotein komplexben.

A fennt emlitett két transzkripcios faktornak a nukleoprotein komplexek formalasaban
betoltott szerepérdl, a specifikus ellenanyagokkal kivitelezett ,,supershift” kisérleteink

nyujtottak tovabbi bizonyitékot. Mindkettd ellenanyag specifikusan felismerte az el6z6
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kompeticioés EMSA kisérletekben Sox9 és NF-I tipusunak definialt komplexeket (9. dbra 1-4.
sav). Erdekes modon olyan ,,supershift” is megjelent, amely egy kozos ,,band”-bdl szarmazott
(9. ébra 3-4. és 9-10. sav). Ez a ,,supershift” jelenség jobban el6tiinik, amikor az IE1-es elem
egy hosszabb véltozatat (LIE, 5. dbra) vizsgaltuk EMSA technikaval (10. dbra). Az LIEl-en a
gyors mobilitasu, also ,,band” NF-I és Sox9 specifikus ellenanyaggal jol lathatéan ,,supershift”-
telhetd (10.abra 4-6. sav). A gyors mobilitasi komplex ellenanyagokkal torténé elmozditasa
igen jol lathatd, amikor az EMSA kisérletben olyan oligonukleotidot hasznaltunk, amelyben a
fels6 - NF-I specifikus - komplexek kialakuldsadt pontmutdcié beiktatasdval meggatoljuk
(10.abra 10-12. sav). Ezek az in vitro kisérleteink arra utalnak, hogy Iétezik olyan k6zds DNS-
fehérje komplex, amelynek kialakitdsaban az NF-1 €s Sox9 transzkripcios faktorok egyarant

szerepet jatszanak.

5.1.6 A bakterialis uton termeltetett faktorok kotddnek az introni elemhez

Az eldz6 in vitro kisérleteinkben azonositott két transzkripcids faktor rendelkezésiinkre
allt klonozott formdban, ezért modunk volt GST-fuzids fehérje formaban expresszaltatni ket
baktériumokkal. A termeltetett faktorokat a baktérium sejtek ultrahangos feltarasat kovetden, a
lizatumbol affinitds kromatografiaval tisztitottuk. A tisztitott GST-CTF-I ¢és GST-Sox9
transzkripcids faktorok kolcsonhatdsat vizsgaltuk a radioaktivan jeldlt introni elemhez (11.
abra). Mindkét faktor k6tddott az LIE1 elemhez, és a chondrogen eredetii sejtekbol (RCS, CEC)
szarmazé sejtmagi fehérje kivonatokhoz hasonldan, két jellegzetes nukleoprotein komplexet
képzett. Azaz az LIEl elemen kialakult egy CTF/NF-I specifikus kisebb mobilitdsu €s egy
Sox9-specifikus nagyobb mobilitdsti komplex. A tisztitott transzkripcios faktorok specifikus

kotodését ellenanyagok adasaval is megerdsitettiik (9. abra 7,9 és 10. sav).

5.1.7 A Sox9 és NF-I kozosen aktivalja a matrilin-1 gén promoterét

Kotranszfekcios kisérleteket végeztiink azzal a céllal, hogy bizonyitsuk a Sox9 és NF-I
faktorok szerepét a matrilin-1 gén transzkripcioés szabalyozasaban. A CAT riporter génes
konstrukci6é (TB36), a matrilin-1 gén minimal promotere el6tt négy kopidban tartalmazza az
elsé intron 102 bp-os fragmentumat. Amikor ezt a konstrukciot, kiilon az NF-I —et és kiilon a
SOX9—et expresszald plazmidokkal COS-7 sejtekbe juttattuk, akkor megemelkedett riporter gén
aktivitast detektaltunk (25.3+4.4 és 46.7+9.6) (12. abra). Abban az esetben, amikor mindkettd

transzkripcids faktort expresszaldo plazmidot egyszerre juttattuk a sejtekbe, tobb szazszoros
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(208+37.1) aktivalast mértiink az alapszinthez viszonyitva. A detektalt aktivitisemelkedés arra
enged kovetkeztetni, hogy a két faktor kooperativan fejti ki hatdsat. Olyan riporter gén
konstrukcio (TOS50) esetén, amelyben ugy alakitottunk ki mutéciét, hogy az a 102 bp-os
fragmentum NF-I felismerd helyét érintette, maximalisan ~ 10-szeres aktivalast sikeriilt elérni.
Az NF-I -et érint0 egyetlen pontmutacié képes volt még a Sox9 tipust aktivalast is jelentdsen
befolyasolni. A kotranszfekcios kisérleteink megerdsitették a két transzkripcios faktor kozotti
kolcsonhatést, illetve funkciondlis bizonyitékot szolgaltattak arra vonatkozdan, hogy

kooperativan fejtik ki miikddésiiket a matrilin-1 gén enhancerében.

5.1.8 A Sox9 és NF-I transzkripcios faktorok kozott direkt kolesonhatas 1étezik

Az irodalomban tobb példa ismert arra vonatkozoan, hogy adott gén transzkripcios
szabalyozasaban Sox proteinek képesek mas transzkripcidés faktorokkal szorosan
egylttmiikddni, €és részt venni annak expresszios szabalyozasaban (41,42,43). A Sox9 és NF-I
transz-aktivalo faktorok kotédését az introni elemhez tobb uton is bizonyitottuk. A kotéhelyek
kozelsége miatt felmeriilt annak az igénye, hogy megvizsgaljuk a direkt kdlcsonhatés
lehetoségét a két fehérje kozott. Ennek a lehetséges fehérje-fehérje kolcsonhatasnak a
kimutatasara Un. ,,GST pull-down” és immunprecipitacios technikat alkalmaztunk. Mindkettd
megkozelitésnél a SOX9-et in vitro rendszerben (TnT System — Promega) allitottuk eld, és ugy
jeloltiik, hogy a metionint radioaktiv formaban adtuk a fehérjeszintézis alkalmaval. Amig a pull-
down tipustu megkozelités esetén - protein tartalmat tekintve - definialt kdzegben vizsgaljuk a
potencialis kdlcsonhatds meglétét, addig az immunprecipitacié alkalmaval pontos ismeretekkel
nem rendelkeziink a fehérje mili6t illetden. A GST pull-down-os megkdzelités azt célozta, hogy
sejtmentes kornyezetben igazoljuk a két transzkripcids faktor kozvetlen kdlcsOnhatdsat. A
SOX9 faktort és tisztitott GST-NF-I fuzios fehérjét megfeleld koriilmények kozott inkubaltuk,
majd tobbszor mostuk az aspecifikus kétddés kizarasanak érdekében. A kialakuld fehérje-
fehérje komplexet glutation-sepharose gyongy segitségével nyertiik ki az inkubécios elegybdl és
denaturald koriilmények kozott gélen elvélasztottuk (SDS-PAGE) (13. abra). A GST fehérje
onmagaban nem hat kolcson a radioaktivan jelolt Sox9-cel (13. abra n. sav), ezért a megfeleld
mérettartomanyban detektalt jel (13. dbra n. sav) csak Gigy magyarazhato, hogy az NF-I és Sox9
faktorok kozott direkt fehérje-fehérje kdlcsonhatés létezett az inkubdcid soran. Tehat, a két
transzkripcios faktor azon tul, hogy az IEl-es elemen egymds kozvetlen szomszédsagdban

kotddnek a DNS-hez, kozvetlen kontaktust is teremtenek egymassal. Ez a kolcsonhatas
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képezheti a fenti kotranszfekcids kisérletekben azonositott igen erds transzaktivald hatas
molekularis hatterét.

Az immunprecipitdcids technika alkalmazasaval a Sox9-cel kolcsonhaté NF-I varidns
eléfordulasat kivantuk korvonalazni. A °S jelolt SOX9-et kiilonbozd eredetii sejtmagi
kivonatokhoz adtuk, az igy formalodo protein komplexet az NF-I C-terminalisa ellen
termeltetett ellenanyaggal tovabb inkubaltuk, majd a SOX9/NF-I/ellenanyag konglomeratumot
- az ellenanyagot felismerd - Sepharose-G gyongy (SIGMA) segitségével iilepitettiik ki a
reakcidelegybdl. Amennyiben a denaturdld gélen (SDS-PAGE) torténd elvalasztas utan jelet
kaptunk a megfeleld mérettartomanyban, akkor ez azt jelezte, hogy az adott sejtféleség
tartalmaz olyan NF-I format, amely képes kolcsonhatni a SOX9-cel (14. éabra). Az
immunoprecipitaciés modszer felhasznaldsdval CEC és HDM sejtkultarakbol a SOX9-cel
kompatibilis NF-I forma jelenlétét tudtuk kimutatni (14. dbra A és B panel). A CEF eredetli
sejtmagi kivonatbol ilyen tipusi NF-I format nem tudtunk detektalni (14. abra A/4. sav). Az
inkubacids elegy ethidium-bromidot tartalmazott, ami megerdsitette, hogy a két faktor kozotti
kolcsonhatas DNS-t6] fliggetlentil is 1étezik. Tovabba, kizartuk annak a lehetdségét is, hogy az
NF-I specifikus ellenanyag keresztreagaljon a Sox9-cel (14. abra A/2. sav). Mindezek
figyelembe vételével kijelenthetjiik, hogy a Sox9 kolcsonhat egy specifikus NF-I formaval,
amely NF-I valtozat a chondrogen 6éssejtekben (chondroprogenitor) €s a porcsejtekben egyarant
eléfordul. A kolesonhatas specifikus volt a Sox9-re, mivel azonos tipust kisérletekben a *°S
jelolt L-Sox5 és Sox6 faktorokkal nem kaptunk jelet az SDS-PAGE-t kovetéen (14. dbra C
panel).

5.1.9 Eltérd transzkripcids faktorok kotddnek az IE1 elemhez a chondrogenezis kiilonbdzo

stadiumait képviseld sejtkultarakban

A HDM kulturdk igen hasznos kisérleti objektumai a chondrogenesis kutatdsnak, mivel
a megfeleld denzitdsban kilemezelt, még nem differencialodott mesenchymalis sejtek egy olyan
fejlodési utat futnak be, amely nagyon hasonldé az in vivo differencialdédasi folyamathoz.
Amennyiben kiilonb6z6 idépontokban vesziink mintdkat a HDM kultirabol, a chondrogenezis
egy-egy stadiumardl kaphatunk adekvat informéciot. Kiilonb6zé kort HDM kultarabol
szarmazo sejtmagi kivonatokkal végzett EMSA kisérleteinkben vizsgaltuk, hogy milyen a
Sox9 és az NF-I transzkripcids faktorok eléforduldsa a kezdeti, és a négy napos, mar
differencialodott allapotban (15. dbra). Ugyanakkor a HDM mintdk mell¢ kontrollként

hasznaltuk az expresszald (CEC) és nem-expresszaldo (CEF) sejtekbdl szarmazd sejtmagi
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extraktumokat. A 0 napos HDM kulturabol (elkotelezett mesenchymalis sejtek) nyert sejtmagi
extraktumban szinte teljesen hidnyzik az NF-I faktor (15.abra 5. sav). A chondrogenezis elére
haladtaval, a négy napos HDM kulturabol szarmaz6 extraktummal teljesen mads, sokkal
Osszetettebb kotési mintazatot kapunk (15. abra 8. sdv). Itt mar Sox9 és NF-I specifikus
komplexek formalodnak, de ezek mobilitasukban eltéréek a chondrocytdkban (CEC)
detektalhatoktol (15. dbra 11. sav). A négy napos HDM-ben erés NF-I aktivitas érheto tetten,
amit a ds oligonukleotiddal elvégzett kompeticios EMSA kisérletek (15. abra 10. sav), illetve
az NF-I specifikus ellenanyaggal kivitelezett ,,supershift”’-ek bizonyitanak (7. dbra 12. sav).

Az EMSA kisérleteink alapjan, az expresszald sejtféleségekben (RCS, CEC) az introni
elemen (IE1) egy gyors mobilitasi Sox9-tipust, €s egy lassabb mobilitdsu NF-I-tipusu
nukleoprotein komplex formalodik (7-8. abra, 15. abra). A chondrogenezis kiindulasi
stadiumara (HDM 0. nap) jellemzé a Sox9-tipusti dominancia, mig az NF-I szinte teljesen
hianyzik a rendszerbdl (15. abra 5-7. sav). A terminalis differencidlodéds eldrehaladtaval
(HDM 4. nap) viszont az NF-I variansok uraljak a gélretardacios mintazatot, a Sox9-tipust
nukleoprotein komplex megmaradasa mellett (15. 4dbra 8-10. sav). A matrilin-1-et nem
expresszalo sejteket (CEF), az NF-I-es verziok dominancidja jellemzi, mig a Sox9 tipust
komplex szinte teljesen hianyzik a gélretardacios képbdol.

A gerincesekben szamos NF-I izoforma létezik, mivel négy gén koédolja ezeket a
faktorokat, illetve erds alternativ splicing tevékenység jellemzi a pre-mRNS-ek érési
folyamatat. A Sox9-cel kdlcsonhatdo NF-I faktor azonositdsa esszencialis a matrilin-1 gén

transzkripcids szabalyozasanak tisztazasaban.

5.1.10 In vivo koriilmények kozott az IE1 cisz motivum fehérjéket kot

Az in vitro DNS-fehérje kolcsOnhatds vizsgalatara alkalmas modszerekkel (EMSA, in
vitro DNase I footprinting) nyert adataink megerdsitésére torekedtiink akkor, amikor az in vivo
footprinting technika alkalmazasdra szantuk el magunkat. Ez a modszer alkalmas arra, hogy
természetes korlilmények kozott, magaban az ¢l6 sejtben vizsgalja a kérdéses DNS szakasz
védettségét. Ezzel a technikéval kapott adataink arrdl tanuskodnak, hogy az IE1 elem nem
csupan az in vitro kisérleti koriilmények kozott, hanem a kromatin kdrnyezetben is fontos
szerepet jatszik, mivel jol lathatd védettséget mutat CEC-ben (16. 4bra 8. sav). A matrilin-1
fehérjét nem expresszalod sejtben (CEF) a kérdéses szakasz nem mutatott védettséget (16. abra
10. sav). Az in vivo footprint kisérletiinkben az IEl-es elem kornyezetében tovabbi védett

szakaszok talalhatok, ami aldhuzza ennek a DNS régionak a transzkripcids szabalyozasban
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betoltott fontossagat. Azaz kozvetve utal arra, hogy igen intenziv kooperacid lehetséges a

régidhoz kotddo faktorok kozott.

5.2 POSZT-TRANSZKRIPCIOS SZABALYOZAS

A pre-mRNS-b6l az introni szekvencidk eltavolitdsa tobb 1épcsds, igen Osszetett
folyamat. A spliceosomdk megfelelé helyen torténd kialakulasdban dontd jelentdsége van
azoknak a konzervativ cisz elemeknek, amelyek az exon-intron hatarokon, valamint az elagazasi
ponton taldlhatok. /n vivo koriilmények kozott az AT-AC intronok pontos eltavolitdsanak
sziikséges, de — minden bizonnyal — nem elégséges feltételei a bevezetOben emlitett konszenzus
szekvencidk. Egy olyan kisérleti rendszer, amely az in vivo viszonyokrol tudésit, valamint
alkalmas a splicing hatékonysagat befolydsold szekvencia motivumok térképezésére, nagy
segitséget jelent az intron kivagddas Osszetett folyamatanak felderitésében. A disszertdcidom
masodik felében egy ilyen, in vivo modell rendszer kialakitdsat €s felhasznalasat kivanom
bemutatni.

Célunk megvaldsitdsahoz a kovetkezd stratégiat valasztottuk. Az eukaryota sejtekben
konnyen mérhetd aktivitasa riporter génbe, egy j tipust (AT-AC) intront épitettiink, majd az
igy létrehozott rekombinans plazmidot sejtekbe juttattuk, és a riporter gén aktivitasdnak
meghatarozasaval arra kovetkeztettiink, hogy milyen hatékonysaggal tortént meg az intron

kivagdodasa (16. abra).

5.2.1 Az AT-AC intront hordoz6 mesterséges eukaryota minigén eldallitasa

A bakterialis kloramfenikol-acetil-transzferaz (CAT) gént elterjedten hasznaljak riporter
génként tranziens expresszios kisérletekben, a transzkripcios szabalyozasban fontos cisz elemek
tanulmanyozasara (68). Az ilyen konstrukciokkal transzfektalt sejteket néhany nap utdn
begyljtik, majd a sejtek lizatumat hasznaljak fel a CAT aktivitds mérésére. A lizdtumban a
CAT fehérje mennyisége aranyos az adott konstrukcié altal hordozott cisz regulalo elem
transzkripciora kifejtett hatdsaval. Radioaktivan jelolt kloramfenikol és acetil-csoport donor
adésa esetén az eukaryota sejt altal termelt CAT fehérje katalizélja a kloramfenikol acetilalasat.
Az acetilalt és a nem acetilalt termékek vékonyréteg kromatografidsan elvalaszthatdak, €s az
elébbiek relativ mennyisége ardnyos a termelt CAT fehérje mennyiségével, azaz a

tanulmanyozott cisz elem ,,erdsségével”. A fenti kisérleti rendszer egy olyan valtozatat hoztuk

crcr
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CAT aktivitas csak akkor mérhetd, ha az intron kivagdodott a pre-mRNS-bdl. Mivel valamennyi
minigén konstrukcionk esetén azonos promotert hasznaltunk, igy a mért CAT aktivitasbeli
kiilonbségek nem a promoter aktivitds valtozasabol fakadtak, hanem a splicing hatékonysagat
tikrozték (17. abra).

Az AT-AC intront hordozé minigénes konstrukcid elkészitéséhez a ,,pCAT3®Control
Vector” nevll gyari plazmidot (Promega) hasznaltuk fel, ugyanis ebben az esetben a CAT gén
plazmidba illesztettiik a PCR segitségével felszaporitott introni szekvenciat, amelyben az 5'
primer pontosan az intron els6 nukleotidjaval kezdddik, mig a 3' primer pontosan az adott intron
utols6 nukleotidjaval indul. A PCR reakciohoz Pfu polimerazt hasznaltunk, amely nem ¢€pit be
tovabbi extra nukleotidot a fragmentum 3'-végére ¢s igy a termék kompatibilis a Pvull-vel
hasitott plazmidvektor végekkel. Eredetileg a teljes hosszisdgu (~2kb) AT-AC intron
szekvenciat kivantuk beépiteni a konstrukcidinkba, azonban ezek a klonok instabilnak
bizonyultak. Ezért a kérdéses intron G-nek olyan delécios szarmazékait allitottuk eld,
amelyekben ¢érintetleniil megtartottuk az 5° és 3’ splice helyek néhany szdz bazisparos
kozvetlen kdrnyezetét.

Ezen kisérletek sarokkdve, hogy az intronnal megszakitott CAT génrdl csak akkor
keletkezzen funkcidoképes CAT fehérje, ha a splicing miikodik az atirt pre-mRNS templaton.
Tehat egy olyan negativ kontroll minigénre is sziikségiink volt, amellyel azt bizonyitottuk, hogy
a splicing elmaradasa esetén a beépitett intron el6tti "S' exoni" szekvencidrdl nem keletkezik
részleges CAT aktivitdssal rendelkezd fehérje. Ennek bizonyitdsara egy olyan kontroll
plazmidot kellett késziteniink, amelyben a Pvull helyre konszenzus intron hatarokat egyaltalan
nem tartalmazo DNS-t illesztettiink. Gyakorlatilag erre a célra tokéletesen megfeleltek azok az
el6z6 ,.blunt end” klonozasbol szarmazd rekombindnsok, amelyek forditott orientadcidban
hordoztdk az AT-AC intront.

A rekombinans plazmidban az illesztés pontossagat szekvencia analizissel ellendriztiik.
Az ujonnan kialakitott exon-intron hatarok tokéletesen megfeleltek az irodalombol ismert
konszenzus szekvencidknak (56). Ezért elvileg minden esélylink megvolt arra, hogy az adott

sejt a minigénrol atirt transzkriptumot a sajat pre-mRNS-eihez hasonl6éan dolgozza fel.

5.2.2 Az AT-AC intront hordozé eukaryota minigén tranziens expresszids analizise

A COS-7 sejtvonalat valasztottuk ki a minigén konstrukcidink tranziens expresszids

tesztelésére, mivel ez SV40 T antigénnel transzformalt és igy magas expressziot garantal az
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alkalmazott alapvektor replikacids origdja miatt. A rekombindns plazmidokat Ca-foszfat-DNS
precipitacos transzfektalasi modszerrel juttattuk az SV40 sejtekbe, majd 2 nap utan mértiik a
riporter gén aktivitasat. Az a minigén konstrukcionk, amely normal orientacidban tartalmazta
az AT-AC intront, jol mérhetd CAT aktivitast produkalt (18. abra). A detektalt aktivitas
némileg elmaradt az eredeti, a nem manipuldlt CAT gén esetén mérttdl, de igy is bizonyitotta
kontroll plazmiddal transzfektalt sejtekbol szdrmazo lizdtum nem mutatott semmilyen
kloramfenikol konverziot, igy kizarhattuk annak a lehetdségét, hogy az elézé konstrukcid
esetén kapott aktivitas, az 5’ exon altal kodolt csonka CAT enzimtdl szarmazott. Azaz
megerdsitést nyert, hogy az eukaryota AT-AC minigéniinkrdl szarmazo pre-mRNS-t a neki
megfeleld, adekvat Ul2-fiigd splicing rendszer felismeri, és nagy hatékonysaggal dolgozza
fel.

5.2.3 Az introni splicing enhancer térképezése

Az exon-intron hatarokon konzervalodott, rovid 5’ ¢és 3° splicing helyek nagy
tovabbi cisz RNS szekvencidk (enhancerek) felelések az intronok pontos kijeloléséért, illetve
azok hatékony eltavolitasaért. Az el6zd fejezetekben ismertetett in vivo modell rendszer
kiilondsen alkalmas eszkdz arra, hogy funkcionalisan analizdljunk olyan introni regiokat,
amelyek putativ enhancer aktivitassal rendelkeznek. Az introni enhancer régio(k) térképezését
celzd konkrét kisérleteink megkezdése elott, alapos szekvencia analizist végeztink a
rendelkezésre 4llo nukleotidszekvencidk felhasznéaldséval. A kiilonb6zé komputer programok
nem talaltak konzervalddott szakaszokat az ismert AT-AC intronok nukleotid sorrendjében.
Azonban feltiint, hogy rovid, 4-5 bp-os purin gazdag cisz motivumok tobb példanyban
fordulnak el6 a kiilonbozé fajokbol szarmazoé matrilin-1 gének AT-AC intronjainak 5’
szigetet alkotnak (19. 4bra). A csirkénél 7, az egérnél 5, mig a human gén esetén 6 darab ilyen
NGGG elem fordul elé a kérdéses régioban. Annak megvalaszoldsara, hogy funkcionalisan
milyen szerepet tolt be ez a purin gazdag sziget a splicing hatékonysagara nézve, olyan delécios
valtozatat készitettiik el az eukaryota minigéniiknek, amelyben a cisz motivumok nagy részét
kiejtettiikk (18. &bra). Az AT-AC intronban rdviditett eukaryota minigénes konstrukciot
felszaporitottuk, majd COS-7 sejtvonalba juttattuk és két nap elteltével CAT aktivitast mértiik.

Az autoradiogrammokon jol lathatd, hogy a cisz motivumok delécigja a CAT aktivitds
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csokkenését vonta maga utan (20. abra). Tehat, egy olyan introni elemet sikeriilt funkcionalisan
térképezniink, amely pozitiv hatassal van az AT-AC intron kivagodasara. Az AT-AC
intronokkal kapcsolatban ilyen tipusti enhancerek azonositésa csak exoni régiokban tortént meg
(69,70). Az eddigi kisérleteink alapjan a fehérjét, amely kotédik az enhancerhez, még nem
tudtuk azonositani. Az enhancerben eléforduld cisz motivumok nukleotidsorrendje alapjan a
hnRNPA1, mint potencialis kotéfaktor neve meriilt fel. A hnRNPA1 fehérjérdl ismert, hogy
tobb splicing enhancer komplex felépitésében is szerepet jatszik (71). Emiatt az RNS-kotd
faktor azonositasara iranyulo tervezett kisérleteinkben a hnRNPA1, mint kitlintetett célpont
szerepel. Tovabbi érdekes — megvalaszolasra vard — kérdés, hogy az azonositott enhancer
miként fejti ki az AT-AC intron eltavolitasara iranyul6 pozitiv hatasat. Azaz ,,csupan” eldsegiti
az AT-AC spliceosoma formalodasat a pre-mRNS templaton, avagy gy ad teret az el6zd

komplex kialakulasanak, hogy géatolja a dominans GT-AG rendszer térnyerését.
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6. EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Az endochondralis csontfejlédés utjara Iépett mesenchymalis sejtek porcsejtekké torténd
differencidlodésa tobblépcsés, minden részletében szigorian szabalyozott folyamat. A
chondrogenezis sordn a kiilonb6z6é porcspecifikus gének aktivaloddsa nem egyszerre megy
végbe, hanem jol definidlt, egymas kovetd sorrendben torténik meg (1,7). In vivo és in vitro
kisérleti rendszerek tanusaga szerint elséként a kollagén a1(Il), majd az aggrecan és link fehérje
gén, majd legvégiil a matrilin-1 gén kapcsol be (2,7). A matrilin-1 gént tigy tekinthetjiik, mint a
chondrogenesis késdi proliferativ stddiumanak (Ib stddium) marker génjét. Azzal a céllal, hogy
azonositsunk a porcspecifikus gén megnyilvanulasban fontos régiokat, funkcionalis
térképezésnek vetettiik ald a gén elsé intronjat. Olyan egymassal részben atfedd delécios
sorozatot hoztunk létre, amely alkalmas volt arra, hogy tranziens expresszios kisérletekben
teszteljiik a sorozat egyes tagjainak egylittmitkodését a sajat minimal promoterével (2. abra). Az
egyik delécios szarmazék kiugréan magas aktivitds értékeket mutatott a tobbi konstrukcidhoz
viszonyitva (1. tablazat). Az azonositott matrilin-1 enhancer lokalizacijdban (introni) és
porcszovet specifikus mitkddéséban a collagén I gén enhancerével mutat rokonsagot (67).

Nemrégiben a Sox9-et azonositottdk, mint a chondrogenezis egyik esszencialis
transzkripcids faktorat (,,master factor””), aminek hidnydban mar a chondrogén vazfejlodés elsd
f6 lépése — a mesenchimdlis sejtek kondenzacidgja — sem torténik meg (23). A Sox9
kooperacioban az L-Sox5 és Sox6 faktorokkal részt vesz tobb kollagén (Col2al, Col9a2,
Coll1a2) és az aggrecan gén aktivalasaban (25,72,73). Azonban az tovabbra is nyitott kérdés,
hogy a tobbi porcspecifikus fehérje gén, korrekt, egymast kdvetd expresszidjat milyen
molekuldris mechanizmusok inditjdk be. Ennek a kérdésnek a részletes megvizsgéalasat
hatdroztuk el, amikor csirke matrilin-1 gén porcszovetspecifikus introni enhancerének
jellemzésébe kezdtink. A kisérleteinkben az enhancer egy olyan cisz elemére (IEI)
koncentraltunk, amely eldzetes kotési tesztekben szovetspecifikus kiilonbségeket mutatott az
expresszaldo és nem—expresszald sejtekbdl szarmazd sejtmagi kivonatokkal (4.abra). A Sox
fehérjék mas transz-aktivalod faktorokkal kapcsolatos kdlcsonhatdsanak jellegzetességei tetten
¢érhetéek voltak az IE1 elemmel kapcsolatos EMSA kisérleteinkben is. Pontosabban, az IE1
elemen tobb putativ Sox-kotShely veszi koriil az NF-I felismerd motivumot (5. dbra). Annak
ellenére, hogy sem az NF-I, sem a Sox kotohelyek nem feleltek meg tokéletesen az egyes
konszenzus felismerd motivumoknak, mindkettd faktor igen jol kotodott az IE1-es elemhez (11.

abra). Az NF-I motivum (TGGCNsTCCA) harom helyen tér el a kanonikus szekvenciatol
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(TTGGCNsGCCAA) (34). Az elmutaltatott oligonukleotidokkal végzett analizis ramutatott arra
is, hogy a Sox faktorok szintén esszencialis komponensei a formaléddé nukleoprotein
komplexumnak (7.4bra). In vivo footprint adataink (16. dbra) megerdsitik azokat az in vitro
eredményeinket, amelyek az IE1 elem fontossagat hangsulyoztdk. A Sox és NF-I faktorok cisz
motivumai jellegzetes védettséget mutatnak az in vivo kisérletekben is. A kérdéses IE1 elem
kozvetlen kornyezetében tovabbi védett szakaszokat detektaltunk, ami az enhancer régid
Osszetett mitkddésére utal.

A bemutatott adataink 6sszhangban vannak azzal a hipotézissel, amely szerint a Sox9
kulcsszerepet tolt be a chondrogenezis soran a porcspecifikus gének szabalyozasaban. A
kisérleteinkbdl szarmazo 1j informaciok megerdsitik a Sox9 esszencialis voltat és kooperacios
képességét mas transzkripcids faktorokkal. A Sox9 kolcsonhatdsa az NF-I faktorral olyan
fontosnak bizonyult a matrilin-1 gén transzkripcids szabalyozdsdban, hogy az NF-I kotohelyet
érintd egyetlen pontmutaci6 is dramatikusan csokkentette a fehérje kotddését az introni elemhez
(10. ébra), tovabba a tranziens expresszios kisérletekben mindkettd faktor transzaktivacios
képességét a minimalisra csokkentette (12. 4&bra). Els6ként nyljtunk bizonyitékot arra
vonatkozoan, hogy a két transzkripcios faktor egymds kozvetlen kozelében kotddik, és ez a
szomszédsag magas szintli riporter gén megnyilvanulashoz vezet (12. dbra). Az IE1 elemen a
szomszédos cisz motivumokhoz torténd kotddésen tal, a Sox9 és NF-I faktorok k6zott direkt
fehérje-fehérje kolcsonhatas is kialakul. Az ilyen tipusu, faktorok kozotti interakciot a GST
pull-down kisérleteink bizonyitottak (13. abra). A Col2al enhancer esetében ismert, hogy a
Sox9 faktor az L-Sox5 és Sox6 faktorokkal kardltve, kooperativan fejti ki transzaktivald hatasat.
Azonban, ebben a példaban nincs direkt kdlcsonhatas a két masik partner fehérjével. Az AMH
gén transzkripcios szabalyozasaban a Sox9 az SF1 faktorral egyiittmiikodik, és direkt fehérje-
fehérje kolcsonhatast létesit partnerével (42). Ezen informaciokbol felépithetiink egy olyan
modellt, amely magyarazza a chondrogenesis soran az egyes porc gének szekvencialis
aktivalodasat. A hipotézis szerint a Sox9 valamennyi gén bekapcsolasaban esszencialis,
azonban a kiilonb6zé gének esetén mas és mas transzkripcios faktorral miikodik egyiitt. Az
el6z6 modell megerdsitésének szempontjabdl, tovabbi fontos informéciot varhatunk azoktol a
kutatasoktol, amelyek olyan génekkel kapcsolatosak, amelyekr6l mar kideriilt, hogy Sox9-
fliggé mddon szabalyozodnak (75,76).

Az NF-I fehérjéket a gerincesekben négy gén kodolja, valamennyi génre jellemzo,
hogy igen erds alternativ splicing tevékenység jellemzi. Tehat, ennek megfelelden igen sok
NF-I valtozat 1étezik egy adott sejttipusban, ami pedig jelentdsen megneheziti a Sox9-cel

kompatibilis valtozat azonositdsat. Immunprecipitacids adataink azt mutatjak, hogy a Sox9
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faktorral kolcsonhatas szempontjabol kompatibilis NF-I valtozat csak a chondrogen eredetii
sejtekben taldlhato. A matrilin-1-et nem expresszald sejtekbol szarmazo sejtmagi
extraktumban nem tudtuk kimutatni ilyen jellegi NF-I izoformat. Tranziens
expresszios/kotranszfekcios kisérleteinkben a csirke NFI-C1 génnek megfeleld izoformat
hasznaltuk. Kiilonb6z6 kordt HDM kultirabdl szarmazé sejtmagi kivonatokkal végzett EMSA
kisérleteink bizonyos tdmpontot adnak arra vonatkozodan, hogy milyen az NF-I fehérjék
reprezentacidja a porcosodas kiilonbozd fazisaiban (15. dbra). A 0 napos HDM kultarabol
(elkotelezett mesenchyma sejtek) nyert sejtmagi extraktumban szinte teljesen hianyzik az NF-
I faktor (15.4bra 5. sav). A chondrogenezis elére haladtaval, a négy napos HDM kultarabol
szarmaz6 extraktummal teljesen mas, sokkal Gsszetettebb kotési mintazatot kapunk (15. dbra
8. sav). Itt mar Sox9 és NF-I specifikus komplexek formalédnak, de ezek mobilitdsukban
eltéréek a chondrocytakban (CEC) detektalhatoktol. Jelen adataink birtokdban nem zéarhaté ki
annak a lehetdsége, hogy kiilonb6z6 NF-I csaladhoz tartozd, eltérd splicing varians eredetii
fehérjék kozott kompeticio van a matrilin-1 enhanceren fellelheté NF-1 kotohelyért.

A tisztan latas érdekében, a jovoben fontos feladat lesz az NF-I valtozatok expresszios
mintdzatanak pontos felderitése a vazfejlodés, illetve a Sox9-cel kompatibilis izoforma

azonositasa.

Az AT-AC intronokat szinte mar minden ¢l6lényben azonositottdk a ndvényektdl
kezdve, a Drosophilan keresztill egészen a gerincesekig. Az elsé publikalt péld4jat ezeknek az
intronoknak a csirke matrilin-1 gén szolgaltatta (15). Ezek az intronok AT ¢és AC
dinukleotidokat hordoznaknak az exon-intron hataron, amely teljesen eltér a klasszikus GT-AG
hatar szekvenciaktol. Az AT-AC intronok eltavolitdsat a pre-mRNS-bdl az tn. Ul2-tipust
spliceosoma végzi, amely komponenseiben ugyan eltérd, de mitkddésében azonos elveket kovet
az U2-tipusu spliceosomaval. Az AT-AC intronok pre-mRNS-bol torténd eltavolitasanak
hatasfoka messze elmarad attdl a szinttél, amit a hagyomanyos (GT-AG) intronoknal el lehet
érni. Egyféle magyardzat lehet erre a jelenségre, ha azt feltételezziik, hogy az adott intron
kivagéasa egy lehetséges szabalyozasi pontja a poszt-tanszkripcids szabalyozasnak. Ezért olyan
rendszer fejlesztésébe kezdtiink, amely alkalmas in vivo koriilmények kozott vizsgalni a
matrilin-1 gén AT-AC intronjanak kivagodasat (17. abra). Ebbdl a célbdl olyan eukaryota
minigént hoztunk Iétre, amely a bakteridlis kloramfenikol acetiltranszferdz (CAT) gént
akkor kapjunk mérhetd CAT aktivitast a sejtek lizatumaban, amennyiben az intron kivagddas

abszolut pontossaggal megtortént. A GT-AG és AT-AC intronok sorrendje, topologidja kovette
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az eredeti matrilin-1 génben fellelhetd elrendezédést (17. abra). Egy masik lehetséges
magyarazat a fennt emlitett problémdara az, hogy in vitro kisérletekben a hatékony intron
eltavolitasnak nem minden lényeges eleme van jelen. Amikor delécios analizisnek vetettiik ala
az intront, egy olyan szakaszt sikeriilt térképezniink, amelynek hidnyaban jelentdsen
alacsonyabb CAT aktivitdsokat tudtunk detektdlni a tranziens expresszids kisérletekben. A
kérdéses introni szakasz tehat pozitiv hatassal volt az AT-AC intron eltavolitasara (splicing
enhancer) (19. 4bra), és a filogenezis sordn elemeiben konzervalodott a matrilin-1 gének 5’
splicing helyének kdzelében (20. dbra). Az introni splicing enhancerhez k6tddd fehérje faktorok
azonositasa a jovo feladatainak egyike lesz.

A transzkripcio €s a splicing szintjén torténd szabalyozasnak egyarant fontos elemei az
enhancerek, amelyek eldmozditjdk az adott promoternek, illetve az aktudlis splicing helynek a
felismerését. Mindkét tipusa az enhancereknek fehérjéket kot és egy magasan szervezet
nukleoprotein komplexum szervezddésének biztosit helyet. A transzkripciés enhancereken
formalodo enhancesoma a komponensein keresztiil kdzvetve, vagy kozvetleniil az aktualis
promoteren felépiild preiniciaciés komplexum szervezddését segiti. A splicing enhancereket
felismerd fehérjék feleldsek a korrekt ,hasitasi helyek™ kijelolésében és a megfeleld splicing
helyek parositasaban. Az enhancerekhez k6tddo fehérjékre jellemzd a modularis szervezddés, a
nukleinsavkotd domén €s a fehérje-fehérje interakciokban fontos domén rendszerint valamennyi
faktornak Iényeges eleme. Bar az enhancer hatas pontos molekularis mechanizmusa nem ismert,
az nyilvanvalonak tlinik, hogy a szabdlyoz6 fehérjék kooperativ egyiittmiikddése mindkét
esetben esszencidlis a pozitiv hatés kialakitasaban.

Disszertaciomban olyan adatokat mutattunk be, amelyek a csirke matrilin-1 gén
transzkripciés ¢és posz-transzkripcidos enhancerének azonositasardl, milkodésérdl és
felépitésérdl szolgalnak informacioval. A bemutatott enhancerek, szovet- és fejlédésidllapot-
specifikus génszabalyozasban betdltott szerepét tovabb kivanjuk vizsgalni, az azonositott cisz-

¢s transz-hatasu elemek szerkezetének és funkcidjuknak vizsgalataval.
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SUMMARY OF THE THESIS

INTRODUCTION

Differentiation of committed mesenchymal cells to chondrocytes during endochondral
ossification is a tightly controlled, multistep process, which leads to the activation of cartilage
protein genes concomitant to chondrogenesis. The activation of the various cartilage-specific
genes, however, does not take place strictly at the same time, but rather in a well-defined,
sequential order (1,7). It has been shown in various in vivo and in vitro systems that the gene
for al(Il) collagen is turned on first, followed by the aggrecan and link protein genes, while
the matrilin-1 gene is activated only later (2,7). The martilin-1 gene can be considered as a

marker gene for the late proliferative stage (stage Ib) of chondrocyte differentiation.

RESULTS AND DISCUSSION

To identify, which control regions might be involved in the regulation of cartilage-
specific gene expression, we performed an functional mapping of the first intron. An
overlapping deletion series of the first intron was created and its effect on the minimal
promoter was monitored in transient expression studies (Fig. 2) One of the deletion constructs
showed high CAT activity compared to the other members of the series. The enhancer of the
matrilin-1 gene shows similarities both location and tissue specificity to the enhancer of the
type II collagen gene (67). While the minimal promoter showed a promiscuous activity in all
cell lines tested, the newly mapped enhancer conferred tissue specific expression at all stages
of chondrogenesis (Tab.1).

Recent studies identified Sox9 as a master transcription factor, which, in cooperation
with L-Sox5 and Sox6, is responsible for the formation of the chondrocyte lineage and for the
activation of a set of cartilage-specific genes, such as Col2al, Col9a2, Collla2 and Agc (23,
25,72,73). However, it still remained an open question, what kind of molecular mechanisms
underlie the sequential activation of the cartilage protein genes. To investigate, whether other
factors or control mechanisms might be involved in the regulation of cartilage-specific gene
expression, we characterized an intronic cis element of the chicken matrilin-1 gene enhancer,
and the transcription factors bound to it. The partnership of Sox proteins with particular
factors has several characteristics, and some of those can be recognized in case of the IE1

element. One of these features is the juxtaposition of the recognition sites. Putative Sox-
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binding sites are located at both borders and in the spacer of the NF-I recognition sequence
(Fig. 5). Neither the NF-I, nor the Sox sites match completely to the consensus, still even IE1
was capable of efficient binding of both factors. The NF-I motif TGGCNsTCCA differs from
the consensus TTGGCNsGCCAA (34) in three nucleotides. Mutational analysis indicated that
the spacer motif (IE1m2) and 3° Sox sites (compare IE1m3 and IEIm4) participated in the
formation of Sox9 complexes (Fig. 8). Binding of the two factors to their adjacent sites,
however, led to a stable ternary complex formation, which was disrupted by mutation in either
the NF-I or the Sox9-binding sites. Using in vivo footprinting, we have analyzed protein-DNA
interactions at the intronic enhancer region in CEC and CEF (Fig. 16 ). In vivo footprinting
studies with dimethyl-sulfate (DMS) revealed some protected regions. We detected strong
protection in the IE1 element. These in vivo data verified our previous in vifro findings
concerned to the intronic enhancer region.

Data presented here are congruent with the hypothesis that Sox9 is a key regulator of
cartilage-specific genes. In addition to this, however, our results also emphasize that the
chondrogenic master transcription factor performs this function in a direct cooperative
interaction with a partner factor. In fact, pairing Sox9 off with NF-I is so important in the
transcriptional control of the matrilin-1 gene that a single point mutation in the NF-I site
dramatically reduced the protein binding to the element (Figs. 10) and the transactivation in
transient transfections not only by NF-I, but also by SOX9 (Fig. 12). Here we provide the first
evidence for cooperative binding of heterologous transcription factors Sox9 and NF-I to
juxtaposed sites of this control element, leading to high level of enhancement in COS-7 cells.
Pull-down (Fig. 13) and co-immunoprecipitation (Fig. 14) experiments revealed a direct
interaction between the two transcription factors in the expressing cell types, but not in non-
expressing cells. In addition to its cooperation with L-Sox5 and Sox 6 in the regulation of the
Col2al (16), Sox9 has also been reported partnering with SF1 in the transcriptional control of
the AMH gene (42). Therefore, it is plausible to assume that it may cooperate with other
partners too, resulting in differences in the selective activation of cartilage protein genes.
Thus, the SOX-partner cooperation model (34) may explain the sequential activation of
cartilage-specific genes. Interaction of SOX9 with cis elements of the Collla2 (73) and the
cartilage-derived retinoic acid-sensitive protein (74) gene expressed in chondocytes and
certain cancers has been demonstrated in in vitro DNA-protein interaction studies (25).
However, it awaits further studies to identify the respective cooperating partners.

It is not known, which NF-I isoforms are capable of partnering with Sox9. Four

NF-I genes are known, which produce several isoforms as a result of alternative splicing (47).
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In the cotransfection experiments, we used NF-I, which is synthesized from the homologue of
the chicken NFI-C1 gene. As Sox9 is expressed by chondrocytes and chondroprogenitor cells
as well, it is possible that the expression of the respective NF-I isoform leads to activation of
the matrilin-1 gene during chondrogenesis. Although it requires further studies to determine
the expression pattern of the various NF-I genes during skeletal development, the almost
complete absence of NF-I proteins in HDM cells at day 0 (Fig. 9, lanes 8-10 and Fig. 15,
lanes 5-7) is congruent with this hypothesis. Further, characteristic changes were observed in
the mobilities of the nucleoprotein complexes, when nuclear extracts prepared from HDM
cultures at consecutive days were used (data not shown). The nuclear proteins extracted from
HDM cultures at day 4 still gave rise to ternary complexes of mobilities markedly different
from those extracted from CEC cultures (compare lanes 11-13 to lanes 1-4 in Fig. 9). It is also
possible that various NF-I family members compete for the NF-I site in the enhancer of the
matrilin-1 gene. As NF-I proteins have been demonstrated to bind to the silencer of this gene
(17), this further emphasizes the importance of NF-I family members in the regulation of
matrilin-1 gene expression.

AT-AC introns exist in a variety of organisms ranging from plants to Drosophila, and
vertebrates. The chicken matrilin-1 gene was the first reported example of introns bordered
with AT-AC dinucleotides (15). AT-AC introns are spliced out from pre-mRNA by a rare
U12-type spliceosome. The efficacy of the removal of AT-AC introns in vivo splicing studies
is far below of that the GT-AG ones. One explanation for this phenomenon is that the process
of intron removal is a possible post-transcriptional regulation point. Therefor, we developed a
new approach to determine the splicing efficiency of the rare intron of the matrilin-1gene in
vivo using transient expression assays (Fig. 17). For this purpose, we created an eukaryotic
minigene, which contains the bacterial chloramphenicol acetyl-transferase (CAT) gene as a
reporter gene. The AT-AC intron was inserted into the coding region of the CAT reporter
gene in a way that we could get measurable CAT activity in cell lysates only, if the intron was
excised precisely from the reporter gene. The order of the GT-AG and AT-AC introns in the
model construct resembles to that of the endogenous matrilin-1 gene. The other possible
answer to the above-mentioned phenomenon is that the constructs tested in in vitro assays do
not contain all the elements that are necessary for the efficient splicing. We also tested this
hypothesis in our in vivo CAT assay system. When a specific intronic region was removed,
we mapped via deletion analysis of the AT-AC intron splicing enhancer. In the absence of this
intronic region, we could detect significantly lower splicing activity (Fig. 19). Protein factors

responsible for binding to cis elements in this region are under investigation.
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Regulation of both transcription and RNA splicing requires enhancer elements, this is,
cis-acting sequences that promote the activities of linked promoters or splice sites,
respectively. Both type of enhancer associate with regulatory proteins to form
multicomponent enhancer complexes that recruit the necessary enzymatic machinery to
promoter or splice site recognition sequences. Specific activator proteins recognize
transcription enhancers, whereas members of serine-arginine-rich (SR) proteins bind most
splicing enhancers. Both transcription and splicing activator proteins have in common a
modular organization, with separable nucleic acid binding domains and regions required for
specific interactions. Although the detailed mechanisms of enhancer function are not
understood for either transcription or splicing, some common features of the two process have
been identified. In both cases, cooperative binding of regulatory proteins to enhancers leads to
the formation of highly stable complexes that recruit the basic components of the transcription

or splicing apparatus to nearby recognition elements.

SUMMARY

We identified a chondrocyte-specific enhancer of the chicken matrilin-1 gene. In in
vitro and in vivo footprint analysis, we localized several protected regions in the enhancer
fragment. We provide evidence using competitive EMSA, super shift assays that both NF-I
and Sox9 is involved in the binding to this element. We provide the first evidence for
cooperative binding of heterologous transcription factors Sox9 and NF-I to juxtaposed sites of
this control element, leading to high level of enhancement in COS-7 cells. Pull-down and co-
immunoprecipitation experiments revealed a direct interaction between the two transcription
factors in the expressing cell types, but not in non-expressing cells.

We developed a new eukaryotic minigene system to identify cis RNA motifs are
involved in regulation of the U12 dependent splicing process. Using this in vivo approach, we
identified an intronic splicing enhancer that confers high splicing efficiency for AT-AC
splicing machinery.

In this dissertation, we provide data concerned to localization and composition of the
transcriptional and splicing enhancers of chicken matrilin-1 gene. To get a deeper insight into
the biological role of enhancers in the tissue- and developmental stage specific gene
regulation, we plan to continue and extend our research on the structure, function of these cis

and trans-acting elements.
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1. abra: A porc matrix jellegzetes makromolekulai és a sejt-matrix kapcsolatok.

II: II. tipusu kollagén, IX: IX. tipusu kollagén, PG: aggrecan, H: hialuronsav, PG-S1:
bigliikdn, PG-S2: decorin, LP: kapcsolofehérje, CMP: porc matrix fehérje, FM:
fibromodulin, HR: hialuronsav receptor, A: anchorin, 36 kDa: 36 kDa fehérje, 58 kDa: 58

kDa fehérie. MF: mikrofilamentum. V: vinculin. T: talin. aA: a-aktinin.
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2. abra: A csirke matrilin-1 gén els6 intronjanak funkcionalis térképezése.

A: Az egyes delécios konstrukciok altal lefedett introni szakaszok.

B: A deléciods sorozat tagjainak tranziens expresszioban detektalt aktivitasa, CEC és HDM kulturaban.

C: A matrilin-1 gén minimal promoterét hordozo6 alapkonstrukcié sematikus képe, amibe a sorozat egyes elemeit
¢pitettiik. A nyil az illesztés helyét mutatja.
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Sejtkultarak Relativ CAT aktivitas
N(-15) N(-15)-Ecmp
CEC 292%+/-29 | 142.3% +/- 5.3
HDM 36.7% +/- 3.2 119.8 +-7,7
CEF 24.2% +/- 3.4 35.4% +/- 5.7
CEM 31.5% +/-4.5 23.5% +/- 5.7
HelLa 16.6% +/- 6.8 28.1% +/-6.9

1.tablazat: A matrilin-1 minimal promotert és enhancert tartalmazo riporter gén
konstrukciok miikodése kiilonboz6 sejttipusokban.

A relativ CAT aktivitasokat a pSV2CAT kontroll plazmid esetén mért konverzids értékek
alapjan szdmoltuk. N(-15): minimdal promoter, N(-15)+Ecyp : matrilin-1 enhancer, CEC:
chicken embryonic chondrocyte, HDM: high density mesenchyme, CEF: chicken enbyonic
fibroblast, CEM: chicken embrionic myoblast.
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3. abra: ,,Multiple Band Shift” kisérlet a DNS-fehérje kolcsonhatasban leginkabb érdekelt introni
enhancer szakasz in vitro azonositasara.

A teljes introni enhancer régiot hordoz6 plazmidkonstrukcidé Hinf I-gyel torténd hasitdsa utan kapott
fragmentum populéaciot radioaktivan jeloltiik, majd emelkedd mennyiségi CEC sejtmagi kivonattal
inkubaltuk. A kialakulé nukleoprotein komplexeket nativ gélen valasztottuk el. Az abra bal oldaldn a a
fragmentumok méreteit jeloltiik.



IE1 1 IE1 1

F [CEFHAf] F AG F [RCSHAf] F

— +860

WA

R

T

MRS LD WS

IE1
IE2

IR e T e

R e R

OOV

T R
dEmn
AN

erers

kapcsolodo fehérjék kimutatasara.

A Kkisérletben heparin-agarose oszlopon részlegesen tisztitott CEF és RCS sejtmagi kivonatok
frakcioit hasznaltuk (2-4. és 8-10. sav). 10x-es (3. €s 9. sav) és 100x-os (4. és 10. sav) molaris
feleslegben ds IE1 hideg kompetitort adtunk a reakciokhoz. Fehérje frakcio nélkiili kontroll:
1,5,7 és 11. sav. AG: Maxam-Gilbert szekvenciazd létra. Az abra két oldalan téglalapok
mutatjak a DNase I[-védett szakaszok elhelyezkedését. A jobb oldalon a TATA motivumtol
szamitott tavolsaeot ieloltiik.
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5. abra: A csirke matrilin-1 gén fontosabb transzkripcios szabalyozé régioi.
A rovid “IE1” és hosszii “LIE1” introni enhancer elem nukleotid szekvenciaja. A nyilak

putativ Sox-tipust transzkripcids faktorok kotdhelyeit jelzik, mig a megvastagitott
szekvencia részletek a putativ NF-I kotohelyeket mutatjak.
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6. abra: Az IE1 elemhez kotodé transzkripcidos faktorok azonositasara kompeticioss EMSA

kisérlettel.
A végjelolt oligonukleotidokat CEF és RCS sejtmagi kivonattal inkubaltuk, majd hideg dupla szalu

komnetitorokat adtunk emelkedd molaris felesleeben a reakcidokhoz.
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7. abra: Az IE1 elemhez kotodo traszKkripcios faktorok azonositasa kompeticios EMSA kisérlettel.

A végjelolt oligonukleotidokat RCS sejtmagi kivonattal és in vitro szintetizalt SOX9 transzkripcids
faktorral inkubaltuk, majd hideg, dupla szalu kompetitorokat adtunk 100-, 500- és 2500-szeres molaris
feleslegben az abra tetején jelzett reakcidokhoz. Végiil SOX9 specifikus ellenanyagot adtunk a jelzett
reakcidhoz.

A B

——— kompetitor  ——;

o (9] =t
C e Eﬂ Eﬂ Uz 25 IEl 5' -TCAATTCTGGCTTCATTCCACTTTG- 3'
Z N0 —
.. '..'.. IEIml 5' -TCAATTCTaGCTTCATTCCACTTTG- 3'

. ' i
g '. " ' <8  IEIm2 5' -TCAATTCTGGCTGCGTTCCACTTTG- 3'
a £
b ' ' ' 2 IEIm3 5' -TagATTCTGGCTGCGTTCCgagTTG- 3
@ >
3 TEImd 5' -TagATTCTGGCTGCGTTCCGCTCTG- 3

123 45678 910111213

8. abra: Az NF-I és SOX9 faktorok IE1 elemhez kotédésének bizonyitasa kompeticios EMSA
kisérlettel.

A: A végjelolt oligonukleotidokat CEC sejtmagi kivonattal inkubaltuk, majd hideg, dupla szalu mutans
kompetitorokat adtunk 10- és 100-szoros molaris feleslegben a reakciokhoz. B: A mutéans oligonukleotidok
nukleotid szekvencidja. Csak a felsé szalat mutatjuk, kisbetiivel szedve a mutans nukleotidokat. A nyilak a
Sox9 kotéhelyeit, a vastagon szedett szekvencia részletek az NF-I felismerd motivumokat jelzik.
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9. abra: Az IE1 elemhez kotodé traszkripcios faktorok azonositasa “supershift” kisérletekkel.

A végjelolt oligonukleotidokat CEC, CEF, HDMO és HDM4 kultarakbol tisztitott sejtmagi kivonattal,
valamint SOX9 és NF-I specifikus ellenanyagokkal inkubaltuk. Az ellenanyagok SOXO9, illetve NF-I
specifikus kotddése folytan elmozdult komplexeket az abra jobb oldalan jeloltiik.
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10. abra: Az NF-I és Sox9 faktorok introni LIE1 elemhez kotodésének bizonyitasa.

A: A végjelolt LIET és LIEm1 (NF-I kotéhelyben mutans) oligonukleotidokat CEC sejtmagi kivonattal
inkubaltuk, majd hideg, dupla szali kompetitorokat adtunk 100-szoros molaris feleslegben a
reakcidokhoz. B: Az NF-I és Sox9 faktorok kotddésének bizonyitasa “supershift” kisérlettel. A jelzett
mintakhoz preimmun szérumot, SOX9 és NF-I specifikus ellenanyagokkat adtunk. Az abra két oldalan
jeloltiik az ellenanyagok specifikus kdtodése kovetkeztében elmozdult komplexeket.
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11. abra: Tisztitott GST-SOX9 és GST-NF-I fauziosfehérjék in vitro kotodésénak vizsgalata EMSA
kisérlettel.

Baktériumokkal termeltetett és affinitas tisztitott fehérjéket haszndltunk a kotési reakcidkban, a
transzkripcids faktorokra specifikus ellenanyagokkal megerdsitettiik a fehérjék introni enhancerhez valé
kotodését.
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12. abra: A Sox9 és NF-I faktorok kooperativ miikodésének vizsgalata tranziens expresszios
kisérletben.

COS-7 sejteket 100 ng NF-I-et és 500 ng SOX9-et expresszald plazmidokkal transzfektaltuk, a teszt
plazmidokbol (TB35 és TO50) 1-1 ug-ot juttattunk a sejtekbe. Alul mutatjuk be a riporter konstrukciokat,
amelyek 4 példanyban hordozzdk az introni 102 bp-os enhancert. A TO50-ben az NF-I hely van
elmutaltatva. A relativ CAT aktivitasokat teszt plazmid alap aktivitdsdhoz viszonyitottuk.
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13. abra: A SOXO9 és NF-I faktorok in vitro kolcsonhatasanak vizsgalata.
A GST pull-down kisérletben a SOX9-et *°S jelolt formaban adtuk, mig az NF-I-et GST-vel
fuzionaltatott formaban volt. (Részletes magyarazat a szovegben.)
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14. abra: A Sox9-cel kolcsonhaté NF-I izoformak elé6fordulasa kiilonb6z6 sejttipusokban.

A: Az immunprecipitacios kisérletben a SOX9-et *°S-jelslt formaban adtuk a kiilsnbdz eredetii
sejtmagi kivonatokhoz, majd NF-I specifikus ellenanyaggal tavolitottuk el a kdlcsonhatd
izoformakat. B: Kiilonb6z6 kort HDM kultarakbol szarmazé magi fehérjekivonatok tesztelése C:

3Sjelolt L-Sox5 és Sox6 adasaval vizsgaltuk az NF-I és Sox9 faktorok koélcsonhatisanak
specifikussagat.
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15. abra: Kiilonb6zo eredetii sejtekben és a chondrogenesis eltéré fazisait reprezentalé HDM
kulturakban valtozik az IE1 elemen kialakulo nukleoprotein komplexek dsszetétele.

A végjelolt oligonukleotidokat sejtmagi kivonatokkal inkubaltuk. Hideg, dupla szalu transzkripcios
faktor-specifikus kompetitorokat 100-szoros moldris feleslegben adtunk a reakcidkhoz.
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16. abra: In vivo footprint kisérlet CEC és CEF sejtekben az introni enhancer régio vizsgalatara.
CEC és CEF kultarakat DMS ¢és UV kezelésnek tettiink ki, majd dsszehasonlitottuk a tisztitott genomi
DNS védettségét az in vivo nem kezelt DNS mintdkbol szarmazd mintazattal. (Részletes magyarazat a
szOvegben.)
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17. abra: Az eukaryota minigént tartalmazo riporter konstrukcio elkészitésének vazlata.
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18. abra: Az eukaryota AT-AC minigént hordozo
modellek tranziens expresszioban torténé vizsgalata.
pCAT3ctrl: nem manipulalt eredeti riporter plazmid
pATACrev: az AT-AC intront forditott orintécidban
hordoz6 minigén

pATACnorm: az AT-AC intront eredeti orintécidban
hordoz6 minigén

COS-7 sejteket transzfektaltunk a jelzett konstrukciokkal,
maid 48 6ra milva mértitk a CAT aktivitast.

|
|

pCAT3ctrl {
pATACrev

pATAChorm

Human matrilin-1:
GGAAACAUAUCCUUCCCAGAGGGGCUGGGGLUGGGGAGGGGCGECcAGGCcAGUGUU
GGGGGAGGCGGGGGC

Egér matrilin-1:
GGAAGCAUAUCCUUUCUCAGGCUGUGGAGGGCAGGAGUGGGGAGGACUGGAGGAG
UACAGGGGGCCAGGAUGCGGGGGUCAUCCCACAGAGAGGUCUGGCUUUAGGUGUUG
CCUAAAGCUUGGGGCAGCCUCCUCCUGCUAAGGCCUGGAU

Csirke matrilin-1:
CAGAAAUAUCCUUUGGAAGCUCUUUGUUCAGCACCCAGUUGAGCUGGGUUGGGCUU

UCUGGAGGGAUCACCUGAGAAAGUCUAUCCAUGGGGAAAACAGGCAGGUUAGAUUA
ACCOTICCCCAAGTTTICCCAAACTIAGATIGGTITICCCTTTICTIGA ATIGTIGTIC

19. abra: Matrilin-1 gének AT-AC intronjainak 5’ szakasza.

A megvastagitott fekete szinli szekvencia részletek az 5° exoni szekvencidkat jelolik. A kékre
szinezett szakaszok a konszenzus AT-AC splice donor helyeket mutatjak, mig a piros szekvencia
részletek a konzervalddott cisz motivumokat jelolik.

20. abra: Az eukaryota delécios minigének — - -
miikodésének vizsgalata tranziens expresszios -
kisérletben

pCAT3ctrl: nem manipulalt, eredeti riporter

plazmid

pATACnorm: az AT-AC intront eredeti : dboda &
orintécidban hordoz6 minigén.

pATACdel: az AT-AC intron delécios valtozata.

|

COS-7 sejteket transzfektaltunk a jelzett
konstrukciokkal, majd 48 6ra mulva mértiik a CAT

aktivitact

PCAT3ctrl
PATAChomMm
PATACdel



