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BEVEZETES

A gerincesek csontvazanak nagy része az embriondlis korban egy atmeneti porcos
vazon keresztul fejlédik, ez az un. chondrogén csontosodasi utvonal (1). Az endochondralis
csontfejlédés Utjara |épett mesenchymalis sejtek porcsejtekké torténé differencialédasa
tobblépcsds, minden részletében szigortan szabalyozott folyamat. A mesenchymalis eredeti
sejtek kondezalddnak és chondroblastokka differencialodnak. A kialakuld porcsejtek korai (1a) és
késéi proliferativ (1b) stadiumokon keresztiil jutnak el a hipertréf allapotba (Il. stadium), amikor
egy részuk apoptotikusan elhal, mig a tébbi hipertréf sejt osteoblast-szeri sejtekké (lIl. stadium)
differencialoédik. A chondrogenezis soran a kulénb6z8 porcspecifikus gének bekapcsolasa nem
egyszerre megy végbe, hanem ol definialt, egymas kovetd sorrendben térténik meg (1,2). A
porcspecifikus gének szekvencialis aktivalédasa tobb szinten szabalyozédik. A szbvet- és
fejlédésiallapot specifikus aktivalédas mogott allé transzkripcids szabalyozasban érdekelt cisz
DNS elemekrél és transzkripcios faktorokrol viszonylag keveset tudunk. Eddig csupan két transz-
aktivald faktornak (Sox9, Cbfa1) bizonyitottak a porc differencialédasban betdltott szerepét (3). A
matrilin-1 gén a szovet- és fejléddésiallapot specifikus kutatasok szempontjabdl idealis teszt
objektum, mivel csupan porcsejtekben expresszalddik, és csak a szoveti differencialodas jol
definialt stadiumaban (Ib) kapcsol be. A megfelel6 helyen és idében torténd aktivalédasa tébb
szinten szabalyozddik. A disszertaciomban olyan - a transzkripciés és poszt-transzkripcios
(splicing) szabalyozas szintjén fontos - cisz DNS és RNS motivumoknak és a hozzajuk koét6dé
fehérje faktoroknak a jellemzését kivdnom ismertetni, amik kulcsszerepet jatszanak a csirke

matrilin-1 gén megnyilvanulaséban.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Az altalanosan ismert és elfogadott rekombinans DNS technikakat alkalmaztuk az egyes
plazmidkonstrukciok elkészitésénél (4). A primer szdvetkulturakat (CEC, CEF, HDM) csirke
embriokbol készitettik (5). A DNS-ek sejtekbe juttatasat kalcium-foszfat koprecipitacids
modszerrel végeztik (5). Az in vitro DNS-fehérje kolcsénhatasok vizsgalatara hasznalt sejtmagi
kivonatok tisztitasat és az alkalmazott egyes technikakat (EMSA, in vitro DNase | footprinting) az
el6z6leg mar kdzolt mdédon végeztiuk (5). A GST fuziés fehérjék bakterialis termeltetését és
tisztitasat a Pharmacia cég altal javasolt modszer alapjan végeztik. Az in vitro szintetizalt 3°S-
jelolt fehérjéket a Promega cég Utmutatasat kdvetve allitottuk eld. A fehérje-fehérje kdlcsonhatas
vizsgélatat (GST pull-down, immunprecipitacid) az irodalomban kdzdlt médon végeztik (6). Az in

vivo DMS és UV footprinting kisérletek kivitelezésénél Gerd Pfeiffer médszerét kdvettik (7).



EREDMENYEK ES AZOK MEGVITATASA

TRANSZKRIPCIOS SZABALYOZAS:

Azzal a céllal, hogy azonositsunk a porcspecifikus gén megnyilvanulasban fontos
régiokat, funkcionalis térképezésnek vetettik ala a gén elsé intronjat. Olyan egymassal részben
atfedd deléciés sorozatot hoztunk létre, amely alkalmas volt arra, hogy tranziens expresszios
kisérletekben teszteljik a sorozat egyes tagjainak egydttmikddését a sajat minimal
promoterével. A delécids szarmazékok kozil egy kiugréan magas aktivitas értékeket mutatott a
toébbi konstrukciéhoz viszonyitva. A delécids térképezéssel azonositott Uj matrilin-1 enhancer,
lokalizaciojaban (introni) és porcszovet specifikus mikddéséban a Il. kollagén gén enhancerével

mutat rokonsagot (8).

Nemrégiben a Sox9-et azonositottdak, mint a chondrogenezis egyik
esszencialis transzkripcios faktorat (,master factor”), aminek hianyaban mar a
chondrogén vazfejlédés elsé 6 |épése — a mesenchimalis sejtek kondenzacidja —
sem torténik meg (9). A Sox9 kooperacioban az L-Sox5 és Sox6 faktorokkal
részt vesz tobb kollagén (Col2a1, Col9a2, Col11a2) és az aggrecan gén
aktivalasaban (10,11,12). Azonban az tovabbra is nyitott kérdés, hogy a tobbi
porcspecifikus fehérje gén, korrekt, egymast kovetd expressziojat milyen
molekularis mechanizmusok inditjidk be. Ennek a kérdésnek a részletes
megvizsgalasat hataroztuk el, amikor csirke matrilin-1 gén porcszdvetspecifikus
introni enhancerének jellemzésébe kezdtlink. A kisérleteinkben az enhancer egy
olyan cisz elemére (IE1) koncentraltunk, amely el6zetes kotési tesztekben
szovetspecifikus kiulonbségeket mutatott az expresszalé és nem-expresszald
sejtekbél szarmazd sejtmagi kivonatokkal. A Sox fehérjék mas transz-aktivalo
faktorokkal kapcsolatos kolcsdnhatasanak jellegzetességei tetten érhetbek voltak
az IE1 elemmel kapcsolatos EMSA kisérleteinkben is. Pontosabban, az IE1
elemen tobb putativ Sox-kétéhely veszi korll az NF-I felismer6 motivumot.
Annak ellenére, hogy sem az NF-l, sem a Sox kot6helyek nem feleltek meg
tOkéletesen az egyes konszenzus felismeré motivumoknak, mindkett6 faktor igen

jol kotédott az IE1-es elemhez. Az elmutaltatott oligonukleotidokkal végzett



kompeticiés analizis ramutatott arra is, hogy az NF-I mellett a Sox faktorok
szintén esszencialis komponensei a formalédé nukleoprotein komplexumnak. In
vivo footprint adataink megerésitik azokat az in vitro eredményeinket, amelyek az
IE1 elem fontossagat hangsulyoztak. 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 régié még Osszetettebb mikodésére utal. A Sox9 kolcsOnhatasa az
NF-1 faktorral olyan fontosnak bizonyult a matrilin-1 gén transzkripciés
szabalyozasaban, hogy az NF-lI koétbhelyet érintd egyetlen pontmutacio is
dramatikusan csokkentette a fehérje koétédését az introni elemhez, tovabba a
tranziens expresszios kisérletekben mindketté faktor transzaktivacios
képességét a minimalisra csdkkentette. Az IE1 elemen a szomszédos cisz
motivumokhoz toérténé koétédésen tul, a Sox9 és NF-I faktorok kdzott direkt
fehérje-fehérje kolcsdnhatas is kialakul. Az ilyen tipusu, faktorok kozotti
interakciét a GST pull-down kisérleteink bizonyitottak.

Az NF-I| fehérjéket a gerincesekben négy gén kodolja, valamennyi génre
jellemzé, hogy igen erds alternativ splicing tevékenység jellemzi. Tehat, ennek
megfeleléen igen sok NF-| valtozat létezik egy adott sejttipusban, ami pedig
jelentésen megneheziti a Sox9-cel kompatibilis valtozat azonositasat.
Immunprecipitacios adataink azt mutatjak, hogy a Sox9 faktorral kdlcsonhatas
szempontjabol kompatibilis NF-I valtozat csak a chondrogen eredetl sejtekben
talalhaté. A matrilin-1-et nem expresszald sejtekbdl szarmazd sejtmagi
extraktumban nem tudtuk kimutatni ilyen jellegd NF-I izoformat. Tranziens
expresszios/kotranszfekcids kisérleteinkben a csirke NFI-C1 génnek megfeleld
izoformat hasznaltuk. Kuilénb6zé koru HDM kultirabdl szarmazé sejtmagi
kivonatokkal végzett EMSA kisérleteink bizonyos tampontot adnak arra
vonatkozoan, hogy milyen az NF-1 fehérjék reprezentaciéja a porcosodas
kildnb6z6 fazisaiban. A 0 napos HDM kulturabdl (elkotelezett mesenchyma
sejtek) nyert sejtmagi extraktumban szinte teljesen hianyzik az NF-I faktor. A
chondrogenezis elére haladtaval, a négy napos HDM kulturabdl szarmazé

extraktummal teljesen mas, sokkal 6sszetettebb kotési mintazatot kapunk. Ebben



a stadiumban mar Sox9 és NF-| specifikus komplexek formaldédnak, de ezek
mobilitdsukban eltéréek a chondrocytakban (CEC) detektalhatoktél. A tisztan
latas érdekében, a jovoben fontos feladat lesz az NF-I valtozatok expresszios
mintazatanak pontos felderitéese a vazfejlédés soran, illetve a Sox9-cel
kompatibilis izoforma azonositasa.

Jelen adataink birtokdaban nem zarhaté ki annak a lehet6sége, hogy
kilonb6z6 NF-I csaladhoz tartozo, eltérd splicing varians eredeti fehérjék kozott

kompeticio van a matrilin-1 enhanceren fellelheté NF-1 kotohelyért.

POSZT-TRANSZKRIPCIOS SZABALYOZAS:

Az AT-AC intronokat szinte mar minden élélényben azonositottak a névényektdl kezdve,
a Drosophilan keresztil egészen a gerincesekig. Az elsé publikalt példajat ezeknek az
intronoknak a csirke matrilin-1 gén szolgaltatta (13). 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 eltavolitasat a pre-mRNS-bél az un. U12-tipusu spliceosoma
végzi, amely komponenseiben ugyan eltéré, de mikddésében azonos elveket kdvet az U2-tipusu
spliceosomaval. Az AT-AC intronok pre-mRNS-bél torténé eltavolitasanak hatasfoka messze
elmarad attél a szinttél, amit a hagyomanyos (GT-AG) intronoknal el lehet érni. Egyféle
magyarazat lehet erre a jelenségre, ha azt feltételezziik, hogy az adott intron kivagasa egy
lehetséges szabalyozasi pontja a poszt-tanszkripcids szabalyozasnak. Ezért olyan rendszer
fejlesztésébe kezdtink, amely alkalmas in vivo kdrilmények kdzott vizsgalni a matrilin-1 gén AT-
AC intronjanak kivagodasat. Ebbdl a célbdl olyan eukaryota minigént hoztunk létre, amely a
bakterialis kloramfenikol acetiltranszferaz (CAT) gént hordozta. Az AT-AC intront ugy épitettik a
lizatumaban, amennyiben az intron kivagédas abszolut pontossaggal megtortént. A GT-AG és
AT-AC intronok sorrendje, topoldgiaja kdvette az eredeti matrilin-1 génben fellelhetd
elrendezddést. Egy masik lehetséges magyarazat a fent emlitett problémara az, hogy in vitro
kisérletekben a hatékony intron eltavolitdsnak nem minden lényeges eleme van jelen. Amikor
delécios analizisnek vetettiik ala az intront, egy olyan szakaszt sikertilt térképezniink, amelynek
hianyaban jelentésen alacsonyabb CAT aktivitasokat tudtunk detektalni a tranziens expresszids
kisérletekben. A kérdéses introni szakasz tehat pozitiv hatassal volt az AT-AC intron
eltavolitasara (splicing enhancer), és a filogenezis soran elemeiben konzervalédott a matrilin-1
gének 5’ splicing helyének kdzelében. Az introni splicing enhancerhez két6dd fehérje faktorok

azonositasa a j6v6 feladatainak egyike lesz.



KONKLUZIOK:

A csirke matrilin-1 gén elsé intronjdban egy porcspecifikus mikodést
mutaté enhancert azonositottuk. In vivo és in vitro footprint technika
felhasznalasaval tobb védett régiot detektaltunk az enhancer régidban.
Kompeticios EMSA és “super shift” adatok bizonyitjak, hogy az NF-1 és Sox9
transzkripciés faktorok koétédnek ehhez az enhancer elemhez. COS-7 sejtekben
végzett kotranszfekcidos kisérletek szerint a két faktor kooperativan
egyuttmikodik és kozosen tobb szazszorosra képesek emelni a riporter
génaktivitasat. A Sox9 és NF-I faktorok nem csupan egymas szomszédsagaban
kétédnek az enhancer motivumhoz, hanem a GST pull-down adatok bizonysaga
szerint, direkt fehérje-fehérje kdlcsOnhatast is kialakitanak egymassal. A
gerincesekben az NF-I transzkripciés faktornak tobb izoformaja Iétezik
egyszerre, ezért a Sox9-cel kdlcsbnhatd valtozat azonositasa fontos eleme lesz
az enhancer hatas pontos megértésének. Annyit tudunk az immunprecipitacios
kisérleteinkbdl, hogy a matrilin-1-et nem expresszaldé sejtekben a Sox9-cel
kompatibilis izoforma hianyzik. Az adott valtozat azonositasa a jové fontos
feladatinak egyike.

A matrilin-1 gén korrekt megnyilvanulasaban fontos az RNS splicing
szintjén torténd regulacio is. Az altalunk fejlesztett eukaryota minigénnel olyan
introni splicing enhancert azonositottunk, ami az AT-AC intron eltavolitasanak
hatékonysagat jelentésen megemeli. Ez a splicing enhancer a kulonb6zé
matrilin-1 gének AT-AC intronjaiban konzervalédott.

Disszertaciomban olyan adatokat mutattunk be, amelyek a csirke matrilin-
1 gén transzkripciés és poszt-transzkripcids enhancerének azonositasarol,
mikodésérdl és felépitéseérdl szolgalnak informacidval. A bemutatott enhancerek,
szovet- és fejlédésiallapot- specifikus génszabalyozasban betoltott szerepét
tovabb kivanjuk vizsgalni, az azonositott cisz-és transz-hatasu elemek

szerkezetének és funkciojuknak vizsgalataval.
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