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1. BEVEZETES A CHONDROGENEZISROL

A porcszovetnek tobbféle létfontossdgu szerepe van a fejlédés folyamdn.
Embriondlis korban a csontszovet eldfutdra, késébb a vdzrészek és iziiletek alkotdjaként
a test alakjanak meghatdrozdsiban és a helyvdltoztatisban lat el nélkiilozhetetlen
feladatokat. Kialakuldsa szdmos faktor kozremiikodését igényli a chondrogenesis
kezdetétSl egészen a porc differencidlodds befejezéséig. A porcszovet valtozékonysiga
a sejten kiviili 4dllomény kiilonleges tulajdonsdgaibdl ered, valamint a szabdlyozo
rendszerek sokféleségébdl, ami hatdst gyakorol a génexpresszidés mintdzatra. A sejten
kiviili dllomdny f& alkot6i a proteogliikdnok és az 4dllomdny egyharmaddt kitev$
kollagének, amelyek biztositjdk a szovet integritdsit és funkciéjat. A nem-kollagén
természetd matrix fehérjék viszonylag kisebb mennyiségben vannak jelen, de fontos
szerepet jatszanak a porc-differencidl6dés kiilonbozd szakaszaiban a sejtkozotti dllomény
szervez0désében, a f6 komponensek kozotti kapesolat 1étrehozdsdban.

Csoportunk a porcszovet sejtkozotti dllomdnydt alkoté fehérjék génjeinek
szerkezetét €s funkcidjat tanulmanyozza, valamint a miikodésiiket szabdlyozé moleku-
laris mechanizmusokat. Kiemelve tanulminyozzuk a szovet- és fejlédési dllapot-
specifikus fehérje gének expresszidjat és reguldciéjat csirke porcszovetben, kiilonds
tekintettel a porc métrix fehérje (CMP) és a kapcsol6 fehérje (LP) génekre. Porcfehérje
gének kifejezddésének reguldcigjat vizsgdlva Dr. Kiss Ibolya vezetésével a csoport
munkatdrsai mar kordbban feltérképezték két porcspecifikus gén, a CMP [1] és az LP
[2, 3, 4] gén szerkezetét és vizsgiltik ezek génexpressziés mintdzatdnak vdltozdsdt a
porcfejlddés sordn. Primer sejttenyészetekben bemutattdk a porcfejlédésben egymdst
kovetd dllapotokat mint egy konszekutiv folyamatot [5]. A CMP gén szdmos pozitiv és
negativ reguldld elemét meghatiroztk [5, 6, 7, 8]. Jelenleg a kapcsol6 fehérje génjének
reguldcids mechanizmusét tanulményozzuk.

A chondrogenesis komplex differencidcios kaszkad folyamata a mesenchymalis
eredetli sejtek kondenzicidjaval és a porcra jellemz6 makromolekuldkat termeld
chondroblastokkd alakuldsdval kezd6dik. Ezt kdveti a chondroblastok érése proliferdl6dé
chondrocytdkkd (I. stddium). Nagymérvii morfoldgiai és génexpresszis vdltozdsok

eredményeként a porcszovet sejtkozotti dllomdnya Osszetételében dtalakul és felddsul.
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A mitrix dllomédnyban kialakul a kollagének (II., IX., XI. tipusok) fibrilldris hdlézata,
megnd az aggrecan-hialuronsav komplex mennyisége, és megjelennek a nem-kollagén
tipusd mdtrix proteinek mint pl. a CMP és az aggrecan-hialuronsav komplexet stabilizdlé
LP [9, 10] . A chondrogenesis korai szakaszdban (Ia fdzis) a chondrocytdk dtmenetileg
nagy mennyiségii VL. tipusd kollagént is termelnek [11], és a porcspecifikus mRNS-ek
szintje viszonylag alacsony. A kései szakaszban a VI. kollagén gén transzkripcidja
lecseng (Ib fazis), az LP és a CMP gén aktivdlédik, és a II. tipusi kollagének
expresszidja vdlik domindnssd [5, 12]. Az endochondrélis csontképz&dés sordn a
chondrocytdk méretiikben megndvekednek és metabolitikus aktivitisuk is megvaltozik
(II. stddium). A létrejott hipertr6f chondrocytdkban ugrdsszertien megnd az alkalikus
foszfatdz szintézise, a X. tipusd kollagén termelése [13, 14], a p21 fehérje megjelenik
és megkezdddik a Ca™ és a hidroxiapatit berakédésa [12]. A hipertr6f chondrocytdk egy
része osteoblast-szer{i fenotipust vesznek fel (III fazis) [12], mig a hipertréf porcsejtek
mdsik része apoptdzis sordn elhal.

A porcképz8dés sordn tehdt a chondrocytdk jol elkiilonithetd differencidléddsi
szakaszokon mennek keresztiil, amelyekben a chondrocytdk specifikus extracelluldris
matrix molekuldkat szintetizdlnak [10, 14, 15]. A csirke sternum cranidlis részét hipertr6f
chondrocytdk épitik fel mar kdzvetleniil a megsziiletés eldtt, ellentétben ezzel, a cauddlis
rész végig porcos dllomadny marad az egyedfejlodés végéig. Ennek oka, hogy a caudilis
rész sejtjei szolubilis gitld faktorokat termelnek, ami meggdtolja a sejtek hipertr6f
dllapotba valé jutdsat.

A chondrogenesis kiilonbo6z6 fzisait olyan primer sejtkultirdkban vizsgdltuk,
amelyek j6l modellezik ez egyedfejlédés sordn in vivo bekovetkezs véltozdsokat. Az in
vitro vizsgalatokhoz 4ltaldban megfelel a hagyoményos szuszpenzids sejtkultira, ilyen
sejtkultirdkat a porcszovet egyes differencidlodési szakaszaiban lev sejtek tenyésztésé-
hez kordbban kifejlesztettek az egyes munkacsoportok. Laboratériumunkban a porc
differencidlodds kiilonbozd szakaszait modellezd primer sejtkultdrdkat [5, 6, 8]
készitettem csirke embriébol: az Ia stddiumot képviseld nagy denzitdsi mesenchymadlis
sejtkultirdt (HDM), Ib stddiumban levS 14 napos embridk mellporcdbdl chondrocytikat
(CEC), a 18 napos embrié mellporcb6l hipertréf sejteket, (II stddiumia sternum HC),

valamint 10 napos embriékbdl fibroblaszt sejteket (CEF). Ranieri Cancedda laboratériu-
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mdaban a 22-23. fejlédési stddiumd (Hamilton-Hamburger beosztds) [16] tibidbol
porcsejteket prepardltunk és 4-6 hét alatt hipertr6f chondrocytikkd (HC) neveltiik [17,
18].

A hagyominyos sejtkultirdk azonban nem alkalmasak a kiilonbdz8 szovet
hormonok, novekedési faktorok és morfogének hatdsainak vizsgdlatira, mivel a
tdpfolyadékok szérumot tartalmaznak, ami gazdag ezekben a faktorokban. A porcdiffe-
rencidl6dds vizsgdlatdra kétféle modon lehetséges szérummentes kdrnyezetet biztositani.
Az egyik, hogy a szérum mentes tdpfolyadékot a novekedéshez legsziikségesebb
hormonokkal, novekedési faktorokkal kiegészitjiik. Ily mdédon a porcdifferencidléddst
sikeresen megoldotta in vitro sejttenyészetben Ranieri Cancedda munkacsoportja [17,
18]. Azonban Peter Bruckner csoportja Benya és Schaffner [19] egy kordbbi kisérletét
modositva agar6zos kultdrdban tartotta a porc sejteket, szérum és hormonok adagoldsa
nélkiil. Ezek a sejtek nem csak tidlélnek ebben a kozegben, de differencidlédédsra is
képesek [20-23]. Ez a sejtkultdra igen alkalmas arra, hogy az egyes novekedési faktorok
hatdsat kiilon-kiilon vizsgiljuk. Az egyedfejl6dés sordn ndvekedési faktorok, morfogé-
nek, hormonok szabdlyozzdk a végtagok kifejlodését, majd differencidlodasat [24-34].
A végtagfejlodés korai szakaszdban a fibroblaszt novekedési faktorok a végtag kinovését,
€s annak proximdlis-disztdlis aszimmetridjat hatdrozza meg, mig az anterior-posterior
mintdzatért a Sonic-hedgehog (shg) gének felelGsek [35]. A novekedési faktorok koziil
az inzulint és az inzulin-szer novekedési hormont a mesenhymalis szovetek termelik,
ami a fejlddés korai szakaszdban a végtagok kindvekedését, azok porcos csontkez-

deményeinek hosszanti megnyildsat segiti eld.

A kapcsolo fehérje irodalma:

A kapcsol6 fehérje élettani szerepe a porcszovetben az, hogy elGsegiti az
aggrecan €s hyaluronsav makromolekuldris aggregdtumainak létrejottét €s nem-kovalens
kolcsonhatdsok révén stabilizdlja azokat [9, 15, 36]. A mechanikailag erSs II. tipusd
kollagén rostok hdl6zatdba dgyazddott aggrecan-LP-hialuronsav aggregdtumok nagy
vizmegkotd képességiik révén nagyfokd rugalmassidgot és Osszenyomdssal szembeni
ellendlldst kolcsondznek a porcszovetnek. A kapcsold fehérje azonban elGfordul més

szovettipusban is, ahol az adott szovetre jellemz6 nagy aggregdl6do proteogliikan (pl.
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versican, neurocan) és hyaluronsav ldncokat kapcsolja 6ssze. Az LP amindsav sorrendjét
legelGszor patkdny chondrosarcoma izoldtumbol kozolték [37], majd a ¢cDNS klénok
szekvencia analizise alapjan meghatdroztdk csirkében [4], patkdnyban [37] €s human
szovetbdl is [38]. Csirkében az LP gén egyszeres kopiaszdmban taldlhatd, intronjaival
egyiitt nagyobb mint 100 kb, 6t exont és négy intront tartalmaz. Els§ exonja kizirdlag
nem transzldl6do szekvencidkat kédol, hossza mintegy 500 bp. Ilyen méretd 5° végi nem
transz1dl6d6 RNS szakasz olyan géneknél fordul eld, ahol e régiénak poszttranszkripcids,
transzldciés szabdlyoz6 szerepe van. Ezekre er6sen konzervélt mdsodlagos szerkezet is
jellemzd, ezt a szerkezetet fehérjefaktorok ismerik fel, sokszor nem szekvencia
specifikusan [39-44]. A csirke embriékbdl izoldlhat6 kapcsold fehérje messenger RNS
populdcié nagyfokd heterogenitdst is mutat, ami a tobbszords inicidcids pontrdl torténd
transzkripcié és differencidlis mRNS érés kovetkezménye [4].

A hosszu elsd exont kovetd négy exon a szigndl peptidet és az érett fehérjét
kodolja. Az érett fehérje NH,-termindlis doménje az aggrecan hasonlé doménjével 1ép
kolcsonhatdsba, mig az ismétl6dd C-termindlis domén hialuronsavat kot [16, 18]. M4s
nem-kollagén természetli porcdllomdny alkotékhoz hasonléan a gén kifejezGdése
transzkripciés és post-transzkripciés szabdlyozds alatt dll, kifejez0dése a porcszovet
differencidléddsa sordn idSben is meghatdrozott [S5]. A csirke embriondlis fejlGdés
harmadik napjdn megjelenik a gerinchidrban és az &sszelvényekben, négy €s fél nap utdn
a szdrny kezdeményekben, ami a 22-es és 25-6s Hamilton-Hamburger szerinti fejldési
dllapotnak felel meg. Tehdt koveti a II. tipusd kollagén aktival6ddsat (23 stddium), de
megel6zi a porc-specifikus CMP expresszaléddsat (26. stadium). Erdekes, hogy az LP
transzkriptum megjelenik a mesonephrosban is a 25. fejl6dési stddiumban, ugyanakkor
vele egyidSben aggrecdn, II. tipusd kollagén és CMP mRNS itt nem mutathatd ki.
Funkcidja itt még nem ismert.

Csoportunk kordbbi vizsgdlatai sordn a ¢cDNS és genomi klénok nukleotid
sorrendjének meghatdrozdsa révén ismertté valt a gén 5° végének és hatdrol régidjanak
szekvencidja. Kideriilt tovdbbd, hogy a gén a TATA motivumtél 33-78 bdzispdr
tivolsdgban térképezett tobbszords transzkripcids starthelyekrdl irodik at, valamint az

500 bp nem-transzldl6dé régié un. alternativ splice helyeket tartalmaz. Ezért az LP



mRNS 5 végére a nagymérvi heterogenitds jellemz6 csirkében [4]. Az LP gén elGtu

régi6 nukleotid sorrendje mds fajokban is hasonlit a csirkéhez.
2. CELKITUZES

Kutatomunkdm két f6 feladat koré csoportosult:

Egyfel6l a porcallomanyt alkoto fehérje gének expressziés mintdzatit kovettem
nyomon differencidléd6 chondrocytdkban, valamint ezen gének transzkripcios szabalyo-
zasat tanulmdnyoztam hormonok és szoveti faktorok hatdsdra. Célom volt, hogy tovéibbi
betekintést nyerjek a porcdifferencidlédds és porcspecifikus génmiikodés alapjit képezd
molekuldris mechanizmusokra.

Maisfel6l a porc-specifikus gének transzkripciés szabdlyozdsdban kiviantam
beldtdst nyerni, ezek koziil a még fel nem térképezett kapcsolo fehérje gén promoteré-
nek miikodését vizsgdlni. Ennek érdekében a csirke LP gén 5’ végi reguldl6 régidjanak
miikodésére kivantam fényt deriteni tranziens expressziés kisérletekben a chondrogenezis

kiilonbozd fazisait modellez chondrocyta primer sejtkultirdkban.
3. KISERLETI RENDSZER ES ALKALMAZOTT MODSZEREK

3.a) Sejtkultirdk:

Laboratériumunkban alkalmaztuk a porc differencidlédés kiilonbozd szakaszait
modellezd primer sejtkultirdkat [5, 6, 7]. A sejteket "Rhode Island White" homozigéta
csirke embridkbdl prepardltuk kiilonb6zs idGpontokban. A 4,5 napos embridk végtagkez-
deményeibdl nagy denzitisi mesenchymailis sejtkultirdt (HDM) készitiink, ami nagy
striséggel kilemezelve in vitro chondrogenezisen megy 4t. Prepardlunk 14 napos
embriék mellporcdb6l chondrocytikat (CEC), valamint 10 napos embriékbél fibroblaszt
sejteket (CEF). Ranieri Cancedda laboratériumdban a 22-23. fejlodési stddiumd
(Hamilton-Hamburger beosztds) [16] tibidbdl porcsejteket prepardltunk és 4-6 hét alatt
hipertr6f chondrocytikkda (HC) differencidlodd kulturdt készitettiink [12, 18]. A HC
sejteket F12 tdpfolyadékban 10% borjusavo kiegészitéssel, a CEC, CEF és HDM sejteket



Dulbecco 4ltal mddositott Eagle médiumban (DMEM) az el6z6hoz hasonléan 10 %
borjisavé kigészitéssel tenyésztettiink.

Agar6zos tenyészethez 17 napos csirke embrié mellcsont cranidl €s caudal
részébdl a sejteket elkiilonitve prepardltunk, majd 1 %-os alacsony forrdspontd
agar6zban felszuszpenddltuk [20]. A chondrocytdk kezdeti siirisége 2,0-2,5 x 10° sejt/ml
volt, amelyeket szérum nélkiil DMEM tdpfolyadékban, 10 cm 4tmérdji petri csészéken
tenyésztettiink. A parhuzamos kultir tenyészeteket kiegészitettiik 100 ng/ml inzulinnal,
vagy 10 ng/ml inzulin, 10 ng/ml FGF-2 és 10 ng/ml TGF-B2 egyiittes hozzdaddsdval.
A sejteket 5 % CO, -ban és 37°C-on tartottuk.

3.b)  Modszer fejlesztés ossz RNS prepardlashoz, Northern analizis és foszfor-image
értékelés:

Peter Bruckner munkacsoportjdval egyiittmiikodve kifejlesztettiink egy hatékony
mddszert az 0ssz RNS kinyeréséhez agar6z gélbol. LiCl és karbamid tartalmu oldatban
elvilasztottuk a sejteket az agar6zt6l, majd proteindz K jelenlétében lizdltuk a sejteket.
Centrifugélési és tisztitdsi lépések utdn, Na-acetdt és etanolos kicsapdssal visszanyertiik
az RNS-t. Ennek vizlatos lefrdsdt az 1. 4brdn mutatom be, a médszert a most késziilg
cikkiinkben fogjuk részletes kozolni.

Az izoldlt RNS mintdkbdl azonos mennyiségeket vittiink fel 1% agar6z gélre és
6.7% formaldehid jelenlétében gélelektroforézist végeztiink, majd az RNS-t 4tvittiik
Hybond-N membrénra és UV fénnyel hozzakotottiik. A kiilonb6z6 mRNS-ek jelenlétét
egymdst kovetd hibridizdldsokkal mutattuk ki, ehhez **P-ral jeloltiik a kovetkez cDNS
probédkat: ol (II), al, a2 és a3 (VI) és al (X) tipusi kollagén [13], a kapcsolé fehérje
(LP) [3], porc mitrix fehérje (CMP) [1] és a csirke rRNS. Ehhez a kollagén (VI) o2
linc ¢cDNS hibridizacids prébat B. Truebtdl [45], az ol és o3 lanc ¢cDNS hibridizéciés
probdkat A. Colombattit6l [46] kaptuk ajindékba, a tobbieket a laboratériumunkban
Dedk Ferenc készitette [1, 3]. Az egyes hibridizdldsok kozott a prébdt moséssal
tdvolitottuk el a filterekrSl. Az autoradiogramok elkészitéséhez a rontgen filmet raktunk
a hibridizalt filterekre screen jelenlétében és 48 6ran 4t -80°C-on tartottuk. A kvantitativ
értékelést foszfor-image analizissel végeztiik (Molecular Dynamics Phosphorlmager 445
SI).
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Minden kinetikai vizsgdlatunk 3 fiiggetlen sejttenyészetbSl prepardlt RNS Northern
analizissel nyert kisérleti eredményen alapul.

Az alkalikus foszfatdz aktivitdsit Bessey és munkatdrsai szerint mértiik [47].

3.c)  Rekombindns plazmidok felépitése, tranziens expresszio, CAT assay:

A pozitiv reguldlé hatdst kifejts cisz-elemek feltérképezéséhez a csirke LP gén
5’ végi szabdlyoz6 régidjdban elhelyezkeds kiilonboz6 hosszisdgi promoter szakaszokat
pEMBLCAT(-) vektorba a kloramfenikol-acetil-transzferdz (CAT) riporter gén elé
épitettiink. A kisérletben haszndlt konstrukcidkat Bachrati Csandd készitette el. Az egyes
promoter szakaszok aktivitdsat tranziens expresszios kisérletekben mértiik, a porcfejlodés
kiilonbozd stddiumdban 1€vs fent leirt primer sejtkultirdkban [5, 6, 7].

A rekombindns plazmid DNS-eket és a kontrollként haszndlt pTKCAT DNS-t a
Ca-foszfat precipitdciés mddszerrel juttattuk a sejtekbe [48], majd a letapadt sejteket 16
Oran 4t inkubdltuk a precipititummal [6]. Ezutdn a sejtkultirat friss médiumban tovabbi
30 6rdn 4t inkubdltuk, a sejteket Osszegydjtottiik és CAT feltdr6 pufferben lizdltuk.

A sejtlizitumbdl meghatdroztuk a CAT enzim aktivitdsat [49]. Az enzim reakci6
termékeként keletkezett radioaktiv acetildlt kloramfenikol mennyiségébdl szdmoltuk a
plazmidba beépitett promoter szakasz relativ CAT aktivitdsat.

Minden tranziens expresszids mérést 5-20 fiiggetlen kisérletben végeztiink
parhuzamos mintdkkal, kivéve a HC kultirdkban mért aktivitdst, ami 3 mérési sorozat
mérési eredményét Osszegezte. A relativ CAT aktivitds értékeket a pTKCAT %-ban
adjuk meg és statisztikai mddszerekkel, student-t teszttel értékeltiik.
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4. EREDMENYEK ISMERTETESE ES MEGVITATASA

L EXTRACELLULARIS MATRIX FEHERJE GENEK EXPRESSZIOS
MINTAZATA SZERUMMENTES PORCDIFFERENCIALODASI REND-
SZERBEN - HORMONOK ES NOVEKEDESI FAKTOROK HATASA A
PORCSPECIFIKUS FEHERJE GENEK EXPRESSZALODASARA

Az el6z6ekben mar emlitettem, hogy az agar6zban szérum mentes koriilmények
kozott nevelt chondrocytdk proliferdciéra képesek [20, 21, 22], tovdbbd spontdn
termindlis differencidléddsra képesek a cranidlis chondrocytdk és termelik a porcdifferen-
cidlodds késdi szakaszdnak marker fehérjéjét, a X. kollagént, és megnd az alkalikus
foszfatdz aktivitdsuk, ami a hipertréf chondrocytdkra jellemzgje [20, 21, 22, 23]. A késoi
differencidléddst eldsegitette az inzulin s inzulin-szer( novekedési faktor jelenléte (IGF-
1), mig gatold hatdst véltott ki a TGF-B2 és bFGF egyiittes jelenléte a tdpfolyadékban,
ekkor a sejtek nem hipertrofizalédtak [22, 23]. Mindezeket a véltozdsokat Bruckner és
munkatdrsai kordbban fehérjék mérésével mutattdk ki. Az agar6zos sejtkultdra
alkalmasnak igérkezett a porcfehérje gének transzkripcids aktivitdsanak nyomonkdveté-
sére. Ezért Peter Bruckner munkatdrsaival egyiittm{ikodve kinetikai  vizsgdlatot
végeztem, melynek sordn kiilonb6z8 porc matrix fehérjéket kédol6 mRNS-ek steady-
state szintjét Northern analizissel hatdroztam meg.

Kisérleteinkhez 17 napos chondrocytdkat prepardltunk csirke embri6 sternumbdl,
majd a cranidlis és cauddlis rész sejtjeit a fent leirt koriilmények kozott agaréz gélben
tenyésztettiik. Harom fiiggetlen sejttenyészetbol, az dbrdkon feltiintetett idGpontokban az

egyes mintdkbdl 6ssz RNS-t prepardltunk.

La)  Extracelluldris matrix fehérje gének expresszios mintdzata cranidlis és cauddlis
chondrocytdakban:
Szérum mentes kultirdban a cranidlis chondrocytdk proliferdcidja lassd, mégis
a sejtek egy része hipertr6ffa valt a 3 hetes tenyésztési id6 végére. A porcfehérje gének
relativ steady-state mRNS szintje kezdetben alacsony volt, jelentSs ndovekedést csak a

masodik héttdl kezdddGen mérhettiink, a II. tipusd kollagén, és kisebb mértékben a
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kapcsolofehérje és a CMP mRNS esetében (2. A, B dbra). A harmadik hét végére a X.
kollagén mRNS-e is j6l ldthatdan detektdlhat6, és a sejtek egy csoportja hipert6ffa vilt,
amit bizonyit, hogy a sejtek 4ltal termelt alkalikus foszfatdz aktivitds értéke jol mérhetd
volt (3. 4bra).

Az inzulin jelenléte a tdpfolyadékban gyors osztoddsra késztette a sejteket mér
egy hét utdn, és meggyorsitotta a termindlis differencidciot, amit jelzett a nagyméreti
hipertréf porcsejtek megjelenése az elsG hét utdn és tilsdlyba jutdsa a tenyésztési 1d0
végére. A porcspecifikus gének transzkripcids aktivitdsa sokkal nagyobb volt a
szérummentes kontroll sejtekhez képest, amit kiilonosen a II. kollagén magas steady-state
mRNS szint mutatott, €s az LP és a CMP mRNS szintjében is jelentds emelkedés volt
megfigyelhetd a mdsodik héudl kezdve (3., 4. dbra). A X. kollagén génje is mar a
hetedik napon aktivdlédott és magas mRNS szintet ért el a 3. hét végére, ami a szérum-
mentes kultirdban elért mennyiségnek 9,8-szorosa. Ezzel Osszhangban az alkalikus
foszfatdz aktivitds értéke is megnovekedett a nagyszdmi hipertr6f sejtek miatt (3. dbra).

A TGF-B2, FGF-2 és inzulin egyiittes jelenlétében a sejtek proliferdcidja
folyamatos volt, ugyanakkor alakjuk erGteljesen megvéltozott és nem hipertrofizdlédtak.
Ezek a sejtek nagy mennyiségben termelték a II. kollagén mRNS-t, ellenben az LP
mRNS szintézise folyamatos volt, de nagyon alacsony szintd (4. dbra). A X. kollagén
transzkripcidjat nem tudtuk kimutatni, ami a sejtek morfolégiai képével Gsszhangban
jelzi, hogy a differencidlédds gétldott, a sejtek nem léptek be a porcdifferencidlédas 10
stddiumdba. SGt a porc mdtrix fehérje transzkriptuma is teljes mértékben hidnyzott.
Ugyanakkor a VI. tipusi kollagén ol és a3 lincdnak mRNS-e nagy mennyiségben
termel8dott a masodik héttdl kezdve és kiilondsen az a3 ldnc mRNS magas szintet ér
el. Mindez azt jelzi, hogy ezek a sejtek megrekedtek a chondrogenezis korai proliferativ
(Ia) stddiuméban.

Ezek az adatok egyértelm@ien bizonyitjdk, hogy a TGF-B2 és az FGF-2
szinergikusan miikddnek, a chondrocyta sejtek differencidléddsdt blokkoljak inzulin
jelenlétében, €s meggétoljak, hogy a sejtek az Ia stddiumbdl az Ib-be keriiljenek.

Génexpresszids vizsgdlataink tehdt bizonyitottdk kordbbi HDM és CEC
szuszpenzids kultirdban végzett megfigyeléseinken alapul$ kovetkeztetéseinket [Selen],

de azon tilmenden egy olyan modell rendszert eredményeztek, mely a kordbbiaknal
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2. abra:

Porc fehérje gének expresszioja differencialodo cranialis chondrocyta

sejtekben agaroz sejtkultiraban eltéré kondiciok kozott.

A chondrocytékat szérum mentesen vagy inzulin jelenlétében neveltiik. Northern analizishez
0ssz RNS-t preparéltunk a jelzett idSpontokban, és minden mint4b6l 8 pg aliquotot felvittiink
1%-os agar6z gélre, majd megfuttattuk 6,7 % formalhehid jelenlétében. A mintdkat a gélrdl
Hybond-N membranra vittiik fel, és **P-vel jelslt cDNS prébékkal hibridizéltuk.

A: Az autoradiogramok mutatjdk a II., VI. és X. tipusi kollagén, a kapcsol6 fehérje (LP),
a porc matrix fehérje (CMP) mRNS szintek kinetikai véaltozdsait. Az egyes mRNS-ek
méretét az dbréan feltiintettiik.

B: Az eredmények értékelését foszfor-image analizissel is elvégeztiik.
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3. dbra: Alkalikus foszfataz aktivitas valtozasa cranialis chondrocytak

differencialédasakor agarozos sejtkultiraban.

A chondrocytdk kezdeti siirfisége 2,0-2,5 x 10° sejt/ml volt.

alkalikus foszfataz aktivitas (arbitr. unit)
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4. abra:

Porc fehérje gének expresszigja differencialodo cranialis chondrocyta

sejtekben agaroz sejtkultiraban eltéré kondiciok kozott.

A chondrocytékat inzulin, vagy inzulin, FGF-2 és TGF-B2 jelenlétében neveltiik. Northern
analizishez 0ssz RNS-t prepardltunk a jelzett idGpontokban, és minden mint4b6l 8 pg
aliquotot felvittiink 1%-os agréz gélre, majd megfuttattuk 6,7 % formalhehid jelenlétében.
A mintdkat a gélr§l Hybond-N membrénra vittiik fel, és **P-vel jellt cDNS prébékkal
hibridizéltuk.

A: Az autoradiogramok mutatjék a II., VI. és X. tipusi kollagén, a kapcsol6 fehérje (LP),
a porc métrix fehérje (CMP), a rRNS mRNS szintek kinetikai véltoz4sait. Az egyes mRNS-
ek méretét az 4brén feltiintettiik.

B: Az eredmények értékelését foszfor-image analizissel is elvégeztiik.
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jobban és tisztibban tette lehet§vé a differencidloddsi stddiumok elkiilonitését. A
chondrogenezis Ia stddiumdra tehdt a VI. kollagén gén dtmeneti aktivdloddsa és a CMP
gén inaktiv dllapota jellemzs, mig az Ib stddiumot a II. kollagén mRNS magas szintje
€s CMP gén aktivdléddsa jellemzi. A kordbbi kisérleteinkben alkalmazott HDM kultira
f6ként proliferativ Ia, mig a CEC kultira proliferativ Ib stidiumd sejtekbdl all, de
benniik Ib illetve Ia stddiumi sejtek is elfordulnak. Ezzel szemben az TGF-2, FGF-2
€s inzulin kezelt agr6zos kultira vizsgdlataink szerint sokkal tisztdbb rendszer, mely
kizdrélag a proliferativ Ia stddiumu sejtekbdl dll, ezért sokkal alkalmasabb a génreguld-
cié és a differencidlédds molekuldris alapjainak vizsgalatdra. Ezért kisérleteink tovabbi
folytatdsdt tervezziik, hogy milyen hormonok ¢és novekedési faktorok hatdsdra

differencidlédnak tovdbb a TGF-f2, FGF-2 és inzulin jelenlétében niovesztett sejtek.

I.b)  Porcfehérje gének kinetikai analizise cauddlis chondrocytdkban:

A cauddlis sejtek nyugalomban lev$ chondrocytdk, amelyek feln&tt korban is
porcos szoveti dllapotban maradnak. Szérum mentes tdptalajpan a mdsodik héttsl
gyengén expresszdlodnak az extracellularis matrix fehérjéket k6dolé mRNS-ek (5. A, B
dbra), de még a 3. hét végén is igen alacsony szinten maradt a II. és VI. kollagén, az LP
€s a CMP mRNS-e. Ezeknek a fehérjéknek a transzkripcids aktivitdsa tobbszorosére
emelkedik inzulin jelenlétében, mér a 10. napon viszonylag hatékonyan expresszdl6dnak,
ami id6ben egybe esik a cauddlis sejtek proliferdlddsdval agaréz kultirdban. A cranidlis
sejtektdl eltérSen azonban itt a X. kollagén egydltaldn nem detektdlhaté a 3. hét utdn
sem, jelezve, hogy a nyugvé dllapotd porcsejtek nem érnek hipertr6f chondrocytikka
még akkor sem, ha inzulinnal egészitjiik ki a tdpkozeget. Tehdt tovédbbi faktor(ok)
jelenléte sziikséges ennek kivéltdsihoz, illetve a sejtek dltal termelt szolubilis g4tld
faktorok hatdstalanitdsdhoz. Ezek a sejtek is termelik a CMP mRNS-t, tehdt képesek a
porcdifferencidlédds Ib stddiumdba 1épni. Hasonldan a cranidlis sejtekhez, a CMP mRNS
szintje nagyobb mint az LP mRNS-¢, és folyamatosan emelkedik a 3 hét alatt inzulin
hatdsdra, ellenben érdekes médon a CMP gén aktivitdsa nagyobb, mint az LP géné, ez
utobbi mRNS mennyisége a masodik héttsl kezdve kb. felére csokken. Ezt a visszaesést
magyarardzhatja az LP promoter aktivitisinak véltozdsa kiilonbozd differencidléddsi

stddiumban (14sd késGbb).
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5. dbra: Extracellularis matrix fehérje gének iddbeli expresszidja differen-

cialodo caudalis chondrocytakban.

A total RNS preparédlds, Northern blottolds €s a hibridizalds megegyezik az 2. 4brédn
feltiintetettel.

A: Northern blott analizis

B: A steady-state mRNS szintek 0sszehasonlit6 kinetikai vizsgélata foszfor-image analizise.
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A mellcsont cranidlis sejtjei inzulin hatdsdra a differencidlodds II stidiuméba
lépnek, ugyanakkor azonos koriilmények kozott, azonos hormon nem képes hipertréf
dllapotba juttatni a cauddlis sejteket. Mindez utal arra, hogy a 17 napos mellporcban a
chondrocytdk mar véglegesen elkotelezettek a differencidlédds valamely irdnyéba.
Elképzelhet§ azonban, hogy a porcdifferencidlédds a mellporcban is olyan tobb 1épcsds
szabdlyozds alatt 4dll, mint ezt a novekedési korongban nemrég leirtdk. Tovabbi
kisérleteinkben tervezziik ennek a hipotézisnek a bizonyitdsit.

Kisérleteink azt is bizonyitjdk, hogy agaréz kultirdban nevelt chondrocytdk
extracelluldris matrix szintézise és a porcdifferencidlodds marker génjeinek expresszidja
transzkripciés kontroll alatt 4ll, és a novekedési faktorok hatdsa ezen kontroll szerint
érvényesiilt.

A porcfehérje gének tovdbbi molekuldris szabdlyz6 mechanizmusainak
felderitésére jO lehetGséget biztosit az agar6zos sejtkultdra. Ismert, hogy Rhodes és
Yamada a patkdny LP gén promoterében egy "glucocorticoid responsive” elemet taldlt
[50]; a CMP gén hordoz egy "dexametason responsive" elemet, ami részt vesz a transz-
kripciés szabdlyoziasban. Ezért tervezziik a dexametazon, a citokinek és egyes hormonok
hatdsainak vizsgdlatit a porcfehérje gének aktivitdsara. Mindezek tovdbbi ismeretének
bovitése hozzdjarulhat a chondrogenezis transzkripciés szabdlyozédsdnak teljesebb
megismeréséhez, tovabbd gyogykezelésben torténd felhaszndldsihoz.

Kutatdsaim eredményeirll egy eldaddst tartottam egy Jénai konferencidn, aminek

szovegét és dbrdit a dolgozathoz csatoltam, kdzleményiinket jelenleg irjuk belGle.

II. PORCFEHERJE GENEK TRANSZKRIPCIOS SZABALYOZASA: A CSIRKE
KAPCSOLO FEHERJE GEN 5’ SZABALYOZO REGIOJANAK MUKODESE
ES A GEN ATIRODASA KET FUGGETLEN PROMOTERROL

Il. a) A csirke kapcsolo fehérje gén kozeli promoterének térképezése tranziens
expresszios kisérletekben:
A plazmidok elkészitésének 1épéseit a "Kisérleti rendszer é€s modszerek" c.
fejezetben ismertettem. Az LP gén 5°végi szabdlyoz szakasz €s az 1. exon darabjait

épitettiik be a pPEMBL.CAT(-) vektor génbe (a bakteridlis kloramfenikol-acetiltranszferdz
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riporter gén elé). A kisérleteinkhez felhaszndlt plazmidok szerkezetét a 6., 7. €s 8. dbran
bemutatjuk. A plazmidok egy része a kordbban azonositott legtdvolabbi starthelyt&l -855
gén elé épitésével késziilt. A klonok mésik része az els6 exon hosszabb-rovidebb
szakaszdt tartalmazta ugyanabba a riporter génbe épitve.

A hosszd, -855 és +155 kozotti promoter szakaszt tartalmazd konstrukci6
alacsony aktivitdsd volt, hasonléan a promoter hidnyos pPEMBLCAT aktivitds értékehez
(6, 7., 8. dbra). Az 5’ vég deliciés sorozatinak tagjai igen alacsony relativ CAT
aktivitdst mutattak (<5 %), igy a DSB3 fragment, vagy a minimdl promoter konstrukciot
hordoz6 DSB14, a CS8 és CS7 aktivitdsa is minddssze csak 2.0-2.5-szerese a
pEMBLCAT aktivitdsdnak, mind a CEC mind a CEF kulturdban (6. dbra). A -75 és
+119 kozotti minimdl promoter fragmentumok, melyek a kordbban azonositott
tobbszords inicidcidés helyet tartalmazzdk, csak promoter alapaktivitist mutattak.
Kisérleteink tehdt arra utalnak, hogy az 5’ vég el6tt a -855 pozicidig nem taldlhatok
pozitiv cisz-elemek, mig negativ elemek nagy valészintiséggel el6fordulnak.

Ezzel ellentétben jelentSs CAT aktivitist mértiink az els§ exont tartalmaz6
konstrukcidkkal (6. dbra), mégha azok nem is hordozzdk az el6z6leg mar feltérképezett
transzkripciOs start pontokat [4]. A CS39 konstrukci6é (+183 és +495 fragmentumot
hordozza), amely nem tartalmazza a kordbban meghatdrozott promotert és inicidciés
pontot [4], relativ CAT aktivitdsa 23,4+1,4 % CEC-ben, illetve 22,2+1,4 % CEF-ben.
A CS40 konstrukci6 relativ CAT aktivitdsa ugyanakkor 32,3+2,6 % CEC kultdrdban és
31,8+2,1 % fibroblaszt sejtekben. A CS40 a -44-t6] a +492-ig terjedd szakaszt hordozza
(6. dbra), tehat az exoni fragmenten kiviil a gén azonositott promoterét is [4].

A CS39 konstrukciéba beépitett 1 exon szakaszon komputer analizissel egy
TATA-szeri motivamot taldltunk, aminek a szekvencidja ACTTAA. Mindezek a
tranziens expresszios eredmények egy médsodik promoter jelenlétét bizonyitjdk, ami az
1. exonban helyezkedik el, és mesenchymadlis eredetii sejtekben miikodik. Kisérleteink
alapjdn ez a génhez kozelebb taldlhaté promoter tranziens expressziés kisérletekben
lényegesen hatékonyabban miikodik, mint a csak alapaktivitdst mutaté tdvoli promoter.
Mivel a relativ CAT aktivitds értékek nem szignifikdnsan térnek el chondrocyta és

fibroblaszt sejtekben, szoveti specifitdst a mdsodik promoter nem mutat.
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6. dbra: A Kkapcsolé fehérje promoter szakaszok tranziens expresszios

aktivitasa chondrocyta (CEC) és fibroblaszt kultirakban.

Az &bra bal oldaldn mutatjuk a csirke LP gén 5’ végi fizikai térképét, ami az 1. exont is
magéba foglalja. A kiilonbozG hosszisagi promoter szakaszokat a pEMBL.CAT(-) vektorba
a CAT riporter gén elé épitettiik be. A beépitett szakaszok poziciéjdnak meghatérozésiban
a +1 a leghosszabb RNS ldnc kezd§ pontjdnak bazisét jeloli. Az dbra jobb oldala mutatja
a CAT aktivitas értékeket chondrocyta (CEC) és fibroblaszt (CEF) sejtkultirdkban. A relat{v
CAT aktivitas értékeket (= SEM) a pTK.CAT %-ban adtuk meg 6-20 fiiggetlen kisérletbdl.
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II. b) A reguldlé régic tranziens expresszios aktivitdsa kiilonbézé porc-differencialoddsi
stadiumokban:

Tovabbi vizsgdlataink arra irdnyultak, hogy megnézziik, fejlédési éllapot-
specifikus kiilonbségeket mutat-e a két promoter, ezért HDM és hipertr6f chondrocytak-
kal is elvégeztiik a tranziens expresszids kisérleteket (7., 8. dbra). HDM kultirdban a
kozeli promoter aktivitdsa 20,4+1,7 % volt. Mindkét promoter egyiittes aktivitdsa
71,844,3 %-ra nétt (CS40). A kozeli és a tdvoli promoter egyiittes jelenléte tehét
kooperativ kdlcsonhatdsra utal (7. 4bra).

A két konstrukcié CAT aktivitds értéke még nagyobb kiilonbséget mutat hipertréf
chondrocitdkban: 6,5+2.8 % a CS39 plazmid, és 164,5+16,6 % a CS40 CAT aktivitdsa
(8. dbra). Mivel az emlitett két konstrukci6 aktivitisa nem kiilonbozik szignifikdnsan
CEC és CEF sejttenyészetben, ugyanakkor HDM és HC kultirdban 3,4-szer illetve 8-
szor magasabb aktivitdsi a CS40 plazmid mint a CS39, ez egy pozitivan szabdlyozé
cisz-elem jelenlétére utal a -44 és +183 kozotti régidban, ami kiilondsen aktiv az
egyedfejlodés korai €s késdi szakaszdban. Ezt az is aldtdmasztja, hogy a tdvoli promoter
relativ CAT aktivitdsdnak novekedése 10 %-ra n6tt HDM-ben és HC-ben a DSB14 és
CS8 minimdal promoter konstrukci6kban. A kozeli promotert hordozé CS39 aktivitdsa
altaldban nagyobb volt minden sejt kultdrdban, mint a tdvoli minimal promoter konstruk-
ciok esetében (DSB sorozat tagjaiban). Azonban amig ezeknek a konstrukciéknak a CAT
aktivitds ardnya 5:1 koriil volt CEC és a CEF sejttenyészetben, addig HDM és HC
kultdrdban lecsokkent 2:1 koriili értékre (a CS39 és DSB14).

Kisérleteink tehdt mutatnak bizonyos differencidléddsi 4dllapot-specifikus
kiilonbségeket. Mivel a gént nem expresszdlG fibroblasztban is hasonlé aktivitdst
mértiink, valdszinlinek latszik, hogy a gén enhanszerének és egyéb reguldlé elemeinek
hidnya miatt a konstrukciok tranziens expresszids aktivitisa kiilonbozik az in vivo
promoter aktivitdsdt6l. Ezt tdmasztja ald kollégdim, Selen Muratoglu és Dedk Ferenc

kisérlete, melyet a tranziens expresszids vizsgdlatokkal parhuzamosan végeztiink.
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7. 4bra: A Kkapcsolé fehérje promoéter szakaszok tranziens expresszios

aktivitasa nagy denzitasi mesenchymalis (HDM) szovetkultiraban.

Az gbra bal oldaldn mutatjuk a csirke LP gén 5’ végi fizikai térképét, ami az 1. exont is
magéba foglalja. A kiilonbdz6 hosszisagi promoter szakaszokat a pEMBL.CAT(-) vektorba
a CAT riporter gén elé épitettiik be. A beépitett szakaszok poziciéjdnak meghatérozédsaban
a +1 a leghosszabb RNS lanc kezdd pontjédnak bézisét jeloli. Az dbra jobb oldala mutatja
a CAT aktivit4s értékeket HDM sejttenyészetben. A relativ CAT aktivitds értékeket (x SEM)
a pTK.CAT %-ban adtuk meg 5-10 fiiggetlen kisérletbdl.
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8. dbra: A kapcsolé fehérje prométer szakaszok tranziens expresszios

aktivitasa hipertrof chondrocytakban (HC).

Az gbra bal oldalan mutatjuk a csirke LP gén 5’ végi fizikai térképét, ami az 1. exont is
magéiba foglalja. A kiilonboz6 hosszisdgu promoter szakaszokat a pEMBL.CAT(-) vektorba
a CAT riporter gén elé épitettiik be. A beépitett szakaszok pozicidjanak meghatarozasidban
a +1 a leghosszabb RNS l4nc kezd6 pontjdnak bazisat jeloli. Az dbra jobb oldala mutatja
a CAT aktivitas értékeket HC sejtkultirdban. A relativ CAT aktivités értékeket (= SEM) a
pTK.CAT %-ban adtuk meg 3 fiiggetlen kisérletbsl.
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II. ¢) Transzkripcios starthelyek meghatdrozdsa a kozeli promoter szakaszon:

Annak bizonyitdsdra, hogy RNS szintézis indul-e a kozeli promoterrdl in vivo,
primer extenziés kisérleteket végeztiink T4 DNS polimerdzzal. El§szor csirke embri6
sternum porcb6l nyert RNS-t haszndltunk. Azt kaptuk, hogy a tranziens expressziés
aktivitdst mutaté exon régiobol, a teljes hosszisdgi LP génrdl is indul RNS szintézis.
A transzkripciés startpontok a CACTTC és a CAAACT motivumok kornyezetébe
térképezddtek, amelyek hasonléak az eukaridta RNS polimerdz II dltal 4tirt gének
konszenzus transzkripcids start helyeihez, ezek a CANYYY vagy YYCANT/AYY
szekvencidk [51, 52]. Egy hasonlé szekvencidt, a CACTCC motivumot, mint egyediili
kezd$ helyet, a patkdny kondroszarkoma LP génjében mar leirtak [37]. Ez csaknem
azonos tdvolsdgra van a transzlicids kezd$ ponttdl ugyanigy, mint az dltalunk
meghatdrozott CACTTC motivum csirkében. Ett6]l 30 bazisparnyira az 5° vég felé egy
TATA-szer( elemet taldltunk, az ACTTAA motivumot, hasonl6an mint azt patkdny LP
génben Rhodes és mts.-i leirtdk [37]. Ezt emberben is megtaldltdk [38], azonban
pozicidja tdvolabb esik, mint csirkében vagy patkdnyban.

Modositott T4 DNS polimerdz és primer extenzids kisérlettel a két promoter
aktivitdsdt is 0sszehasonlitottuk. Itt a differencidlodds kiilonbozs fazisait képviseld poly
(A)" RNS-eket haszndlva azt taldltuk, hogy a kozeli promoter hasznositdsa a legalacso-
nyabb HDM-ben (Ia stidium) és a legmagasabb CEC-ben (Ib stiddium), mig a II

stddiumban 1év 18 napos sternum chondrocytiké mérsékelten magasabb a HDM-t6l.

II. d) A két promoter tranziens expresszios rendszerben mért aktivitdsdnak dsszevetése
mds kisérleti rendszerben meghatdrozott inicidcios gyakorisdagukkal:

Az 5’ végi hosszi promoter szakasz és a minimdl promoter egyarint csak
alapaktivitdst mutatnak. Kisérleteink arra utalnak, hogy az 5’ vég el6tt a -865 pozicidig
nem taldlhatok pozitiv cisz-elemek, mig negativ elemek nagy valészintséggel el6fordul-
nak. Ugyanakkor a tobbszoros inicidcids helyet tartalmazé CS39 és CS40 plazmidok
jelentSs aktivitdssal rendelkeznek mind CEF, mind CEC kultirdban, de nem szovetspeci-
fikusan.

A mdsik promoter fizikai térképezését is elvégeztiik. Primer extenzids kisérletben

bizonyitottuk, hogy a masodik promoter az 1. exon azon szakaszdn van, amit kordbban
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a tranziens expressziés kisérletekkel megtalaltunk, és a teljes hosszisdgi génr6l LP
mRNS szintézise indukdlédik. A médsodik promoterrdl 4tir6d6 mRNS start pontjai a
CACTTC és a CAAACT motivumok kozé esnek, és ettdl 30 bp tdvolsdgra egy TATA
szerli motivumot is azonositottunk. Az elvégzett kisérleteink azt bizonyitjdk, hogy az
intact, az 0sszes feltételezett promoter szabalyozo régiot tartalmazé génrdl indul mindkét
promoterrdl LP mRNS 4tirds, tehdt nem csak a rovid szakaszokat tartalmaz6 plazmid
CAT aktivitds emelkedés a bizonyiték a masodik promoter miikodésére.

Tranziens expressziés vizsgdlatokkal a HDM kultdrdban a CS40 relativ CAT
aktivitdsa jelentSsen megemelkedett a CS39-hez képest, ellenben in vivo promoter
hasznositdsi kisérleteinkben ennek ellenkez§jét kaptuk. Ezt azzal magyardzhatjuk, hogy
a tavoli és a kozeli promoter mikodésében kooperativitds 4ll fenn, vagy a +155 és +183
poziciokban el6fordulnak fejlddési dllapot-specifikus cisz-elemek. Rhodes és mts-ai a
promoter aktivitdsit befolydsolo introni enhanszer és tdvoli promoter elmeket is taldltak
patkdnyban [37, 50]. Mivel a legmagasabb CAT aktivitds értékeket HC és HDM
kultirdkban mértiik, amelyek végtagkezdeményekbdl prepardlt kultdrdk, ezért szdvet-
specifitds is feltételezhetS a tdvoli és kozeli promoterek miikodésében.

Jelenleg is folytatjuk a promoter szabdlyozd régidjanak vizsgdlatit a 3’ vég
irdnydban meghosszabbitott konstrukcidkkal. Tervezziik a csirke kiilonbdzs szoveteiben

a két promoter miikodésének tovibbi Gsszehasonlitdsit is.
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5. OSSZEFOGLALO KOVETKEZTETESEK

A porcdifferencidlédds és a porc-specifikus génexpresszid molekuldris
mechanizmusdnak tanulményozésa sordn az alibbi Gj eredményeket értem el:

1. Hormonok és niovekedési faktorok szerepe a porc-specifikus génkifejezodésre:

1) Hatékony médszert dolgoztunk ki az RNS prepardldsdra és a génexpresszios
véltozdsok nyomon kovetésére agar6zos kultirdban.

2) Megillapitottuk, hogy szérum-mentes koriilmények kozott a porc fehérjék
génexpresszids sorrendje hasonlé ahhoz, amit kordbban szérum tartalmua kultdrdban
taldltunk, de a differencidlédds folyamata joval lassabb és csak a sejtek egy része valik
hipertr6ffa a tenyészeti 1d§ végére. Igazoltuk, hogy a génexpresszidban a gének
transzkripcids szintli szabdlyozdsa jitszik szerepet.

3) A porc métrix dlloményt alkoté molekuldk és a porc differencidldddsi marker
gének expresszidja transzkripciondlis kontroll alatt mkddnek.

4) Inzulin jelenléte meggyorsitotta a cranidlis chondrocyta sejtek termindlis
differencidléddsat, és a porc fehérje gének transzkripcids aktivitdsa is nagy mértékben
megnott.

5) Kimutattuk, hogy a TGF-B2, FGF-2 és inzulin egyiittes hatdsdra a cranidlis
chondrocytdk nagy mennyiségli VI-os tipusi kollagén mRNS-t termeltek, ugyanakkor
a porc-specifikus CMP gén transzkripciondlisan inaktiv. A TGF-B2 és az FGF-2 tehdt
megakaddlyozza, hogy a sejtek a porc differencidl6dds Ia stddiumabdl az Ib-be 1épjenek.

6) A caudilis sejtekben a porc fehérje gének aktivitdsa megemelkedik inzulin
hatdséra, ugyanakkor nem képes hipertr6f dllapotba juttatni a sejteket. A sejtek végss
differencidléddsa tehdt tovdbbi faktorok szabdlyozdsa alatt 4l1.

7) Két olyan in vitro rendszert hoztunk tehdt létre, amely az eddig leirt
sejtkultirdkndl alkalmasabb bizonyos differencidléddsi stddiumok modellezésére (pl.

proliferativ Ic., illetve Ib. és II. stddium kozti 4tmenet).
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I1. Az LP gén promoter 5’ szabdlyozo régidjanak transzkripcios szabdlyozdsdra

iranyulo kisérleti eredményeink az alabbiak:

1) Tranziens expresszids kisérletekben a promoter régié delécids analizisével
bizonyitottuk, hogy a kapcsolé fehérje gén a kordbban azonositott tdvoli promoter
mellett egy kozeli promotert is tartalmaz az elsG exonban.

2) Osszehasonlitottuk a két LP promoter aktivitdsdt tranziens expresszils
kisérletekben. A kozeli promoter 5-szor nagyobb aktivitdssal mikodott mint a tdvoli
minimdl promoter porcsejtekben és fibroblasztban. Ez az ardny kisebb mint 2:1 a
porcdifferencidlodds korai stidiumaét képviseld6 HDM kultira sejtjeiben és 16:1 a késGi
stddiumot modellez6 HC kultira sejtjeiben. Bizonyos differencidléddsi stddiumban a két
promoter kooperativ miikodése figyelhetd meg.

4) Kimutattuk, hogy az LP gén 5’ végi delécids sorozatdnak fragmentjei alacsony
relativ CAT aktivitds értéket mutatnak chondrocyta és fibroblaszt sejtekben, ami arra
utal, hogy a promoter 5’ vég régiéja nem hordoz pozitiv cisz-kontroll elemet, viszont
nagy valésziniiséggel negativ elemeket tartalmaz.

4) Bar a tranziens expressziés kisérletekben fejlodési dllapot-specifikus
kiilonbségeket taldltunk, mind a tdvoli mind a kdzeli promoter aktivitdsdban, mindkét
promoter miikodott az LP gént nem expresszdld fibronlasztokban is. Ez a szovet-
specifikus enhanszer elemek hidnydval magyardzhat6. Az LP gén médsodik promotere az
1. exonon lokalizdlhat6, ami a mesenchymadlis eredetdi sejtekben miikodik. Ennek a
hasznositdsi ardnya legnagyobb sternum chondrocytdkban, mig alacsony egyéb, dltalunk
vizsgélt mesenchimélis sejtekben.

5) A promoterek relativ aktivitdsit pontosabban tiikr6zik a T4 polimerdz primer
extenzids kisérletek, melyek a tdvoli promoter kedvezményezett miikodésére utalnak
sternum chondrocytdkban és a differencidl6dés korai stddiumdt képvisels szovetkultirdk-

ban. A kozeli promoter aktivitdsa azonban megndtt hipertr6f porcsejtekben.
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