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Bevezetés

A porcszdvet a gerinces vazrendszer kialakulasakiEm
mikodésében fontos szerepet bétd@zovettipus. Sejtes komponensei a
chondrocytak, melyek a porcszovetre jellémmakromolekulakat
termelik. Ezek a sejten kivili térben egy jol seaxett, kiterjedt
extracellularis méatrixot (ECM) hoznak létre, ametyeghatarozza a
szovet fizikai és kémiai tulajdonsagait.

A gerincesek vazrendszerének nagy része endochtigndra
csontosodas uUtjan kéfik. Ebben a folyamatban a porcszévet egy
atmeneti struktdra, amely végll teljes mértékbataktil.

Az epifizealis porc és a csontok hosszanti nbvededé&elibtt kor
eléréséig a novekedési koronghoz kdtheAz itt 1éw6 chondrocytak
morfolégiailag és génexpresszid alapjan is elkiif@ti zonakba
rendeddnek, melyek megfelelnek az embriondlis poréfigki
stadiumoknak. A diafiziét legtavolabb talalhaté a forrds chondrocytak
z6bndja. Ezek kicsi, azonos alakl, gyorsan osztéftéks Az oszlopos
proliferativ porcsejtek lassabban osztodnak, osiba rendeidnek,
melyeken lefelé haladva az osztddas intenzitaskkead A proliferaciot
kovetben a sejtek egy atmeneti prehipertr6f zénat alkotAa epifizis-
diafizis hatarhoz legktzelebbéesnagyobb mérét szabalytalan alaku
chondrocytak alkotjak a hipertréf zénat, melynektjsie X. tipusu
kollagén matrixot termelve @&hintazatot szolgaltatnak a betép
osteoblasztoknak a csontos matrix kialakitasahaz.eAdochondralis
csontosodas minden lépésében az adott stadiuremiélmarkergének
kifejezodése figyelhét meg.

Az endochondralis csontosodast szabalyozé legfahlps
transzkripcios faktor a Sox9, amely mar a mesenehysejtek
kondenzéaciéjahoz is nélkulozhetetlen. A Sox9 azokB8Sox6-tal és
mas partner faktoraival egyitt iranyitja a folyaotat

A matrilin csalad tagjai olyan nem-kollagénszéhérjék, melyek
a porcszovet sejtkozotti allomanyanak felépitésalmpn vesznek részt,
hogy kollagéntl fliggs és attél fiiggetlen finom halézatokat alkotnak. Az
ECM szerveédésében betoltétt fontos szerepiikre utal, hogy emind



szovettipus sejtkdzotti allomanyabarbfetdul a csalad egy, vagy tobb
tagja.

A csalad eléként azonositott tagja a matrilin-1. Specifikusan a
porcszOvetben tolt be adaptor szerepet. Mas matrotekulakhoz
(decorin, biglycan, COMP) kétlve részt vesz az aggrecan, valamint a Il.
és VI. tipusu kollagén rostok kozti fonalas haldgatehozasaban. Mas
porcfehérjékdl eltérven, melyek méar a korai proliferativ porcsejtekben
termebdnek, a matrilin-1 csak a ki&és proliferativ stadiuma
chondrocytakban termidik. A gén expresszidjin vivo a ndvekedési
korong proliferativ és prehipertré6f zénaira korlaidik, igy e zénak
markergénjének tekinthiet A csirke matrilin-1 gén hosszd promotere
transzgenikus egerekben a &dp hosszi csontok ndvekedési
korongjanak proliferativ és prehipertrof zonaibényitja az expressziot.
A kifejezédési mintazatra jellenézmég a proximo-disztalis iranyitottsag.

Célkitiizések

Munkank soran arra kerestik a valaszt, hogy a géabkan mar
azonositott szabalyozé elemei kozil melyik és milyeértékben jarul
hozza a szbvet- és féfiési allapotspecifikus kifejédéshez, valamint
hogy azonos, vagy kulonb®zDNS szakaszok felétek-e ezért a
szabdalyozasért. A DNS elemek behatarolasa melieit ia kivancsiak
voltunk, hogy a matrilin-1 gén transzkripciés sagbzasa mennyiben
azonos, illetve tér el mas porc matrix fehérjekétddo génekél (pl.
Col2al).

Kisérleti stratégia

Kérdéseink megvalaszolasa érdekében a kowetkkizérleti
stratégiat kovettik. A mar kordbban leirt regulélémek kilonbox
kombinacidival luciferaz riporter konstrukcidkat ztonk létre, melyek
aktivitdséat tranziens expresszios kisérletekbearkiid sejtkulturdkban
vizsgaltuk. Ezek kdzll azokat valasztottuk ki, ne&lyhatassal voltak a
matrilin-1 gén szovet- és féfési allapotspecifikus expresszibjara.
Ezekkel a DNS elem kombinacidkkalacZ riporter konstrukcidkat



készitettiink, melyekkel pronukleusz mikroinjektakdshoztunk Iétre
transzgenikus egereket, hogy hatasukatvivo vizsgalhassuk. Az
injektalasbol szarmazé alapito, illetve a transigen vonalakbdl
szarmaz6 embribkban hisztologiai mOdszerekkel ity a
génkifejeddés tér- és itbeli tulajdonsagait. E kisérletek alapjan
behataroltuk a mintazatért falel DNS elemeket. A szabalyozasban
résztveww Sox faktorok kdddését in vitro EMSA kisérletekben
vizsgaltuk. Ezt kovélen a vizsgalt szabalyozé elemekben
pontmutaciokat hoztunk létre, melyekn vivo hatadsat szintén
megviszgaltuk transzgenikus egerekben.

Eredmények

1. Kimutattuk, hogy a matrilin-1 roévid promoter Onnddgn
alacsony aktivitasu proliferativ és prehipertréfgeejtekben. Aktivitasat
tavoli homolég és heterolég porcspecifikus enhancelemek
nagymértékben novelik. Alacsony aktivitasa ellengéredvid promoter
kulcsfontossagu a gén ikitett tér —€s idbeli kifejezddésének
szabalyozasabanjtsmég eés, altalanos porcspecifikus enhancer elem
aktivitasat is képes 8kiteni.

2. EMSA kisérletekben igazoltuk, hogy az Ine elemopaBox
motivumai tisztitott, GST-fuziés Sox fehérjékkelpkéek nukleoprotein
komplexet létrehozni. Az 5’ végi Sox Kiitely inkabb Sox9-cel, mig a 3’
végi motivum inkabb L-Sox5/Sox6-tal alkot komplexet

3. A konzervalt elemek pontmutacidinak hatasat aziopsomoter
aktivitasara tranziens expresszios kisérletekbesgéiva igazoltuk, hogy
a Pel elem paros Sox motivumainak mutacioja dramydion csdkkenti
a génexpressziot.  Transzgenikus egér  kisérletekbprdig
megéllapitottuk, hogy az Ine elem Sox mutacidja@rémai hatasu, de
nem valtoztatja meg alapvetn a promoter zénalis és disztalis elemhez
kotods mikodését. Ugyanakkor a Pel elem spacer régidjanak ése
elemen egy nem azonositott faktor dtiglyének mutacidja feloldja a



rovid promoter altal iranyitott gatlast a végtagphaximalis elemeiben,
de a fejbdési allapotspecifikus expressziot nem valtoziagay.

Eredményeink bizonyitjak, hogy a matrilin-1 promote
mikodésében rendkivil fontos szerepet jatszanak adu@@san
konzervalt DNS elemek. A Pel elem paros Sox®Hhelyei és az Ine
elem Sox motivumai esszencidlisak a megbelekifejezddés
irAnyitasaban.

4. A Dpel és Dpe2 elemeket tartalmaz6 tavoli DNS &égqi
nagymértékben noveli a révid promoter aktivitasietve heterolog
promoter aktivitasat is a noévekedési korong megbatdt zonaiba
irdnyitja. Igazoltuk az ebben a régiéban elhelydékepel elem fontos
szerepét a rovid promoter aktivalasdban, illetvandzgenikus egér
adatokkal is alatdmasztottuk, hogy az elem nyolpidé a rovid
promoter elé épitve zonalis kifef@#st iranyit nagyon &s proximo-
disztdlis irdnyitottsaggal.

A Dpe2 elem deléciéja a hosszu promobérinegsziinteti a gatlé
hatast a proximdlis vazelemekben, de a zonasp&xsfimegmarad.

Ezek alapjan elmondhaté, hogy a tavoli elemek sagpecifikus
aktivitassal birnak, de a proximo-disztalis kiloidpsk kialakitasahoz a
rovid promoter elemeire is sziikség van.

5. Vizsgaltuk tovabba Sox és Nfi kiftelyeket tartalmazé introni
elemek szerepét is a gén transzkripciés szabalg§baas Ezek nem, vagy
csak kismértékben novelték a rovid promoter akisat el§sorban a
fejben, ahol mindez és ektopikus kifeje&déssel tarsult. Ezen elemek
szerepe tehat kisebb a matrilin-1 gén transzkripsabalyozasaban.

6. A proximalis promoteren csoportosulé, konzervalt,
szOvetspecifikus szabalyozé elemek kulcsszerepénati@nszkripcios
szabdlyozasaban egyedi tulajdonsaga a matrilinnhedé mivel egyéb
porcmatrix fehérjéket kédolé génekd9al, Col9a2, Collla2, Agcl,
CD-Rap) esetében a proximalis promoter régidban nem i@k
porcspecifikus szabalyozo elemeket.



Az eredmények megvitatasa

Eredményeink igazoljak, hogy a matrilin-1 gén tekmgpcids
szabalyozasa eltér mas porcspecifikus géBeKpt. Col2al, Agc). A
szabalyozasban a rovid promoter kulcsfontossagtibEnnyitja, hogy
6nmagaban képes azoésy altalanos porcspecifikus Col2al enhancer
aktivitdsat is ledkiteni. A rovid promoteren €y evollcidsan
konzervalt szabalyozé elemek (Pel, Ine), melyek ekéb a
chondrogenezis 6f regulatorait (Sox9, L-Sox5/Sox@n vitro kotni,
jatsszak a dont szerepet a gén @Edtett, szovet— és fejtlési
allapotspecifikus szabalyozasaban. A regulal6é dteatthez hasonld, a
TATA-box korili csoportosulasat eddig mas porcf@ghérén esetében
nem irtak le.

A Pel és az Ine elemek Sox motivumaihoz a Sox8dkse
szikséges, de nem elégséges feltétele a mdgfelstinti
génexpresszionak, elt@n példaul aol2al, Agc, Crtll génekél. Ujabb
adataink alapjan a Sox9 aktival6 hatasat a mattilpromoterre az L-
Sox5/Sox6 szinergista és dozisfiiggdédon noveli.

A Pel elem paros Sox motivumai rendkivil nagy hogiét
mutatnak a konszenzus Sox motivummal, ami szintématilin-1 gén
egyedi tulajdonsaga.

Sox és Nfi transzkripciés faktorok és valGsidiyg mas faktorok
kotohelyei talalhatok még a tavoli promoter régiébaelymk hatasat a
rovid promoter elemei kozvetitik.

A dolgozatban targyalt eredmények, illetve a cstijzor ebzéleg

és parhuzamosan végzett kisérletek alapjan feléliitk egy modellt a
matrilin-1 gén szovet— és féfési allapotspecifikus szabalyozasara
vonatkozédan. Eszerint a porcfajés kezdeti szakaszaban a Sox9 a Pel
elemhez kdidik. A kotsdés hatékonysagat az L-Sox5/Sox6 noveli,
melyek ekkor még a Sox9-hez képest kisebb menriygségannak jelen.
A Sox faktorok valoszifleg a DNS konformaciévaltozasat idézilo,el
ami lehebséget biztosit partner faktoraiknak a dditsre. A promoter
aktivitasa a ké&s proliferativ porcsejtekben a legmagasabb, amékBel
és Ine elemeken a Sox faktorok &dése optimalis. Kébbi



stadiumokban, vagy tovabb névelve a L-Sox5/SoxGesgziot a Sox9-
hez képest, a nagy mennyiségben jelénl&Box5/Sox6 akadalyozza a
Sox9 transzaktivaciot, feltelietn a kobhelyekért valé versengés altal.
Nagy Nfi felesleg szintén lecsokkent transzkripcidtivitashoz
vezethet, sztérikus gatlas miatt a TATA motivumedében, vagy gatld
Nfi izoformak kdtdése miatt.

A matrilin-1 gén egyedi szabalyoz6 mechanizmusanak
felderitésével  hozzgjarultunk  olyan  zbénaspecifikuvektorok
kialakitasdhoz, melyek hasznos eszkdzei lehetnek/azrendszeri
betegségek gyogyitasanak.
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