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OSSZEFOGLALAS

A szerz6k egy génmutacion alapulé allatkisérletes modellt ismertetnek, amely alkalmas
osteochondrodysplasidk modellezésére és vizsgalatara. Hasonlé modellek segitséget nyujtanak a human
chondrodysplasiak kutatasaban és genetikai hatteriik felderitésében. A modell a hyalin porc extracellularis
matrixdban el&forduld egyik strukturalis molekula, a link protein célzott mutdacidval kivaltott hianyan, il-
letve annak transzgének altal torténd, kilonbozé mennyiségl visszapotlasan alapul. A homozygota mu-
tacié sulyos chondrodysplasiat eredményez, és letalis. A kiilonb6z6 mennyiségben helyreallitott link pro-
tein szintézis biztositja a tulélést és a skeletdlis elvatozdsok doézis dependens gydgyulasat eredményezi. A
modell a génterapia lehetdségét is magaban hordja.

Kulcsszavak: Allatkisérlet; Extrcellularis mdtrix fehérjék; Génterdpia;
Protein; Osteochondrodysplasidk;

M. Czipri, P. Than, Cs. Vermes: The role of link protein in osteochondrogenesis: an experimental animal
model of osteochondrodysplasia with genetic rescue

Authors present an experimental animal model that is based on a genetic mutation and allows to
model and investigate osteochondrodysplasias. Similar models are helpful in the research of human
osteochondrodysplasias to explore their genetic background. This model is based on the lack of a
cartilage extracellular matrix protein, the link protein and its restoration in different amounts, caused by
the targeted mutation of the link protein gene and its replacement with a transgene. The homozygous
mutation results in severe osteochondrodysplasia and is lethal. When the link protein syntheis is restored
at different levels, it prevents perinatal death and cures the skeletal changes in a dose-dependent manner.

Keywords: Animals; Cartilage; Extracellular matrix proteins;
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Osteochondrodysplasias;

Magyar Traumatoldgia ® Ortopédia ® Kézsebészet o Plasztikai Sebészet ¢ 2015. 58. 2-3. 145



BEVEZETES

Az osteochondrodysplasiak az
osteochondralis  szovetek Orokletes, ge-
neralizalt  fejl6dési  zavarai. Az egyes
chondrodysplasiak el6forduldasa ritka, de
egylttesen az el6forduldsi gyakorisaguk kozel
1/5000 (8). A jelenleg ismert tdbb mint 350
koérkép genetikailag heterogén csoportot alkot.
Ezen kdrképek osztalyozdsa korabban pusztan
klinikai megjelenés és radioldgiai jellegzetes-
ségek alapjan tortént, de genetikai hatterik
robbanasszerl feltérképezése lehetdséget ad
a hasonlé molekuldris hatterl betegségcso-
portok csaladokba soroldsdra, és Ujabb kuta-
tasi irdnyok kijelolésére (8, 13, 17).

A csontrendszer kialakuldsa az embrio-
nalis korban, és novekedése a sziletés utan
dontéen az enchondralis csontosodds me-
chanizmusan keresztil valésul meg. Az emb-
rionalis mesenchyma kondenzaléddsa utdn
chondrocytak jelennek meg és extracellularis
matrix (ECM) termelésiikkel létrehozzak a ké-
s6bbi csontok porcos alapjat. Az enchondralis
csontosodas soran a diaphysisben kez-
dédve a porcsejtek hypertrophyzalédnak,
extracellularis  matrix termelésik meg-
véltozik, erek betorését és ezzel csont
progenitor sejtek érkezését segitve el6. A
folyamat a csontvégek felé haladva létre-
hozza az embriondlis csontok diaphysisét
és metaphysisét, de a végekhez kozeledve a
csontosodasi zonatdl distalisan chondrocytak
proliferacidja indul meg, létrehozva a noveke-
dési porcot. Ezek a proliferalddé porcsejtek a
hypertrophyzalédas el6tt de novo porcot ter-
melnek, amely az epiphysis fuga porcéllo-
manyat alkotja. A novekedési porc folyama-
tosan ujratermel6dd porcdllomdnya megvédi
a porcos epiphysist az elcsontosodastdl, vala-
mint alapot biztosit a chondrocytdk differen-
cidléddsara (prehypertrophia, hypertrophia)
és ezzel biztositja a linedris csontndvekedést.
A porcos epiphysisek centrumaban beinduld
chondrocyta differencidléddssal pedig meg-
kezddédik az epiphysis csontmagok kialakulasa
az el6bbiekhez hasonld események eredmé-
nyeként (5). Ezen Osszetett folyamatok id6ben
és térben specifikus és direkt genetikai kont-
roll alatt allnak (8).

A chondrocytdk altal termelt fehérjék
épitik fel a porc ECM-jét, amelynek épsége

egyik alapfeltétele a hibatlan skeletdlis fej-
I6désnek. A hyalin porc ECM strukturalis
molekuldi a kollagének, proteoglikdnok,
glikoproteinek és gliikézaminoglikdnok. A porc
legfébb fibrillaris alkotoeleme a ll-es tipusu
kollagén, de kisebb mennyiségben mas porc-
specifikus kollagének is jelen vannak, mint a
IX-es és Xl-es tipusu, valamint a kizardlag a n6-
vekedési porc hypertrophyds zéndjaban jelen
levé X-es tipusd kollegén (3, 7). Ezen feheér
jéket kodold gének mutacidja all sok jol ismert
osteochondrodyspasia hatterében (6).

A porc ECM legnagyobb mennyiségben
jelen lévé, nem kollagén tipusi makromole-
kuldja az aggrekan, amely egy nagy molekula-
sulyd, hyaluronsav (HA) kot6 képességgel ren-
delkezd proteoglikdn. A molekuldhoz nagy-
szamu chondroitin-szulfat (glikdézaminoglikan)
oldallanc kapcsolodik, és legfébb jellem-
z6je, hogy egy centralis HA molekuldahoz nagy
szamban kapcsolddva oérids aggregatumokat
hoz |étre. Az aggrekdn-HA kapcsolatot egy har-
madik molekuldris szerepld, a porc link pro-
tein (cartilage link protein, LP) stabilizalja. A kis
molekulasulya (46 KDa) glikoprotein legfébb
tulajdonsaga, hogy HA kotd képességgel ren-
delkezik. Stabilizalé hatdsat ugy fejti ki, hogy
egyszerre kotédik a HA szélhoz és a vele szom-
szédos aggrekdn molekuldhoz (4). LP nélkdl
ezen aggregatumok nagysaga és stabilitasa
jelentésen csokken (12), megvaltoztatva az
ECM Osszetételét és tulajdonsagait. Tekintve
a proteoglikdnok és glikoproteinek szerepét az
ECM felépitésében, az ezeket érinté mutdcidk
kis szdma meglepd. A két ismert aggrekan mu-
tacidra csak az utdbbi idGben derdlt fény (8).
LP mutaci6 mindmaig nem ismeretes egyik
osteochondrodysplasia hatterében sem.

A dolgozat célja egy olyan dllatkisérletes
modell bemutatatdasa, amely bizonyitja a LP
szerepét a chondrogenezisben a fehérje hi-
anya vagy csokkent mennyisége altal elGidé-
zett osteochondrodysplasia vizsgalatan ke-
resztll. Ugyanakkor bizonyitja, hogy a fehér-

jeszintézis helyredllitdsa ddzis dependens
modon gydgyuldst eredményez.
ANYAG ES MODSZER

A jelen tanulmany alapjaul szolgalo,

és aldbbiakban ismertetett kisérleteket a
chicagoi Rush Medical Center, Department of
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Orthopaedic Surgery, Section of Biochemistry
and Molecular Biology laboratériumdaban vé-
geztik.

A link protein gén manipuldciéja

A modell létrehozdsahoz két genetika-
ilag manipuldlt egértorzsre volt sziikség. Egy-
részrél olyan dllatokra, amelyek LP-t kodold
génje célzott mutacié (gene knockout) ko-
vetkeztében mikodésképtelen, ezért fe-
hérjét nem termel. Heterozigdta mutacid
esetén (LP”) az egyedek normaélisan fej-
I6dnek, homozigdta mutacid (LP7") azonban
sulyos osteochondrodysplasiat okoz perinatalis
letalitdssal (16). A heterozigdta tenyészallatot
a National Institute of Health, Craniofacial
Developmental Biology and Regeneration
Branch laboratoriumabdl kaptuk.

Mdsrészrél szikség volt olyan dlla-
tokra, amelyek a LP-t feleslegben termelik.
Ezeket az ugynevezett transzgenikus ege-
reket a chicagoi laboratériumban dllitottuk
el6. A transzgenikus egerek genomja a sajat
link protein génjikon kivil egy porcspecifikus
vektor segitségével bejuttatva tovabbi LP gé-
neket (gén masolatokat) is tartalmazott (2).
A tenyésztés sordn két torzs mutatott stabil
transzgén expressziot, a transzgenikus A és C
torzs (LP™A és LP™C).

A kisérlet soran olyan allatok kitenyész-
tése volt a cél a két torzs (knockout és
transzgenikus) keresztezésével, amelyek sajat
LP génjlket tekintve homozigéta mutansok,
ugyanakkor hordozzdk a transzgént. A te-
nyésztés soran az utdd generaciok egyede-
inek genotipusat meghataroztuk, és mind a
knockout mutaciét, mind a transzgént hor-
doz6 egyedeket kereszteztiik tovabb. A kivant
genotipusu, transzgént hordozdé homozigota
mutansok (LP7794* és [P79%*) a masodik gene-
racidban jelentek meg. Feltételeztiik, hogy a
transzgének altal biztositott fehérjetermelés
potolja a kiesett sajat fehérjetermelést, és te-
rapids hatdssal lesz az osteochondrodysplasia
elvdltozasaira, de legaldbbis elGsegiti az
egyedek tulélését.

A link protein génexpresszio mérése

A porc LP gén expressziojat real-time
quantitative polymerase chain reaction (RT—
QT-PCR) segitségével (Smart Cycler System,
Cepheid, Sunnyvale, CA) mértik. Az anali-
zishez szlikséges komplementer DNS (cDNS)

A link protein szerepe az osteoch rogenesisben

mintakat Gjsziilott egerek porcmintaibol kivont
RNS-t hasznalva allitottuk elé reverz transz-
kripciéval. Minden genotipushoz tartozéan
harom kilonb6z6 alombdl szarmazd, kilenc
allat két fliggetlen mintdjat hasznaltuk, és min-
tanként harom mérést végeztiink. A reakcios
oldathoz LP génspecifikus primereket hasznal-
tunk, és a gén expressziét a dupla szali DNS-
hez kot6dé CYBR green festék fluoreszcenci-
ajat valds id6bzn (reai tirne) mérve hatareztuk
meg.

A link protein mérése

Az LP fehérje termelés detektdldsa és
gantitativ analizise Ujszilott egerek skeletalis
szOveteib8l készllt extraktumokon, Western
blot segitségével tortént. Genotipusonként
harom vagy négy alombdl szarmazé, 9 éllat fe-
hérjemintdin végeztiink méréseket, mintan-
ként harom alkalommal. A mélyfagyasztott
és poritott porc mintakbdl a fehérje extrakcid
4 molos guanidinium klorid oldatban tor-
tént, majd a mintak azok dializise, liofilizalasa
és normalizaldsa utan keriltek felhaszndldsra
Western blot analizishez. A fehérjéket 10%-os
SDS-polyacrylamide gélen szeparaltuk, majd
nitrocelluléz filterre valé atvitelt kovetGen
nyulban termeltetett LP ellenes poliklonalis
antitestekkel kezeltik. A masodjara hozza-
adott, peroxidazzal jel6lt, kecskében termel-
tetett nyul-ellenes antitest a végiil hozzdadott
luminol szubsztrattal kemilumineszcens reak-
ciét valtott ki. A felszabaduld fényjelenséget,
amely aranyos a minta LP tartalmaval, ront-
genfilmen rogzitettiik. El6hivas utan az ered-
ményeket PDI gél scanner és szoftver segit-
ségével értékeltik (Protein Database Inc.,
Huntington Station, NY).

Morfoldgiai vizsgalatok

Az osteochondralis szovetek hisztoldgiai
vizsgalathoz kéthetes egerekbdl késziilt met-
szeteket haszndaltunk. A mintakat 10%-os for-
malinban fixaltuk, majd 12 napig 4 °C-on
10%-o0s EDTA oldatban vald dekalcinalas utan
paraffinba agyaztuk. A metszetek festése
safranin O és fast green kombindcidjaval tor-
tént. A készitményeket fénymikroszképpal
het$ valtozasait az allatokrol készilt réntgen-
felvételeken tanulmanyoztuk.
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Statisztikai analizis

Leiré statisztikat alkalmaztunk a csoport-
atlagok, standard devidciok megdllapitdsara.
Tobb csoport 0Osszehasonlitdsandl MANOVA
analizist végeztiink, két kijelolt csoport Gsz-
szevetésénél Student T tesztet alkalmaztunk
Bonferroni korrekcidval. A szignifikanciat a
p<0,01 szinten allapitottuk meg. A statisztikai
szamitdsokat az SPSS 10.0 statisztikai prog-
rammal végeztiik (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)

EREDMENYEK

A genetikailag manipuldlt egerek tulélése

A Kkiindulasi feltételezésnek megfelel6en
azok az egyedek, amelyeknek sajat LP ter-
melésiik a homozigéta mutdcid miatt nem
volt, de valamelyik transzgént hordoztak
(LP7™4* vagy LP7™%) tuléltek. Killénbség volt
azonban a tulélési aranyokban annak meg-
felel6éen, hogy a tulélést biztositd transzgén
az A, vagy a C transzgenikus torzsbél szarma-
zott. A tulélési ardnyok a harmadik genera-
cidban stabilizdlédtak ugy hogy az A transz-
gént hordozd homozigdta knockout egerek
(tulélé A csoport) aranya 12,9%, a C transz-
gént hordozé homozigéta knockout egerek
(tulélé C csoport) aranya pedig 21,1% volt az
dsszes élve sziiletésre szamitva. Osszehason-
litdsul, a szelektiv tenyésztés soran a Mendeli
szabalyok szerint, valamint a homozigéta mu-
tansok szlkségszer(i perinatalis pusztula-
saval is szamolva a harmadik generacidéban
varhaté tulélési ardny 29,3%-ban jésolhatd.

A genetikailag manipuldlt
génexpresszidja és protein termelése

egerek

Heterozigbta knockout egerekben (LP*?)
az LP génexpresszié kevesebb, mint fele
volt mérhet6, mig a fehérjetermelés 54+7%
volt a vad tipusd (LP**) kontrollhoz képest
(1. A-C dbra, 2. oszlop), ugyanakkor ezen
egerek skeletalis fejl6dése, és sziiletési ardnya
fiziolégias maradt. A homozigdta I.P deficiens
egerekben (LP”) sem LP génexpresszio,
sem fehérjetermelés nem volt kimutathato
(1. A—C dbra, 3. oszlop). A real time PCR
mérések nem igazoltak magasabb LP
génexpressziét a transzgenikus A tdrzsben
(LP™") (1. A dbra, 4. oszlop). Ugyanakkor
a termelt LP fehérje mennyisége mintegy
50%-kal (48+24%) magasabb volt, mint a
vad tipusu kontrollban (1. C dbra, 4. oszlop).
A transzgenikus C torzsben (LP™¢) az LP
génexpresszié legaldbb haromszoros volt
a kontrollhoz képest (1. A dbra, 5. oszlop).
Ugyanitt, a megnovekedett génexpresszidval
tarsultan a porc LP fehérje tartalma 153+21%-
kal volt magasabb (1. C dbra, 5. oszlop).
Mindkét tulélé csoportban alacsonyabb volt a
mért LP génexpresszid a vad tipusu kontrollhoz
viszonyitva ugy, hogy nem vart mdédon a tulélé
A csoport (LP7/™**) génexpresszidja maga-
sabb volt, mint a tulélé C csoport (LP7™)
génexpresszidja (1. A dbra, 6-7. oszlop). Ezzel
ellentétben az LP fehérjetermelés a tuléls C
csoportban volt magasabb, a kontrollhoz ké-
pest annak valamivel tobb, mint fele (5616%)
(1. C dbra, 7. oszlop). A tulélé A csoportban
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A RT-QT-PCR

relativ génexpresszid

B genotipusok

46
D . - - L
1

2 3 4 5 6 7

3
C *%
Western blot
2.51
8
T 27
g *%
Q
o
% 1.5
s 2.53
g 1 *%
*%

genotipusok

1. gbra
LP génexpresszio és fehérjetermelés quantitativ analizise. A génexpresszié mért kiilénbsé-
geit az A, a fehérjetermelés mért kiilénbségeit a C dbra foglalja 6ssze. Mindkét esetben az
adatok a kontroll vad tipushoz viszonyitott relativ expressziot mutatjdk. A B dbra egy repre-
zentativ Western blot analizis eredményét szemlélteti. A szignifikdns kiilbnbségeket kettds
csillag jeléli (**=p<0,01).
A kiilbnbéz6 genotipusokat jel616 szamok:
1. kontroll vad tipus (LP**);
2. heterozigdta LP knockout (LP*-);
3. homozigéta LP knockout (LP”);
4. LP transzgenikus A (LP™*);
5. LP transzgenikus C (LP™);
6. tulélé A csoport (LP7%);
7. tulélé C csoport (LP779%);
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ennél kevesebb, csupan 14+3% volt mérhet6
(1. C dbra, 6. oszlop). A fehérjetermelés val-
tozdsai minden csoportban szignifikdnsak
voltak (p<0,01) a vad tipusu kontrollhoz ké-
pest. Szignifikans volt (p<0,01) a kilonbség a
két transzgenikus torzs és a két tulélé csoport
kozott is (1. C dbra, 4-5. és 6—7. oszlop).

A tulélé csoportok fenotipusa

A két kiilonb6z6 tulélé csoportban (A és
C) a transzgének (TgA és TgC) altal biztositott
fehérje produkcio eltéré szintjének megfele-
I6en szignifikdns kiilénbségek voltak megfi-
gyelhet6k. Azon tulmenden, hogy az alacso-
nyabb LP szintézist mutatd A csoport tulélési
aranya elmaradt az erésebb C csoport tulélése
mogott, ezeket az allatokat szignifikdnsan su-
lyosabb osteochondrodysplasias elvaltozdsok
jellemezték. A tulélé A csoport egyedei sziile-
téskor joval kisebbek voltak tarsaiknal. Mind a
torzs, mind a végtagok rovidebbek voltak, és
jelent@s kulonbségek voltak a fej nagysagaban
és alakjaban. Az dllatok orra megrovidlt, a fej
anteroposterior atmérgje kisebb volt, az agy-
koponya kupolaszerli megjelenést mutatott.

vad tipus
(LP +/+)

tulélé A csoport
(LP -/-TgA+)

A torpe novés az egyedek fejl6dése soran
egyre kifejezettebbé valt. A hosszu csoves
csontok epiphysis magjai késve jelentek meg,
de a csontok meta-, és diaphysisén nem voltak
morfoldgiai eltérések (2. B—C dbra), eltekintve
az atlagosan 15%-os roviduléstél. A gerinc csi-
golyatestei ellapultak (2. A dbra), és jelent6s
sagittalis siku gorbuletek alakultak ki, amelyek
az életkor elérehaladtaval fokozddtak. A felsé
thoracalis szakaszon hyperiordosis, az alsé
thoracalis szakaszon hyperkyphosis alakult ki.
A tulélé C csoportban ezzel szemben csak na-
gyon enyhe skeletalis elvaltozdsok voltak meg-
figyelhet6k (2. A—C dbra).

A novekedési porc felépitésében is je-
lent6s eltérések voltak, elsGsorban a
tuléléd A csoportban (2. D dbra). A nove-
kedési porc kiszélesedett és joval sejtsze-
gényebb volt a kontrollnal, de a C csoport
osteochondrodysplasidsaihoz viszonyitva is. A
porcsejtek szamanak csdkkenése megfigyel-
het6 volt a proliferacids, a prehypertrophias,
és a hypertrophias zéndban egyarant. A sejtek
oszlopokba rendezédése a hypertrophids z6-
naban megmaradt, de a masik két zénaban

tulélé C csoport
(LP -/-TgC+)

2. dbra Kéthetes egerek gerinc (A) és térd (B) rontgenfelvételei, valamint térdiziiletek (C) és proximalis tibia
névekedési porcbdl késziilt metszetek (D) safranin O/ fast green festéssel. Vonalak: C. 1mm, D. 200um.
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tobbé-kevésbé fellazult, amely a noveke-
dési porc strukturajanak feloomlasat eredmé-
nyezte. A szlkségszerlien megndvekedett
mennyiségli ECM proteoglikdnokhoz kétédé
safranin O fest6dése megmaradt mindkét
tulélé csoportban. A kalcifikaciés zonaban ki-
alakuld csontgerendak is els6sorban a tulélé A
csoportban voltak vékonyabbak.

MEGBESZELES

A humdn osteochondrodysplasiak azon
csoportjat, amelyek hatterében a porc
extracelluldris matrixdnak strukturalis fe-
hérjéit kodold gének mutacidja all, meg-
lehet6sen jol ismerjik. Ezek dont6 tobb-
ségét a porcspecifikus kollagének gén-
mutaciéi okozzak (17). A porcban legna-
gyobb mennyiségben jelen Iévé Il-es tipusu
kollagént kodold gén mutdcidi okozzdk a
spondyloepiphysealis displasia (SED) csoport
kérképeit. Ide tartoznak a spektrum sulyosabb
végét képviseld ll-es tipusu achondroplasia és
hypochondrogenesis, a kozepes sulyossagu
SED congenita valamint a Stickler és Kniest
dysplasidk. A spektrum enyhébb végén a SED
tarda all (6). A IX-es tipusu kollagén defektusai
multiplex epiphysealis dysplasidk (MED) két
vagy tobb variansat is okozzak (6). A Xl-es ti-
pusu kollagén mutdcidja okozza példaul az
oto-spondylo-megaepiphysealis dysplasiat,
mig a X-es tipusu kollagén mutacidja Schmid-
féle metaphysealis dysplasiat eredményez (6,
8, 13). A porc ECM glikoproteinjeit érintd is-
mert mutaciok egyike a cartilage oligomeric
matrix proteint (COMP), a masik a matrilin—3
fehérjét kddold géneket érinti. A COMP mu-
tacio felelés a pseudoachondroplasia és
a Fairbanks tipusu MED kialakuldsdért, a
matrilin—3 gén mutdcidja is egy MED varianst
okoz (8, 13, 17). Sokdig az egyetlen ismert
proteoglikdn mutacid a perlekant érintette
(dyssegmentalis dysplasia, Schwarz—Jampel
szindroma) (13), és csak az utébbi idGben de-
ralt fény a porc legfébb proteoglikanjanak,
az aggrekdnnak a mutacidira. Két korkép tar-
tozik ide: egy atoszomalis domindns oroklé-
désl, enyhe ardnyos alacsonyndvést és korai
arthrosist okozd Kimberly-féle SED, és egy su-
lyos torpeséggel és facialis dysmorphismussal

(arckoponya hypoplasia) jaré recessziven
orokl6d6, ugynevezett aggrekdn tipusu
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spondyloepimetaphysealis dysplasia (8). Is-
merve az aggrekan, mint strukturdlis épitd-
elem jelentGségét a porc ECM orids aggrega-
tumainak felépitésében és a porc mechanikai
tulajdonsagainak kialakitasaban, valamint is-
merve hogy ezen funkcidhoz szlikség van egy
masik strukturdlis glikoproteinre a HA szalhoz
valé kot6dés stabilizdlasahoz, joggal feltételez-
hetjik, hogy ezen stabilizdlé6 molekula, az LP
defektusa is okozhat poic strukturdlis eltéré.
seket és human osteochondrodysplasiat. Meg-
jegyzendd, hogy a molekula szerepét human
osteochondrodysplasiak hatterében kordbban,
az akkori tuddsnak megfelelGen, kizartak (11).

A humdn korképekkel pdrhuzamba al-
lithatok 4allatokon (jelen esetben egereken)
kialakulé6  osteochondrodysplasidk, = ame-
lyek vagy természetesen el6forduld spontdn
mutdcidkon, vagy mesterségesen elGidé-
zett mutdciokon alapulnak. Egereken is-
mert a Xl-es tipusu kollagén mutacidja altal
okozott autoszomdlis recessziv 6roklédés
osteochondrodysplasia (cho egerek). Az érin-
tett egyedek végtagjai aranytalanul meg-
rovidiltek, szajpadhasadék és pulmonalis
hypoplasia jellemzi &ket. Sziletéskor a tra-
chea kollapszusa haldlt okoz (10). Egy masik is-
mert autoszomalis recessziven 6rokl6d6 mu-
tacid az egér aggrekan gént érinti, és szintén
letalis osteochondrodysplasiat okoz (cmd
egerek). Az érintett egyedek aranytalan torpék
rovidilt végtagokkal, szajpadhasadékkal, ro-
vidilt orral és a sziletéskor légzési elégte-
lenség miatti halallal (14). A heterozigétakon
hosszu tdvon gerincdeformitdsok alakulnak
ki enyhe torpeség mellett (15). A ll-es ti-
pusi kollagén célzott mutacidja a fenti-
ekhez hasonlo osteochondrodysplasias
fenotipust és perinatalis letalitdst okoz (9).
Az LP mesterségesen elGidézett célzott mu-
tacidja a homozigdta egyedeken sulyos le-
talis osteochondrodysplasiat okoz, de a
heterozigdtak normalisan fejl6dnek (egy ilyen
heterozigdéta szerepelt a jelen tanulmany ki-
sérleteinek egyik kiinduldsi pontjaként). Az
érintett allatok torzse és végtagjai megrovi-
diiltek, a fej jellegzetesen kupolaszerli megje-
lenést mutat megrovidiilt orral. A perinatalis
letalitasért itt is a |égzési elégtelenség felelGs,
amit a respiratorikus rendszer porcos eleme-
inek fejletlensége okoz (16). Lathatdé tehat,
hogy minden egyes strukturalis molekula teljes
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hidnya sulyos letdlis osteochondrodysplasiat
okoz, ami nem ad lehetGséget a csontrend-
szer fejlédésének tovabbi tanulmanyozdsara
Ujszlott kor utan. A mutacidra heterozigdtak
fenotipusa ugyanakkor fizioldgias.

A jelen tanulmanyban ismertetett allat-
modellen az LP szintézis kulonb6z6 meny-
nyiségben torténd helyredllitdsa  képes
volt megvaltoztatni a sulyos kimenetel(i
osteochondrodysplasiat. A transzgének altal
diktalt LP fehérjetermelés biztositotta a homo-
zigdta knockout egerek tulélését, és azok fel-
nétt kort értek meg. Ezen tulmenden, a ter-
melt LP mennyiségétél fliggden enyhiltek
az osteochondrodystrophids elvaltozdsok. A
tulélé A csoportban, ahol a fehérjetermelés a
normalis szint 14%-a volt, az egyedek ugyan
tuléltek, de markans osteochondrodysplasias
elvdltozasokat mutattak. A torpendvés a
végtagok és a torzs jelent8s rovidulésével,
platyspondylidgval és gerincdeformitasokkal
jart, az arckoponya hypoplasiajaval egyitt. Ez
a fenotipus a legtobb hasonlésagot a human
SED csoportba tartozd kérképekkel mutat,
amelyeknek jellegzetességei a rovidilt torzs
és végtagok okozta torpendvés, valamint
maxillofacialis hypoplasia, szajpadhasadék,
szem és belsé ful eltérések (1). A legjobb
analégidt a kozepesen sulyos human SED
congenita nyUjtja, ahol a torzs és végtagok je-
lentésen rovidiltek, az ossificatio megkésett
(egérben: lasd 2. B dbra), platyspondylia alakul
ki (egérben: lasd 2. A dbra), dorsolumbalis
kyphosis  és  kyphoscoliosis  (egérben:
thoracalis hyperlordosis és hyperkyphosis)
van jelen. A tulélé C csoportban, ahol a nor-
malis fehérjetermelés 56%-a volt mérhetd,
rendkivil enyhe skeletdlis elvdltozasok ma-
radtak vissza, amely az LP hidnya altal kival-
tott osteochondrodysplasia sikeres génterapi-
ajat jelenti.

Modelliinket Osszevetve az irodalomban
fellelhetd, és kordbban emlitett, spontan vagy
mesterségesen eldidézett porc ECM protein
mutdcion alapuld osteochondrodysplasia mo-
dellekkel, az alapvet6 kiilonbség a kivalto fe-
hérje hiany ,szabalyozott” volta. Lathato, hogy
minden egyes strukturalis molekula (Xl-es és
ll-es tipusu kollegén, aggrekan, LP) teljes hi-
anya sulyos letdlis osteochondrodysplasiat
okoz (9, 10, 15, 16), ami nem ad lehetdzégetl
a csontrendszer fejlédésének tovabbi tanul-
manyozasara Ujszilott kor utan. A mutdcidra
heterozigétak fenotipusa ugyanakkor fiziolo-
gids. A szerz6k tudomasa szerint az itt bemu-
tatott modell egyediilallé abban a tekintetben,
hogy lehetdséget ad az osteochondrodysplasia
jellegzetességeinek nyomon koévetésére szi-
letés utan, valamint tdmpontot ad arra vonat-
kozdan, hogy egy adott strukturalis molekula
milyen mérték( hidnya vezet letalitashoz, vagy
csontrendszeri eltérések megjelenéséhez.

Eredményeink bizonyitjak egyetlen
strukturalis protein jelent6ségét a porc
ECM  szerkezetének fenntartdsdban, a
chondrogenezisben és a skeletalis fejlédésben.
Annak ellenére, hogy az LP szerepére human
osteochondrodysplasiak kialakuldsaban
mindmadig nincs bizonyiték, nem kizarhato,
hogy létezik olyan osteochondrodysplasia,
amelynek okozdja az LP gén mutdcidja. Mo-
dellink alapjan spondyloepiphysealis meg-
jelenés joésolhatd, és valdszinlileg recessziv
oroklésmenet. Az is lehetséges azonban, hogy
az LP szerepe tulmutat egy egyszerd struk-
turalis ECM molekuldn, és kiesése mar az
intrauterin élet soran sulyos kovetkezmé-
nyekkel jarva magzati haldlozdshoz vezet, ami
az osteochondrodysplasias fenotipus klinikai
megfigyelését lehetetlenné teszi.
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