Munkacsoportunk egyik kutatdsi témaja a csirke matrilin-1 gén (Matnl) expresszids
szabalyozasanak vizsgalata. A matrilinok csaladja egyike az extracellularis matrix kialakitasdban
résztvevo fehérje csaladoknak és négy képviseldje van (Matnl, Matn2, Matn3 és Matn4), melyek
koziil a legjobban jellemzett, a Matnl, a porcos vazelemekben fejezodik ki. A matrilin-1 gén
egyedi sajatossaga, hogy expresszidja csak bizonyos fejlddési stddiumi porcsejtekre és a
novekedési korong meghatarozott (proliferativ €s prehipertrof) zonaira korlatozodik. E sajatos
kifejez6dés miatt a matrilin-1 gént fejlodés- és szovetspecifikus marker génnek tekinthetjiik. A
gén szabalyozo régidja igen komplex magaba foglal egy 2011 bp-os promoter régiot és egy 1819
bp-os introni szakaszt is. Ezek a DNS régiok a kotOhelyei a csontndvekedés szabalyozasaban
fontos szerepet jatsz0 morfogéneknek és novekedési faktoroknak. A porc-specifikus
génexpresszid szabalyozasban kiemelkedd szerep jut a HMG-box DNS-kétd doménnel
rendelkez6 Sox transzkripcios faktor csalad tobb tagjanak (Sox9, Sox5, Sox6). A Sox9 felelds a
transzkripcids faktoranak tekinthetd, jelenléte elengedhetetlen a SOXS ¢és SOX6 gének
bekapcsolasahoz. A matrilin-1 génexpresszidjahoz mindharom Sox fehérje sziikséges.

Korébbi transzgenikus egér kisérletekben a csoport kimutatta, hogy a specifikus transzgén
kifejezddéshez elegendd akar a tavoli promoter régiok, akér az introni régiok révid promoterhez
torténd kapcsoldsa. Magas szintli expresszidhoz viszont mindharom régid egyiittes jelenléte
sziikséges. A génexpressziot szabalyozé DNS elemek pontosabb behatarolasa soran elvégzett
szamitogépes szekvenciaanalizis alapjan tobb, az amniotaknal erésen konzervalt, DNS szakaszt
azonositottak a TATA motivum kozelében (Pel, Ine) valamint a tavoli promoter régidoban (Dpel,
Dpe2).

Feladataim kozé tartozott:

1. a tavoli szabalyozd régidok feltérképezése ¢és a rovid promoter elemeivel kialakitott
kolesonhatasanak tanulmanyozésa, a kérdéses DNS-elemek beépitése a rovid matrilin-1
promoter altal meghajtott Luciferaz gén elé, ezéltal tranziens expresszids kisérletek
végrehajtdsara alkalmas vektorok Iétrehozasa a DNS-elem funkciondlis €s mutacios
analiziséhez, valamint kotranszfekcios kisérletekhez,

2. a funkcionalis kisérletekben miikodé DNS elem DNS-fehérje kdlcsonhatasainak vizsgalata in
vitro: EMSA, supershift, sejtkivonatok és GST-fuzios, tisztitott fehérjék segitségével,

a jellemzett DNS-elemekhez k6t6do 0y transzkripeids faktorok azonositésa szilard hordozohoz
rogzitett kétszalu oligonukleotidok és MALDI-tomegspektroszkopia, illetve kromatin
Immunprecipitacio segitségével.

1. A tranziens expresszids ¢€s kotranszfekcios kisérletekben két vektort hasznaltam
viszonyitasként: a révid matrilin-1 promoter (a -334 + +67 promoter régio) altal meghajtott
luciferaz riporter-gént tartalmazo6 vektort (FO15Luc), illetve teljes hosszusagu, 5' végi matrilin-1
promoter (a -2011 + +67 promoter régid) altal meghajtott luciferdz riporter-gént tartalmazo
vektort (ACS8Luc). A konstrukciok szovetspecifikus aktivitdsat nagy denzitasi mesenchyma
sejtkultaraban (HDM), csirke chondrocita kultardkban (CEC) és csirke fibroblasztokban (CEF)
vizsgaltam. Az AC8Luc magas szovetspecifikus aktivitassal bir: 18x nagyobb riporter aktivitast
mutat chondrocitdkban, HDM kultaraban csak 1,5x aktivabb, mig fibroblaszt kulturaban kozel
azonos aktivitasa, mint az FO15Luc.

A tavoli szabalyozo régio feltérképezését olyan konstrukcidk létrehozasaval kezdtem, melyekben



a 2011 bp-os promoter egyre rovidebb szakaszait az FO15Luc vektor rovid matrilin-1 promotere
elé épitettem. A 15FO-PSLuc x9kban achondrocit (948-€<x2 2011-) , a 15FO-PBLuc €< 2011-)
x6 (1134, a 15FO-PELuc 15mind az FO ,st mutatottax nagyobb aktivit7,5 (1394 €22 2011-)Luc,a
I15FO-PHLuc s a¢ A HDM .an alacsony voltohoz hasonlésa a kontrolldaktivit (1741 €<% 2011-)
A magasabb chondrocita .sérétt alig volt elt6zosok kdkban a riporter aktivitarafibroblaszt kult
g ¢ksiira szaszakasz (1394 €2 2011-)os -bp700bb alegal 6giévoli promoter rat a tart tehésaaktivit
€221863-) 11t Dpeatt konzervozota fajok kdjelen az amni Ebben a fragmentumban vannak .van
k érjéfeh 6Sox ,5Sox Otok-melyeken a DNS ,elemek is-DNS (1644- €221717-) 2s Dpeé¢ (1807-
nak asdelem hat-t DNSEA k .lnidinak nyomait Ilehet megtalaszekvenci Ofelismer
60z6hord (4€<x21)nyban aldébb pon toliikk-noliiemeket ktettem ezen eliszéhoz elkasanyozatanulm
I5FOLucltam a érletekben vizsgésis kos tranziens expresszié¢ s vektorokatotranszfekci talap
t aasaelemek porcspecifikus hat 2s Dpeé 1Dpeluciferdza ,Azt tapasztalatam hogy .sradaktivit
4 ,staz aktivitavelte a porcspecifikus luciferomegn (x14)sen 6te jelentés jelenlapiok 3 1Dpe
ami ,stan aktivitég-ltal hajtott riportera promoter 1-vid matrilindvelte a ron (x24)ban pedig 4piok
8g az ACémLuc 15FO-1A Dpe .t is meghaladtaasaaktivitLucban apidk lmely ) Okonstrukci
,Janéx volt nagyobb a kontroll1,5ssze 6sa mindéporcspecifikus aktivit (elemet 1tartalmazta a Dpe
Otartalmaz ,elemet lbenne a Dpe ,tégiévoli promoter ravidebb tdgott a legraami egybev
15FO-PHLuckban nem ast chondrocitdben ilyen hatéelem eset 2A Dpe .valaséhat 6lavektor aktiv
.san aktivitég-a riporter ¢kban emelkedett meg kissdrtbb a HDM kultéitt ink ,tapasztaltam
,2,1 (1609- €52 1902-)os DNS szakaszt -bp 90 6tdsszekd illetve az azokat ,t elemeté Amikor a k
15nyban az FO4ldép 4illetve Lucnok csirke chondrocyta 6s kléapott transzfekcia k ,tettemipé ba-
15mint FO ,x volt nagyobb3ben is alig épia esetok 4g ésa mav aktivitirt relatékban marukultLuc
Oelemet tartalmaz 1Dpe 4r anyban a maldép 2vagy ,lelemet 2Ha viszont a Dpe .sadaktivit
gy i) ézopromoter k 1-vid matrilinds a ré elemek lem be a Dpetettipé be-ns DNSarekombin
15FO-2Dpe-1Dpedkapva a Luc15FO-2Dpe2-1Dpedilletve a ,Lucz aa lucifer (katokonstrukei
nok o0kl oelemeket tartalmaz lkkent a csak Dpeodkal cs-%52tlag & banarus CEC kultaaktivit
15sen meghaladta az FO6gy is jelenti gér méab ,(re-x111 6r-x24a ) pestéhoz kasaaktivitLuc
melyek ,tddnek teh6tds faktorok koelemhez olyan transzkripci 1A Dpe .tasaaktivit
s € tveisegben eldfeltehet ,t porcsejtekbenasavid promoter aktivitovelik a rokben nérténagym
s ¢ Imint a Pe ,vid promoter elemeivelot a rasanhatélcsovoli promoter elemek kat lva aastabiliz
Ikkenti a Dpedcs -kben értém Oggiil fotadjom ocida kombin -elem ezzel szemben 2A Dpe .Ine
.tasahat 6laelem aktiv
A Dpel szerepét a porcspecifikus aktivitdsban az is aldtdmasztja, hogy ha a Dpel elemet
kivagtam (a -1850+-1739 poziciok kozotti DNS szakasz, ADpel/2-AC8Luc konstrukcio) az 571 £
végi szabalyozo régio chondrocita specifikus aktivitasa a felére csokkent (8,3x volt nagyobb az
FO15Luc-énal), mig a CEF kultirdkban mért /uciferdz aktivitas valtozatlan marad. Ha a deletalt
szakasz a -1926[1 €1745 poziciok kozotti régiot érintette (ADpel/1-AC8Luc), a porcspecifikus
aktivitas az AC8Luc aktivitasdnak kozel harmadara csokkent (csak 5,2x volt magasabb, mint az
FO15Luc) és tobb mint felével lett alacsonyabb a HDM kultiraban mért luciferaz aktivitas is.
Ezek az adatok azért is fontosak, mert a Dpel és Dpe2 elem kozvetlen kozelében egyéb, kevésbé
konzervalt, de irodalombdl ismert cis-szabalyozoé aktivitassal bir6 DNS motivumok is
azonosithatok. Ilyen a Dpel elemtdl 5[ f idnyban elhelyezkedd potencialis IKAROS kotShely
(mely a ADpel/1-AC8Luc konstrukcidébdl a Dpel elemmel egyiitt hianyzik), illetve a Dpel
elemtdl 301 f idnyban taldlhato AEF faktor felismerdhely (-1788 pozicid), vagy a Dpe2 elemben
talalhaté masik AEF motivum (-1700 pozicio). Mivel ezek a felismerdhelyek igen kozel
fekszenek a konzervalt DNS motivumokhoz, feltételezhetjiik, hogy a hozzajuk k6tddd fehérjék



kolesonhatasba 1épnek egymassal és ezaltal transzkripeid szabalyozé hatasuk lehet. Erre utal az
is, hogy AIKAROS-ACS8Luc konstrukcidé chondrocita specifikus aktivitdsa az AC8Luc-énnak
valamivel tobb mint a felére csokkent és 7,6x volt magasabb az FO15Luc-énal. Ezzel szemben
ahol az IKAROS ¢és a Dpel elem is hianyzik (A Dpel/1-AC8Luc) csak 5,2x magasabb
riporter-gén aktivitast mértem. Végiil a Dpe2 elem delécioja az 5° végi régio porcspecifikus
luciferaz aktivitasat 42%-kal csokkentette, ami meglepd annak fényében, hogy maganak a Dpe2
elemnek inkabb gatld hatasat figyelhettiik meg.

A tavoli promoter elemek és a TATA motivum kozeli DNS elemek (Pel, Ine, SI) kozotti
kolcsonhatas vizsgalatara a Pel, Ine és SI elem in situ mutagenezisére volt sziikség. A bevitt
pontmutaciok a csoportban elézdleg elvégzett DNasel ¢és genomi footprinting, valamint
metilacids interferencia analizis alapjan lettek megtervezve és transzkripcids faktorok (Sox, NFI)
kotohelyének elrontasat céloztdk meg. A Pel elemen korabban kétféle valtoztatast hajtottak
végre: a PelM1 mutacio az elem egyik Sox- kotohelyét tette tonkre, a PelM4 mutacié a
kotohelyek kozotti 6sszekotd szakaszt. Az Ine elembe egyenként haromféle mutéciot vittek be,
melyek koziil az IneM2 az Ine elem Sox kotését teljesen tonkretette, mig az Sl-en elvégzett
mutaciok egy NFI kotohelyet valtoztattak meg. Mivel a tavoli promoter elemekkel valo
kolcsonhatasra  voltunk kivancsiak a mutaciokat az ACS8Luc, illetve PS-FO15Luc
konstrukciokban talalhaté rovid matrilin-1 promoterbe vittem be és a klonok szdvetspecifikus
aktivitasat tranziens expressziokban vizsgaltam. Eldallitottam az FO15Luc PelM1-IneM2 és a
PelM1-SI2dm, valamint PelM4-SI2dm mutans formait és a nekik megfeleld6 AC8Luc
valtozatokat is, ezeket szintén tranziens expressziokban teszteltem.

A PelM1 mutacié mindkét hossza promoteres konstrukcidban tizedére (majdnem az FO15Luc
szintjére), mig a P1M4 mutacidé hozzavetdleg kétharmadara csokkentette a porcspecifikus
aktivitast és alig valtoztatta meg a HDM kultiraban és a fibroblasztokon mért riporter-gén
aktivitasokat. Az SI elem mutacidja minden altalunk vizsgalt sejtkultiraban jelentdsen (6todére a
HDM ¢és fibroblaszt, tizedére a chondrocita kulturak esetében) csokkentette a riporter gén
aktivitast, jelezve, hogy a korabban gatld hatastinak hitt NFI transzkripcios faktor kotddése
mutacidja az AC8Luc aktivitasat minden sejtkultiraban az FO15Luc aktivitasi szintje ala
(Pe1M1-SI2dm), illetve annak kozelébe (Pe1M4-S12dm) vitte. Mindez arra utal, hogy a két
faktor egyiittes jelenléte sziikséges a jelentds szintii porcspecifikus génmitkddéshez és tavoli
DNS-elemek aktivalo hatasanak kozvetitéséhez, bar adataink arra utalnak, hogy az SI-elemnek
inkabb 4ltaldnos aktivald hatasa van. A A PelMI1- A IneM2-AC8Luc mutf#s porcspecifikus
aktivitfBa szint§%FO15Luc porcspecifikus aktivitfEfl mozog egy szinten.

Korabban a csoport igazolta a LIE1 elem kdlcsonhatasat Sox9 és NFI fehérjékkel, de szerepe
ellentmondasos volt, mert transzfekcids kisérletekben tobb kopidban sem ndvelte a homolog
minimal promoter porcspecifikus aktivitadsat. Ezeknek az elemeknek a hatdsat ezért olyan
vektorokon vizsgaltuk, melyekben az introni elemeket a nagy aktivitasu Col2al gén 48bp-os
enhancer elemével kombinaltuk. Az alapa 8xE15,1-FO15Luc plazmid volt, amit a tobb

kopids Col2al enhancer elem matrilin-1 révid promoter elé épitésével kaptunk és 97x nagyobb
porcspecifikus aktivitast mutatott, mint FO15Luc. A transzfekcios adatok alapjan a
8XE (1241 -8XLIE1-FO15Luc konstrukcio viselkedése mindharom tipust sejtkultiraban

Iényegeben azonos volt a kiindulasi, 8XE - 15,1-FO15Luc konstrukcioeval, vagyis ebben a
kornyezetben a LIE] elem hatasa nem érvényesiilt. A 8XE - 15, 1-8x102-FO15Luc konstrukcio
azonban HDM kultaraban 75%, CEC kultaraban 77% és CEF kulturaban 84%



aktivitascsokkenést okozott, ami a transzkripcids szabalyozasban betoltott negativ szerepére utal.
A 102 bp-os és a LIE1 elemet 8 kopiaban az irodalom szerint inaktiv Col2al rdvid promoter altal
meghajtott luciferaz geén (8xE(- 5,1-PCLuc) elé is beépitettiik. A 8XE- 19 1-PCLuc

porcspecifikus aktivitdsa PCLuc-hoz képest 23x-ra nott. A 102 bp-os elemek jelenléte
mindharom kultiraban 50% korili aktivitascsokkenést okozott a 8XE - 15, 1 -PCLuc-hoz képest.

A LIEI elemek jelenléte pedig CEC kultirdban 50%-o0s, HDM kulturaban 39%-os és CEF
kultaraban 22%-os aktivitas csokkenéssel jart. Adataink alapjan ugy tlinik, hogy a 102 bp-os
elem altalanos transzkripciot gatlo hatassal bir, mig a LIE elem gatl6 hatasa késoi proliferativ
porsejtekben a legmarkansabb.

2. Elkezdtem az EMSA (,,electrophoretic mobility shift assay”) kisérleteket a rekombinans Sox9
fehérjével €s kimutattam, hogy a Dpel elem harom kiilonb6z6 mobilitast nukleoprotein komplex
l1étrehozasara képes, mig a Dpe2 elemen két kiilonb6z6é mobilitasu komplex alakul ki.
Rekombinans Sox5 és Sox6 fehérjékkel nem sikeriilt kotést kimutatni. Terveztem EMSA és
supershift kisérletek elvégzését CEC sejtmagi kivonatokkal is.

Megerdsitettem egy kordbbi EMSA eredményt, mely a HMGBI1 fejérje Ine elemhez valo
kotodésére utal. Itt HMGBI1 ellenanyaggal supershiftet sikeriilt kimutatni, bar a kisérlet
kortilményeit finomitani kell még.

Péarhuzamosan elkezdtem a kotranszfekcids el kisérleteket egy HMGBI1 expresszids klonnal és
az FO15Luc, AC8Luc, A PelMI1- AC8Luc, A IneM2-AC8Luc riporter—g.%?ikonstrukciDkal. Az
eredmB%yck alapjfEa HMGBI expresszia leginkBb a HDM kultfZban neli a luciferfE
aktivit/it. Legnagyobb hat{E (2x) az AC8Luc eset®en lehetett megfigyelni, a PeIM1 mut&E -
csOkentette ezt a hatfH, az IneM2 eset®en a k3Hetek nem voltak egyERelmiiek, mert voltak
olyan HMGBI1 koncentr&Ei [ ahol a luciferf€aktivit/Eakfita 4x-e lett a HMGB1 nfgk - i
aktivitfEnak.

3.Elkezdtiik a magneses gyongyokhoz rogzitett Pel, Ine és LIE elemekhez chondrosarcoma és
CEC sejtmagi kivonatbdl kotddo transzkripcios faktorok azonositasait MALDI
tomegspektroszkopia segitségével. Itt a HMGBI1 fehérje kotddését sikeriilt kimutatni az Ine
elemhez, ami megerdsiti EMSA adatainkat. Ennek alapjan chondrosarcoma és CEC és CEF
sejtmagi kivonatokbol ChiP (kromatin immunprecipitacio) kisérletet terveztiink Dr.Balint
L.Balint kozremiikodésével a Dpel, Pel és Ine elemeken. Az elso kisérletekben a HMG fehérje
kotddését az Ine, a Pel és a Dpel elemhez CEF sejtmagi kivonatbdl sikeriilt egyértelmiien
kimutatni, illetve a Dpel elemnél chondrosarcoma magi kivonatokban is volt HMG kotddés.
MALDI tomegspektroszkopia segitségével sikeriilt kimutatni az NFI (nuclear factor I) fehérje
csalad tagjainak (NFI-A, illetve NFI-C) kotédését a LIE1 elemhez. Ez  meger6siti a
kutatocsoport korabbi EMSA, supershift és ,,pull down” kisérleti adatait, pontositja ezeket és
lehetdséget biztosit tovabbi in vitro kisérletek tervezésére.



