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A KUTATAS EREDMENYEI

1. A kutatas célja, elorehaladasa, a szerzodésben vallaltaktol valo eltérések okai

A jelen Kkutatds szerves folytatdsa volt annak a korabbi OTKA
kisérletsorozatnak, ami extracellularis matrix (ECM) fehérje gének szerkezetének,
felfedezéséhez (1). E csalad tagjai sajatos, egymast kiegészité szoveti eloszlasban
fejez6dnek ki, és az ECM-ben kollagén-fiiggd és attol fliggetlen fonalas hal6zatot
képeznek. Bar kisérleti adatok valdsziniisitették, hogy a matrilinok multidomén
szerkezetiik révén résztvesznek az ECM szervezddésében (2), de tisztazatlan volt
pontos szerepik a kiilonb6zé szovetek sejtkozotti allomanyaban, és nem ismertlk a
sajatos szovet-specifikus kifejezddésiiket iranyitd regulacios folyamatokat sem.

Ezeért a jelen kutatas keretében tervezett kisérleteink f6 célja a matrilin gének
(els6sorban Matnl és Matn2) ECM szervez6désében és atrendez6désében jatszott in
vivo funkcidjanak és transzkripciés szabalyozasi folyamatainak tanulmanyozasa volt.
A matrilinok ko6zti funkciondlis redundancia igazoldsara, nemzetkozi egyiittmiikodés
keretében terveztiik tébb matrilin génben hianyos transzgenikus egerek létrehozésat és
behat6 vizsgélatat. Alternativ megkozelitésként terveztik a matrilin-1 (Matnl)
és/vagy matrilin-2 génben (Matn2) dominans negativ mutéaciot hordoz6 transzgenikus
egerek létrehozasat, valamint hazai egylittmiikodés keretében a Matn2 funkcidjanak
vizsgélatat izomregeneracio soran. Masfelol az ECM fehérje gének rokon és eltérd
szabalyozési folyamatainak felderitése céljabdl terveztik a matrilin gének szovet-
specifikus transzkripci6jat meghataroz6 DNS-elemek és regulaciés mechanizmusok
tanulmanyozasat transzgenikus egerekben és in vitro kisérletekben. Figyelminket
elsésorban az ECM fehérje génekben eléforduld, konzervalt porc-specifikus DNS-
elemek, valamint a matrilin-1 gén Kkulénleges, fejl6dési allapot-specifikus
kifejez6dését iranyito DNS-elemek és transzkripcids faktorok azonositasara kivantuk
koncentralni hazai és nemzetkozi egylittmitkdés keretében.

A megvaldsitott kisérleti stratégia Iényegében megfelel a tervezettnek. Attdl
csak annyiban tér el, amennyiben a kisérletek el6rehaladasa és a kutatas soran
felmeriilt kooperacios lehetéségek azt indokoltta tették. igy a tobb matrilin génben
muténs transzgenikus egerek vizsgalata nem mutatott fenotipusos eltérést, tehat ez a
stratégia nem vezetett el a gének funkcidjanak megértéséhez, ezért ezeket a
kisérleteket nem folytattuk tovabb. Az alternativ megoldaskent tervezett dominans
negativ. mutéciét hordozé transzgenikus egerek létrehozasa helyett is egy Uj,
Iényegesen hatékonyabb és gyorsabb megkozelitést alkalmaztunk nemzetkozi
egylittmiikodés felhasznalasaval: a Matn2 gént az Sh RNS technikaval csendesitettiik
myoblast  sejtvonalban, hogy izomdifferencialédasban  jatszott  szerepét
tanulmanyozhassuk és igazoljuk. A felszabadul6 kutatasi kapacitast olyan
elokisérletekre ¢és a matrilin-2 szerepével kapcsolatos 0j kutatasi irdnyok
megkezdésére forditottuk, melyek hazai egyiittmiikodések soran észlelt, véaratlan
megfigyeléseken alapultak, ezért a kisérleti tervben nem szerepeltek. igy keriilt sor a
matrilinok agancsfejlédésben, valamint a matrilin-2 rékos és regeneracios
(méajregenerécid) folyamatokban jatszott szerepének, tovabba mas ECM molekulakkal
k6z0s illetve azokétol eltérd jelatviteli utakban valo részvételének vizsgélatéra.

A Kkisérletek megvaldsitasat nagyban el6segitette, hogy Kénesi Erzsébet a jelen
palyazathoz kapcsolddé OTKA posztdoktori tamogatast nyert el bérkoltségeinek
fedezésére. Szlilési szabadsaga miatt kisérleteit nem tudta befejezni. Problémat
jelentett és nagyban késleltette az eredmények publikalasat, hogy PhD cimet szerzett
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hallgatdinkat és munkatarsainkat (Métés Lajos, Korpos Eva, Sinkd Ildiko és Molnar
Annamaria) illetve abszolutériumot szerzett hallgatoinkat (Otgonchimeg Rentsendorj,
Nagy Andrea) az OTKA bérkeret sziikos volta és a koltségvetési bérkeret hianya miatt
nem tudtuk tovabb alkalmazni, igy a kisérletek befejezésére kezdé PhD és egyetemi
hallgatdkat kellett betanitani. A kdzlést késleltette még a szabadalmi bejelentés miatti
varakozas és a témavezetd kartorése is.

2. A kutatas soran kidolgozott elméletek, mddszerek, eljarasok ismertetése
2.1. Matrilin genek transzkripcios szabalyozasanak tanulményozésa

2.1.1. A matrilin-1 gén zonalis porc-specifikus kifejezddését meghatdrozo reguldcios
mechanizmusok (K6, K22, K30, K38, K40 )

Korabban igazoltuk, hogy a matrilin-1 gén (Matnl) hosszu promotere azzal a
kildnleges, mas porcfehérje génektdl eltérd tulajdonsaggal rendelkezik, hogy képes a
génexpressziot distalis vazelemekbe és a ndvekedési korong oszlopos proliferativ és
prehipertréf zonaiba iranyitani transzgenikus egerekben (3).
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miikodnek-e in vitro és in vivo. Barta Endrével (MBK, Godolls és DE, Debrecen)
egyittmikodve, a DIALIGN2 program felhasznalasaval amniota fajokban erdsen
konzervalt szekvencia blokkot taldltunk a TATA motivum el6tt 100-200 bp
tvolsagban (Pel), két tovabbit a tvoli promoter régidban (Dpel és Dpe2), valamint
egy gyengén konzervaldédott motivumot a promoter és a start pontok kérnyékén (Ine)
(K6, K40). Ezek a motivumok nem fordulnak el6 mas porcfehérje gének
Ugyanakkor a Pel elemen a Sox9 felismerShelyhez nagyon hasonld invertalt
motivumot talaltunk, ami valdsziniisitette, hogy a szabalyozas rokon vonasokat is
mutathat mas porcfehérje gének regulaciés folyamataival (4,5). Ezt a hipotézist
tamasztja ald, hogy in vitro kisérletekben igazoltuk a porc-specifikus transzkripciés
faktorok, Sox9, L-Sox5 és Sox6 kotédését a csirke Matnl promoter Pel eleméhez
(K6). Genomi footprint analizissel pedig azt is kimutattuk, hogy a Pel elem Sox
motivumait, valamint a korabban azonositott SI és SlI silencer elemek (6) NFI
motivumait is in vivo k6t6dott transzkripcids faktorok védik a DMS és UV hasitastol
(K6, K40).

A Pel elemet magéaban foglaldé, 400 bp-os, Gn. révid Matnl promoter
aktivitasa alacsony volt porcsejtekben tranziens expresszios Kkisérletekben és
transzgenikus egerekben egyarant (K6). A magas promoter aktivitashoz tavoli cis
elemekre volt sziikség. A Dpel és Dpe2 elemeket tartalmazd, novekvd hosszusagu
promoter szakaszok novekvé mértékben fokoztak a riporter gén aktivitdst mind
tranziens expresszios kisérletekben, mind pedig transzgenikus egerekben. A
transzgének expresszios mintdzata azonban a 2 kb hossz( promoter &ltal irdnyitott
TR70 transzgénre jellemz6 zonalis és proximo-distalis killonbségeket mutatta (K22,
K30, K38, K40). Megvizsgaltuk azonositott Sox-kotéhelyeket hordozoé enhancer
elemek kolcsonhatasat is a rovid promoterrel. A Il. tipusu kollagén gén minden
porcsejtben specifikusan mitk6dé Col2al enhancer eleme tébb kopiaban a Matnl
rovid promoter elé épitve nagymértékben megnovelte a LacZ aktivitést transzgenikus
egerek fejlédé porcos vazelemeiben, de érdekes modon csak a distalis vazelemekben
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és csak az oszlopos proliferativ és prehipertrof zona sejtjeiben. Tranziens expressziés
Kkisérletekben a Col2al enhancer csaknem 100-szorosara novelte a Matnl rovid
promoter aktivitasat, de csak a magas Matnl génexpressziot mutatd, Gn. késoi
proliferativ. (b stddiumu) porcsejtekben. Ezekb6l az eredményekbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a Matnl révid promoter olyan 0j és hatékony regulacids
mechanizmust mikodtet, ami képes lesziikiteni az erds, altalanos porc-specifikus
Col2al enhancer hatasat térben, a névekedési korong bizonyos zdnaiban és bizonyos
fejlédési stadiumokban. Tehat a rovid promoter, alacsony aktivitasa ellenére, a tavoli
DNS-elemekkel valé kdlcsonhatés révén, donté szerepet jatszik a gén sziikitett porc-
specifikus kifejezodésének szabalyozasaban.

Abbdl a célbol, hogy megértsik a rovid promoter meglepden j milkOdési
mechanizmuséat, behatobban vizsgaltuk DNS-elemeit (Pel, Ine és Sl) és az azokhoz
kot6d6 transzkripcios faktorokat (K40). A csirke Matnl és 25 emlés ortologja
promoterének szekvencia analizisével (egyiittmiikodés Barta Endrével, DEOEC
nagyfokd konzervaltsdgdt amniotakban, hanem potencidlis NFI-kotohelyek
konzervalddasat is kimutattuk a TATA motivum elétt és a Pel elem kozelében
(K40). A csirke gén rovid promoterében az Sl és Sl silencer elemek vizsgalata soran
mar koradbban igazoltuk, hogy e motivumok NFI faktorokat kétnek (6). Ezen kivil
eml6s6kben nagyfokl, amniotdkban kismértékii konzervaltsagot észleltiink az Ine
elem szekvenciajaban, ami azonban csirkében és emlésokben egyarant 2 par
potencialis Sox-kotéhelyet hordozott (K40). Mindez valdszinisiti, hogy a matrilin-1
promoter amniotdkban konzervalt mechanizmussal mikodik. Elektroforetikus
mobilitas-valtozason alapuld kisérletekben (EMSA, supershift) igazoltuk, hogy a
csirke gén Ine eleme szintén Sox faktorokat kot in vitro, tovabba ezeket a Sox
motivumokat in vivo kotédott transzkripcios faktorok védik a DMS és UV
modositastol genomi footprint kisérletekben.

Annak bizonyitasara, hogy a Pel, Ine, SI rovid promoter elemek jelentsen
hozzéjarulnak a hosszi promoter transzkripcios aktivitdsahoz, pontmutacidkat
juttattunk be a promoter elemekbe és vizsgaltuk azok hatasat a 2 kb-os promoter
tranziens expresszids aktivitasara porcsejt kultarakban (K22, K30, K38, K40). A Pel
elem Sox-kotOhelyének mutacidja dramai modon csokkentette a hosszi promoter
porc-specifikus aktivitasat, igazolva a Pel elem kulcsfontossagat a tavoli szabalyoz6
elemekkel vald, Sox faktorok altal kbzvetitett kdlcsonhatasban (1. &bra). Az Ine elem
Sox motivumainak mutacidja szintén fontos, de nem nélkilézhetetlen funkciora utalt.
A Pel/lne kettés mutacio azonban a tavoli elemek aktivalo hatdsat teljesen
felfiggesztette. Varakozasunkkal ellentétben az Sl elem NFI-kot6helyének mutacioja
jelent6sen csokkentette a riportergén aktivitast minden vizsgalt sejtben, jelezve, hogy
Sox fehérjéken kivil az NFI transzkripcios faktorok kotédése is nélkulozhetetlen a
gén miikodéséhez porcsejtekben. A Pel és Ine mutécidk hatasat transzgenikus
egerekben és kotranszfekcios kisérletekben is igazoltuk. Kotranszfekcios kisérleteink
illetve koncentraciotol fiiggd médon moduldlja a Pel-kotott SOX9 transzaktivald
hatasat a promoterre (K40). Korai fejlédési stadiumokban, illetve alacsony
koncentraciban L-Sox5/Sox6 szinergista méddon fokozza, mig kés6i fejlodési
stadiumban és magas aranynal gatolja SOX9 aktivalé hatasat. Hasonloképpen
befolyasolta SOX9 transzaktivalé hatdsat NFI-B is, mig a tobbi vizsgélt NFI
géntermék gatolta azt. Eredményeink alapjan egy modellt allitottunk fel a Matnl
révid promoter kildnleges, evoliciésan konzervalt és mas porcfehérje génekétdl
eltérd, regulacios mechanizmusanak magyarazatara (2. abra). QRT-PCR és
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1. dbra: A Matnl révid promoter mutacidinak hatdsa a szovetspecifikus aktivitasra.
Pontmutéaciokat juttattunk be a rdévid promoterbe (A), majd tranziens expresszios
kisérletekben mértiik azok hatasat a révid (B) és a hossz( promoter aktivitasara (C), valamint
a Col2al enhancer és a rovid promoter egyiittes aktivitasara (D). A nagy denzitasu
mesenchyma (HDM) kulturédk a Matn1 gént alacsony, mig a csirke mellporchdl készitett CEC
kultardk magas szinten expresszaljak. A primer fibroblast (CEF) kultdra a nem-expresszalo
sejteket képviseli.

A) ("] ("] )ltgﬂ 2. abra: Sox és NFI faktorok szerepe a Matnl
41_|_<1>D|2&.1 promoter  kiilonleges, fejlodési  allapot-

Wiy g4 I SI T specifikus regulacidjaban. (A) A porc-
Pe “'"‘* differencialodas kezdetén a promoter inaktiv.

B) . (B) Majd Sox9 kotédését a Pel elemhez el/('Ssegiti
Upe g s mm L-Sox5/Sox6 ko6tédése az Ine elemhez és NFI
kotédése az SI elemhez. (C) A transzkripcids

C) » aktivitas a szinergista kolcsonhatas révén késoéi
Upe Pet (X)SI Ine proliferativ  chondroblastokban éri el

A, g0 A0 maximumat. (D) Késobbi stadiumban a

D) : mmd  kotdhelyek telitédése miatt a transzaktivacios
Upe Pet Ine doménnel nem rendelkezd L-Sox5/Sox6 verseng
%‘ﬁmi Sox9-vel Pel Sox-kotShelyeiért, ezzel gatolja a

mm) tivoli elemekrdl a Sox9 kozvetitette aktivalast.

E) Upe Pel S e (E) NFI faktorok kotodése nagy feleslegben a
» - TATA kozelében és represszor izoformak
SOX9 MNFI nem azonositott T~iAia i Atali iNnCiA

0 Lsosiso _] | azonos I;Etr?\ﬂteglsgltc.)ja is gatolja a promoter transzkripcios

genomi footprint analizis alapjan a gén promotere korai porc-differencidlodasi
stadiumokban még nem milkodik, a kromatin szerkezet valosziniileg zart (2A. abra).
Az aktivalddas lassan indul meg, korai proliferativ chondroblastokban még kevés
SOX9 kotddik a Pel elemhez, amit L-Sox5/Sox6 kotddése az Ine elemhez és NFI
kotédése az SI elemhez elsegit (2B. abra). A Sox és NFI expresszié emelkedésével
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egyre tobb faktor kotédik és a transzkripcios aktivitas egyre nd. A Pel és Ine elemhez
mas faktorok is kotddnek, amelyek pl. a proximo-distalis iranyultsagért lehetnek
feleldsek. A promoter aktivitdas késoi proliferativ chondroblastokban éri el
maximumat, mikor az SI kot6hely optimalisan telitett NFI fehérjékkel, az Ine elem
pedig Sox faktorokkal, ezaltal a Pel elemhez maximalis mennyiségli Sox9 kotddik és
kodzvetiti a tAvoli DNS elemek aktivald hatasat a transzkripcids gépezetre (2C. abra).
Késobbi fejlodési stadiumokban, amikor L-Sox5/Sox6 mennyisége a Sox9-hez
viszonyitva megné, L-Sox5/Sox6 verseng Sox9-vel a Pel elem kot6helyeiért, ami a
Sox9-medidlta transzaktivicio és a promoter aktivitas csokkenésehez vezet (2D.
abra). Ez a szabalyozas, ami a TATA kozelében 1évé DNS elemek sajatos és
amniotdkban konzervalt elrendezddésén alapul, bar Sox faktorok kozvetitésével
valosul meg, mégis alapvetéen kiilonbozik a porfehérje génekre jellemz6 regulacios
mechanizmustél (4,5,7).

A konzervalt tavoli DNS-elemek szerepét is in vivo és in vitro médszerekkel
tanulményoztuk (K22, K30, K38). Tranziens expresszios kisérletekben kimutattuk,
hogy novekvé szami Dpel a révid promoter elé épitve nagyban néveli a ripoter gén
aktivitasat. A Dpe2 elem azonban tobb kopiaban sem aktivalt, sét inkabb gatolta a
Dpel elemek okozta aktivaciot. Ugyanakkor mindkét elem delécidja tébb-kevesebb
mertékben csokkentette a promoter tranziens expresszios aktivitasat porsejtekben. A
tobb kopids Dpel elem transzgenikus egerekben is jelentdsen novelte a transzgén
expressziot, de egy proximo-distalis iranyban sajatosan sziikitett kifejez6dési
mintazatot eredményezett. EMSA Kkisérletekben igazoltuk rekombinans SOX9
kotddését a Dpel elemhez. Kotranszfekcids kisérletekben a Dpel delécidja is
interferalt a SOX9 medialta transzaktivacioval, aldtdmasztva, hogy Dpel és Pel
valoszintileg Sox9 kozvetitésével vesz részt az enhanceosoma képzddésben.

A rovid promoter tehat sajatos tulajdonsagaindl fogva képes homoldg és
heterolég enhancer elemekkel kodlcsonhatni, igy alkalmas olyan porc-specifikus
vektorok kifejlesztésére, melyek a riporter gént a novekedési korong meghatarozott
z6naiba iranyitjak. llyen vektorok elkészitését és gyogyszerek porc-specifikus
génexpresszidra gyakorolt hatdsanak kovetésere alkalmas allatmodellek kidolgozasat
parhuzamosan fut6 GVOP tdmogatassal végeztiik. OTKA kutatéasi eredményeink is
hozzajarultak egy szabadalmi bejelentéshez (K22, K30, K38).

A molekularis mechanizmus megértését eldsegitette a HMGB1 szerepének
vizsgalata a porcdifferencialodas soran. Supershift kisérletekben ugyanis
megfigyeltik a HMGBI1 fehérje kot6dését a Pel és az Ine elemhez, majd pedig a
HMGBL1 fehérjét expresszalé klon kotranszfekcidja aktivald hatast mutatott korai
proliferativ chondroblast kulturaban. Adataink alapjan a HMGB1 a porc-
differencialédas kezdetén jelentosen fokozza SOX9 és L-Sox5/Sox6 szinergista
kélcsonhatasat. Nagy Laszl6 (DEOEC Debrecen) csoportjaval kdzosen kromatin
immunprecipitacioval igazoltuk, hogy HMGBI1 kotddik a gén Dpel, Pel és Ine
eleméhez human fibroblastokban, valamint a Dpel elemhez human chondrosarcoma
sejtekben. A HMGB1 olyan kromatin komponens, ami HMGB doménje réven torzult
vagy palindrom DNS szakaszokhoz tud kotddni és a zart nucleosoma szerkezet
felbontasat képes eldsegiteni. Ezért arra kovetkeztetiink, hogy HMGBI1 kotédése a
gén kozeli és tavoli promoter elemeihez a porc-differencialodéas kezdeti szakaszan
szerepet jatszhat a kromatin szerkezet felnyitasiban és ezzel el6készitheti a porc-
specifikus Sox faktorok bekotodését.
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Vizsgaltuk tovabbd az introni elemek szerepét is a génmiikodés
szabalyozédsaban. Az introni elemek (E102, LIE1) jelenléte nem novelte jelentGsen a
promoter aktivitast, s6t az E102 elem csokkentette a Col2al enhancer elemek aktivald
hatasat. Erdekes modon a 8 kdpias LIE1 elem a révid promoterrel fazionalva az
orrporcra és az orr kornyekére korlatozodd transzgén expressziot eredményezett.
Biotinilalt oligonukleotidok és MALDI témegspektroszkopia alkalmazasaval NFI-A
és NFI-C fehérjék kotédését igazoltuk a LIE1 elemhez.

Fenti eredményeinkbdl két tovabbi kézirat van késziiloben.

2.1.2. A matrilin-2 gén izom-specifikus kifejezddésében szerepet jitszo regulacios
mechanizmusok vizsgalata (K41)

A Matn2 transzkripciés szabalyozas tanulményozésara terveinknek
megfeleléen kevesebb figyelmet forditottunk, elsésorban az izom-specifikus
génmitkodésben szerepet jatsz6 mechanizmusokra 0sszpontositva. Szemikvantitativ
RT-PCR analizis alapjan a tavoli és a kozeli Matn2 promoterre specifikus primer
parok felhasznalasaval kimutattuk, hogy a tavoli promoter transzkripcios aktivitasa
nem valtozik szamottevlen sem patkdny soleus izom notexinnel indukalt
regeneracidja soran, sem pedig a C2/7 myoblast kultira differencialodasa soran.
Ugyanakkor a kozeli promoter alacsony aktivitdsa jelentésen megndtt, majd
lecsokkent mind izomregeneralédas, mind pedig izomdifferencidlodas soran.
Szekvencia analizis alapjan a kdzeli promoter potencialis Prx1/2 kotéhelyeket hordoz.
Un. oligonukleotid ,,overlay” modszer alkalmazasaval kimutattuk, hogy a promoter
fragmenthez olyan fehérjék kotédnek, melyek mobilitasa a Prx fehérjékéhez hasonlo.
Prx1 aktivalo hatasat a kozeli promoterre kotranszfekcios kisérletekben is igazoltuk.
A Prx1/2 regulalo szerepének igazolasara Prx1/2 felismeré helyben mutans promoter
konstrukcidkat is készitettink a tranziens expressziés és kotranszfekcids
vizsgélatokhoz.

2.2. Matrilinok szerepe izom-differencialédasban, mas differencialodasi és
regeneracios rendszerekben és tumorképzédésben

2.2.1. Matrilinok funkci6janak vizsgalata tobb matrilin génben muténs
transzgenikus egerekben

Korabbi OTKA kutatasunk soran Aszddi A. (Martinsried) laboratdriumaval
egylttmiikodve Kiltéttlk az egér Matn2 gént, ami szembetind fejlodési
rendellenességeket nem okozott (8). A Kisebb fenotipusos eltérések vizsgalatahoz
fontos volt a stabil genetikai hattér kialakitasa. Ezért jelen kutatas keretében a Matn2
KO egereket hat generacion keresztil visszakeresztezve C57BI/6 genetikai hattérre
vittik at. Az igy kapott egérvonalat is felhasznaltuk izomregenerécios és majtumor
indukcios kisérleteinkhez (lasd késébb). Mivel a tobbi matrilin gén egyediili kittése
sem adott felvilagositast a gének fejlddésben jatszott szerepérdl, ezért terveinknek
megfelelden Aszodi Attila csoportjaval egyiitt tovabb folytattuk a matrilin gének
funkciondlis vizsgalatat egy és tobb matrilin génben hianyos transzgenikus egerekben.
A kett6, hdrom és négy matrilin génben hidnyos transzgenikus egerek létrehozasa
pedig a megfelel6 keresztezésekkel Martinsriedben tortént. Varakozasunkkal
ellentétben azonban a t6bbszorés KO egerek sem mutattak Iényeges fenotipusos
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eltéréseket. Ennek magyarazata lehet, hogy KO egerekben kompenzécids
mechanizmusok miikddhetnek. Elképzelhet6, hogy a matrilinok mas ECM
molekulakkal rokon funkciét latnak el vagy az ECM-sejt kdlcsonhatasok soran
parhuzamosan futd jelatviteli folyamatok pétolni tudjak a kiesett funkciot.
Zebradanidban végzett RNS interferencias kisérletekben azonban a fejlédési
rendellenességek a matrilinok vazfejlédésben jatszott fontos szerepére utaltak (R.
Wagener, személyes kozlés). Ezért terveinket modositva, a matrilin gének fejlédési
folyamatokban jatszott szerepének, ezen belll féként a Matn2 funkcidjanak
vizsgalatara mas megkozelitési modokat és Uj vizsgalati mddszereket (RNS
interferencia) alkalmaztunk jelen kutatas keretében, kihasznalva felmeriild egyéb uj
kollaboracios lehetdségeket.

2.2.2. Matrilinok kifejezodése egy sajatos vazfejlodési rendszerben, a névekvi
szarvasagancsban és tovabbi, zona-specifikus markerek kikeresése (K2, K25, K27)

Korabbi munkainkban megéallapitottuk, hogy a matrilinok nagyon jo
markerkent szolgélnak az egér vazfejlodés immunhisztokémiai vizsgélata sorén, sorén
(1,3,9). Ezert nagyon érdekesnek tiint, hogy a matrilinokat markerként hasznalva,
bekapcsolodjunk egy olyan, a palyazat benyljtasakor még nem tervezett kdzos
kutatasba Dr. Orosz Laszlé (ELTE Genetikai Tanszék) csoportjaval egyiittmiikodve,
ami egy igen kulonleges és alig jellemzett endochondralis csontképz6dési folyamat,
az agancsfejlodés molekularis mechanizmusainak felderitését célozta. Az
agancsképzddés a csoves csontok fejlodésével rokon annyiban, hogy kezdetben
nagyszamu, elkotelezett mesenchyma sejt differencialédik chondroblastta és alakitja
ki a majdani csont templatjat. Mig azonban a csdves csontok ndvekedési korongjaiban
a porcsejtek differencialodasi stadiumuknak megfelelé zonakat alkotnak, addig az
agancs porcos allomanya oszlopokba rendezédik, amelyeket vérerek valasztanak el
egymastal, biztositva az intenziv novekedéshez szlikséges anyag- és energiaforgalmat.
Az agancsfejlodés olyan gyors, hogy a porcoszlopon belil is kiillonb6zd
differencialédasi allapotu sejtek keverednek. Ebbél az eredményes egyiittmitkdésbol
harom publikacio szuletett (K2, K25, K27.

Hisztokémiai, immunhisztokémiai maddszereket és in situ hibridizaciot
hasznaltunk a gimszarvas (Cervus elaphus) humerus és agancs fejlodésének
dsszehasonlitasara az eléz6 kutatasi periddusban megkezdett munkakban, aminek a
publikélasara a jelen kutatasi szakaszban kerilt sor (K2). Megéallapitottuk, hogy az
agancskezdeményben a cstcsi mesenchyma jellegében eltér az oldalsé mesenchyma
rétegtol. E1obbi egy morfogén régio, gazdag hialuronsavban és porc link proteinben,
mig az utdbbi a csdves csontok csonthartyajanak bels6 sejtrétegeire hasonlit
génexpresszios mint4zataban. Elsésorban mesenchyma sejtekben,
prechondrocytakban és preosteoblastokban detektaltunk magas szinti Matn2
expressziot. Az agancskezdemény cslcsatol 4-5 cm-re, ahol a belsé porcgerendak
hipertrofizalt sejtekbdl alltak, a felszin alatt mar megfigyelheté volt intramembran
csontosodas, amelyet nem el6zott meg porcos templat képzdodés, mivel hianyzott
az alcian-kékkel fest6dé matrix, a porcra jellemzé I1. tipusu kollagén beépiilés, és a
porcos allomanyt lebontani kész chondro/osteoclastok is. Viszont a von Kossa-
pozitivitas hidroxilapatit lerakddast jelzett, és a csontra jellemzé 1. tipust kollagént is
kimutattuk. Tehat a mesenchyma sejtek kdzvetlenul differencialddtak osteoblastokka,
amit a magas szinti Matn2 és Matn3 expresszié is alatdmasztott. Az oldalsé
mesenchyma és a porcgerendak (mineralizalt porc) hatarat egy sajatos, hosszukas
alakd sejttipus alkotja, ami érdekes mddon termeli mind a négy matrilint és 1. tipusu
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kollagént is, ugyanakkor nem halmoz fel a kérnyezetében hidroxilapatitot. Hasonld
alakl és expresszios mintazat( sejteket lathattunk a csonthartyaban (K2).

Az egyiittmiikodés keretében hozzajarultunk azokhoz a kutatdsokhoz is,
melyek a fent jellemzett zonékban el6forduld, a fejlodé agancsra specifikus gének
azonositasara iranyultak. Olyan géneket kerestlink, amelyek mesenchyma markerek,
vagy segitségiikkel megkiilonboztethetdek egymastol az eléporc és a differencialodott
porc, illetve részt vesznek az igen intenziv csontfejlédésben. Az AFLP differential
display mddszerrel kivalasztott cDNS fragmenseket felhasznalva egy létrehozott
agancs cDNS klontarbdl kivalasztott klénokrél in situ RNS hibridizacioval és
immunlokalizacioval tortént a zona-specifikussag igazolasa. Az a-tropomiozin
kizarolag a mesenchymaban fejez6dott ki. Az annexin Il és az apolipoprotein D
MRNS szint 15-sz6r illetve 25-szor magasabb volt a fejlodé agancs porcban, mint
sternum porcban. Az annexin II nagy mennyiségli volt az eléporc sejtjeiben, az
apolipoprotein D maximalis szintjét a differencialédott porcban érte el (K27).

Hozzajarultunk a zdéna-specifikus gének Kikeresésének folytatdsdhoz
heterolég cDNS microarray hibridizacidéval. Ennek eredményeként fejlédé agancs
3 rétegébol valamint magzati porch6l kinyert mRNS-t felhasznalva, 15 szekvenciat
sikerilt azonositani, amelyek valamelyik agancs rétegre specifikusan magas szinten
fejez6dtek ki. Ezek kozé tartoznak kiilonbozo jelatviteli utak (FGF, TGFB, Wnt) és
negativ szabalyozasi korok részesei, valamint az agancs nagyon intenziv
anyagcseréjéhez  szikséges funkciok. Grsfl és Sproutyl gének foleg a
mesenchymaban fejez6dtek ki, Rnf2, C21orf70 és Trb2 kifejez6dési maximuma az
eléporcban volt, BmpR2 és p311 géneké pedig a porcszévetben. Az eddig ismeretlen
szerepli C210rf70 génrél teljes embrid in situ hibridizacio igazolta, hogy egér embrid
végtagkezdeményekben a porcos kondenzacid eldtt éri el kifejez6dése maximumat,
chondrosarcoma sejtekben pedig a fehérje a sejtmagban helyezkedik el, ami
szabalyozo szerepre utal (K25).

2.2.3. Matrilin-2 szerepe vazizom regeneracioban (K41)

Korabbi kutatdsaink soran megfigyeltik matrilin-2 fehérje eléfordulasat a
vazizmot burkold kotdszoveti struktirdkban, az epimysiumban, a perimysiumban €s
az endomysiumban. Ezen felll igen koncentralt el6fordulasa az erck falaban és az
idegekben.  Fiatal egerek harantcsikolt izomzatdban immunfluoreszcenciaval és
immunblottal tdbb matrilin-2-t tudtunk kimutatni, mint feln6tt allatokban. Ennek
alapjan feltételeztiik, hogy a Matn2 expresszi6 az egyedfejlédés soran szabalyozott és
segiti az izomfejlodést. A hipotézist tobb Iépésben sikeriilt igazolni.

Dr. Dux Laszl6 (SZTE AOK, Szeged) laboratoriumaval kozdsen Wistar
patkanyok soleus izménak in vivo regeneraciojat vizsgéltuk, melynek soran az
izomnekrézist notexin (NTX) toxin intramuscularis injekcidjaval idéztiik el6 (K41). A
modszer elénye, hogy nem sériilnek a regeneralodasért felelés szatellita sejtek, és a
sérilést kovetd nekrozis ill. regeneralodas gyors. Northern hibridizacioval
kimutattunk, hogy a Matn2 génexpresszio atmenetileg megemelkedett a
regeneracio soran (3. abra). Az mRNS szint emelkedése mar a masodik napon lathaté
volt, a negyedik napon érte el maximumat és még a 14. nap utan is magasabb volt,
mint a kezeletlen allatok soleusdban (3B. abra). A MyoD transzkriptum szintje
kordbban mutatott maximumot, a myoblastoknak myotubulusokkd vald
differencialédasat koordindldé myogenin  mMRNS szintje a Matn2 mRNS-sel
parhuzamosan valtozott. QRT-PCR analizis is megerdsitette eredményeinket.
Vizsgalatainkat kiegészitettik a matrilin-2 fehérje szint kovetésével immunblot és
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immunfluoreszcencia segitségével. Matrilin-2 immunjelet mutattunk ki a
proliferalddé myoblastokat koriilvevé matrixban a regeneracié 2. napjan, ami
feler6sodott a differencialodd myoblastok ill. a myotubulusok koériil a regeneracio 4.
napjan (3A. abra). A regeneracié tovabbi szakaszait nagymértékben befolyasolja a
beidegzés. A regeneracid 5-7. napjan ujraképzédnek a motoros véglemezek,
kialakulnak a neuromuscularis 6sszekottetések. Ez ut6bbiakban a matrilin-2
kolokalizéacidjat figyeltlik meg az acetilkolin receptorhoz k6t6d6 a-bungarotoxinnal.
Eredményeink alapjan feltételezzik, hogy a matrilin-2 el6segiti az izom

regeneracidjat  azéltal, hogy befolyasolja a myoblastok proliferaciojat,

=7z

idegi véglemezek ujraképzdésében is.

Kontroll 1 nap 2 nap 4 nap 7 nap 14 nap

A

3. abra: Matn2 génexpresszié vazizom

B Soleus regeneracio ‘E regeneracié soran. (A) Patkany soleus
6h 12h 1n  2n 4n 7n 14n X regeneracid hisztologiai kovetése (felsé

Matn2 . e — W {‘ sor) és matrilin-2 immunfluoreszcencia
(als6 sor). Jelolések: bv, véredény; cmf,

MyoD LI izomrost  centrdlis  maggal;, em,

endomysium; mb, myoblast; mf és mt, (j
izomrost; nmf, nekrotizalt izomrost
GAPDH L s e e G e 0 maradéka;  NMJ,  neuromuscularis
Osszekottetés. (B) Matn2 és myogen
transzkripcios faktorok MRNS
szintjének kdvetése Northern analizissel.

Myogenin L d AL R

28S rRNS

Kettos immunfluoreszcenciaval igazoltuk matrilin-2 részleges
kolokalizaciojat fibronektinnel, dystrophinnal, sarcolemma dystroglycannal
valamint a sérult és (j izomrostokat koriilvevé basalis membranban lamininnal is,
ami fontos szerepet jatszik az izomregeneraciéo folyamatdban. A sarcolemmaban
talalhat6 dystrophin/glycoprotein komplex és az integrinek costamereket alkotva részt
vesznek az izomrostok kozotti lateralis erdatvitelben, kapcsolédva a basalis
membranon at ECM komponensekkel, a cytoskeletonon Kkeresztil pedig az
izomrostok Z korongjaval. A kolokaliz&cié arra utal, hogy matrilin-2 kdzvetlenil
vagy mas ECM komponens (pl. fibronektin) kozvetitésével kotédhet a
dystrophin/glycoprotein komplex vagy az a5B1 integrin extracellularis részéhez.
Jelenleg az eredményeinkbdl késziilt, reviziora javasolt kézirat javitasan dolgozunk
(K41).
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Dr. Dux Laszl6 (SZTE AOK, Szeged) laboratriumaval egyiittmiikodve, a
vazizom regeneracios kisérleteket elvégeztilk Matn2 KO egereken, valamint a
C57BI/6 genetikai hattérre atvitt Matn2-/- egereken és Matn2+/+ alomtestvéreiken.
Ebbél a célbdl meghataroztuk az optimalis notexin mennyiséget az egér soleus izom

regenerdciojanak indukcidjahoz. A metszetek immunhisztokémiai vizsgalata
folyamatban van.

2.2.4. Matrilin-2 szerepe izom-differencialodasban és koélcsonhatasa mas ECM
fehérjékkel (K39, K41)

Matrilin-2 izom-differencialédasban betoltétt szerepét allandésult C2/7
myoblast kultirak szérum megvonast kovetd differencidlodasa soran is vizsgaltuk
(K41). Osszehasonlitd Northern kisérletekben a Matn2 mRNS szintje a MyoD
MRNS szinthez hasonléan mar a subconfluens kultdrakban magas volt, majd
atmeneti emelkedést kovetéen a 4. nap utdn jelent6sen csokkent, amikor a
myotubulusok megjelentek és a myogenin  MRNS szint maximumot ért el.
Immunfluoreszcencia jol mutatta a matrilin-2-ben gazdag ECM Iétét mar a
differencialatlan sejtek kortl, ami a 2. napon feler6sodott, majd a fuzionald
myotubulusok koril lecsokkent. A sejtek altal kivalasztott matrilin-2 a sejtek kdzotti
fonalas haldzatba épilt be, részlegesen kolokalizalt fibronektinnel és 1. tipust
kollagén rostokkal.

Matrilin-2 izom-differencialodasban jatszott szerepét RNS interferencia
kisérleteink igazoltak. A Matn2 VWFA doménjét kddolo szakaszra tervezett sh RNS-
t, ami a Matn2 mRNS degradiciojat katalizdlja, az Ivics Zoltdn (Berlin)
laboratériumaban kifejlesztett transzpozon alapt pFP/neo-H1 vektorba (10) épitettiik.
Majd az Sh RNS-t expresszalo és a vektort hordozé C2/7 stabil transzfektansokbdl
Neo rezisztens, egyedi Matn2-csendesitett és kontrol C2/7 myoblast klénokat hoztunk
létre. Szérum-megvonassal izom-differencialodast indukalva, a csendesitett Matn2
klénokban a kontrol klonokhoz képest a myogen differencialodas tébb napos
késleltetését figyeltik meg (4. &bra). Csokkent a Matn2 mRNS szintje (4A. &bra),
sokkal kevesebb megnyult, tébbmagvu izomrostot figyeltiink meg, kevesebb volt az
a-aktinin differenciaciés markert mutatd egy- és tobbmagvd izomrostok szdma (4C-E.
abra). Tehat matrilin-2 hianyaban késett a myoblastok fuzi6ja, a myotubulusok és
izomrostok megjelenése. Ugyanakkor a csendesitett klonok proliferacioja nem tért el
jelentésen a kontroltdl (4B. &bra). Csokkent a sejtkivonatban egy masik
differenciaciés marker, a dezmin mennyisége is. QRT-PCR analizis is megerdsitette a
myogen marker génexpresszio és a p21 mRNS szint csokkenését a csendesités
hatasara, ami arra utal, hogy a matrilin-2 is részt vesz az izom-differencialédashoz
kapcsolodo jelatviteli utakban. Eredményeinkb6l egy tovabbi kézirat befejezésén
dolgozunk.

A matrilin-2 izom és mas szovetek differencialodasaban betoltott szerepének
megeértésehez fontos mas ECM molekuldkkal vald kdlcsonhatésanak és jelatviteli
utakban valé részvételének felderitése is. Ezért kerestiik azokat a jelatviteli utakat,
amelyek révén a kornyezetiikben megtermel6d6é matrilin-2 hat a sejtekre. Sejtadhézids
kisérleteinkben a myoblastok gyengén ko6tddtek matrilin-2-vel bevont aljzathoz és a
matrilin-2 koncentracid emelése sem vezetett az adhézid telitéséhez. Ennek
hatterében, koradbbi vizsgalatunk alapjan, az all, hogy a matrilin-2 interaktiv
doménje(i) dnasszociaciora képes(ek) (11). Viszont matrilin-2 csokkentette a sejtek
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kotédését a fibronektinnel bevont felszinhez. A myoblastok kétféle mddon
kotddhetnek fibronektinhez: 1) foként a5p1, Kisebb mértékben avp3 integrinek révén;
2) sejtfelszini heparan-szulfat proteoglikénok kozvetitésevel. A kétféle kotés
egylttesen vezet komplex fokalis adhéziok kialakulasahoz. Felmerilt annak a
lehet6sége, hogy matrilin-2 is a syndecan-4 és fibronektin kozotti kapcsolat
gyengitése révén hat a sejtadhéziéra, hasonléan a tenascin-C és fibulin-1 sejtadhéziét
gatlé szerepéhez (12). Ezt valdsziniisiti, hogy az izomdifferencialédas kezdetén
megnd a syndecan-4 génexpresszid. Ezért elkezdtiuk a matrilin-2 és a syndecan-4, egy
minden sejt felszinén megtaldlhaté transzmembran proteoglikdn funkcionalis
kdlcsonhatasanak vizsgalatat. Szildk L&szIl6 laboratoriumaval kooperaciéban részt
vettink a syndecan-4 protein gerinc egyetlen citoplazmas Ser aminosavanak nem
foszforilalhato, illetve permanensen foszforilalt hatasu muténsait hordoz6 syndecan-4
valtozatokat termel6 sejtek vizsgalataban is (K39). A Serl79 foszforilacidja
kulcsszerepiinek bizonyult a sejtek mozgaskészsége szempontjabol. A sejtek levalasat
a fibronektinnel bevont aljzatrdél megel6zte a syndecan-4 Serl79 foszforilalasa, majd
a syndecan-4 ektodomén proteolitikus lehasadasa, a vedlés. A Serl79 foszforilalasa
sejtciklus-fliggd modon tortént meg. A foszfomimetikus Ser179Glu mutans syndecan-
4-et hordozo sejtek nem képeztek vinculint is hordozo érett fokalis adhéziokat.

2.2.5. Matrilin-2 szerepe majregeneracioban (K29)

Dr. Schaff Zsuzsa (Semmelweis Egyetem, |. sz. Pathologiai Intézet)
munkatarsaival egyutt kimutattuk, hogy 2-acetilamino-fluorén mérgezést és részleges
hepatektomiat kovetéen az ovalis sejtek, amelyekbdl a hepatocytdk regeneralddnak,
matrilin-2 tartalmd matrixot valasztanak ki maguk koré, ami normalis kortlmények
kozott nem taldlhatd meg az érett hepatocytdk  kortl. Az indirekt
immunfluoreszcencia adatokat RT-PCR és immunblot is megerdsitette. Tehat a
matrilin-2-nek szerepe lehet a majszévet normalis és esetleg patoldgias
differencialédasaban (K29).

A matrilin-2 myoblast és hepatocyta differencidlédasban mutatott viselkedése
alapjan megfogalmaztuk azt a hipotézist, hogy a matrilin-2 bizonyos differencial6dé
mesenchyma (és esetleg epithel) sejtek egyik legkorabbi markere, és egy atmeneti
primer matrix része, amely szikséges a sejttipusok tovabbi fejlédéséhez. Emellett
kiilonboz6 fajta laza- és tomottrostos kotdszovetbe beépiilve szerkezetfenntartd
szereppel is rendelkezik.

2.2.6. Matrilin-2 szerepe tumorképzddéshez vezetd, koros sejt-differencialédasban
(K20, K33)

A Washington Egyetem (St. Louis, MO, USA) Neuroldgiai és Patologiai
Intézeteinek munkatarsaival kooperacioban vizsgaltuk a MATN2 expressziojat az
egyik leggyakoribb gyerekkori agytumor, a pilocitikus astrocytoma (PA)
joindulatd, neurofibromatosis-1-hez kotott és rosszindulatd, sporadikus valtozataiban
(K20). Azt talaltuk, hogy PA tumorokban a MATN2 mRNS szintje hétszer olyan
magas volt, mint a tumor altal nem érintett agyi fehérallomanyban. A sporadikus
esetek 70 %-&ban magas volt a matrilin-2 fehérje szint is, a neurofibromatosis-1
asszocialt 10 tumor kozul csak egyben lattunk emelt fehérjeszintet, rdadasul az egy
tobbszordsen kidjuld I1atdideg tumor volt. Az eredmények alapjan a magas MATN2
szint osszefiigg a klinikailag agresszivebb tumor kialakulasaval. A MATN2
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overexpresszid jelenti az elsé leirt molekularis elvaltozast sporadikus PA esetekben,
és az els6 prognosztikus markert erre a tumortipusra.

A matrilin-2  jelentéségét human hepatocellularis  karcindbméak
képzédésében is vizsgaltuk Dr. Schaff Zsuzsa mukatarsaival egyiittmitkodve (K33).
Ennek soran 35 sebészetileg eltavolitott tumort és a kornyezetiikb6l szarmazd
majszOvetet, valamint 10 normalis mintat immunhisztokémiai, RT-PCR és immunblot
analizisnek vetettiink ala. A tumorok koziil 15 fejlédott ki cirrhosisos kérnyezetben.
Normal majban matrilin-2 a portélis erekben, kKisebb mértékben az epecsatornakban
volt megfigyelhetd, a maj sinusoidok negativak voltak. A hepatocelluléris carcinoma
cirrhosisos koérnyezete viszont intenziv immunfest6dést adott a sinusoidokban. A
tumor neovasculatura még erdsebb pozitivitast mutatott. QRT-PCR adatokkal
Kiegészitve azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy a matrilin-2 egy bazalis membran-
asszocialt fehérje, amely termelédik sinusoid “kapillarizacié” soran cirrhosis és
tumorigenezis esetén.

Matn2-hidnyos transzgenikus egerekben fokozott majtumor képzoédést
figyeltink meg Dr. Kovalszky Ilona (Semmelweis Egyetem, I. sz. Patholdgiai Intézet)
laboratériumaval kdzdsen végzett tumorindukcids kisérleteinkben. A KO egerkben
mind a tumorok szama, mind a majtomeg/testtomeg index jelentsen megndétt. A
jelenség hatterének és mechanizmusénak felderitésén jelenleg is dolgozunk. A
kidolgozott allatmodellt felhasznaljuk tumorellenes vegytletek tesztelésére is egy Uj
alkalmazott kutatas keretében.
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