Hmgb1l elbsegiti a matrilin-1 gén aktivaciojat
a porcfejlédés korai szakaszéaban

SZENASI TIBOR

Bevezetés

Matrilin-1 (Matnl) extracellularis fonalas halézatot képezve a porcszovet
sejtkdzotti allomanyanak szernvgi@sében vesz részt. A matrilin-1 géfafnl)
sajatossaga, hogy a chondrogen csontosodas soran a tébbi porcfehérje génnél
késibb kapcsol be, és kifejgdése a ndvekedési korongban csak az oszlopos
proliferativ és prehipertr6f zonakra korlatozodik. A gén transzkripcios
szabalyozdsaban amniotdkban konzervalt disztalis (Dpel és Dpe2) és
proximalis DNS-elemek (Pel), illetve az iniciator elem (Ine) vesznek részt,
melyek porc-specifikus Sox faktorokat kétnék vitro;>® igy Sox9-et, a
chondrogén differencidlodas ftranszkripcios faktorat, valamint L-Sox5 és
Sox6 faktorokat, melyek szintén nélkulézhetetlenek a gén bekapcsolasahoz. A
rovid promoteren talalhatd Sl és Sl silencer elemek Nfi fehérjékkel hatnak
kdlcsonT de megtalalhatok mas altalanos faktorok 6kétyei is. A Sox
fehérjék HMG box doménijuk révén specifikus szekvenciat ismernek fel a DNS
kis arkdban, ellentétben a DNS nagy arkaban szekvencia-specifikusdfi kot
klasszikus transzkripcids faktorokkal (pl. Nfi).

Hmgbl, a kromatin abundans fehérjéje, szintén HMG box doménje révén,
de nem szekvencia-specifikusan ddik a DNS-hez és ez altal fellazitja a
kromatin szerkezetét. B&r Hmgbl sokoldalian befolyasolja a sejtek
miikodését, szerepét a porcdifferencialédasban nem vizsgaltdk. Funkcibjat a
vazrendszer fejldésében az endochondralis csontosodasi k&makaszaban
irtak le, a hipertrof porcsejtek, mint kemoatraktanst termelik, ami elinditja az
osteoclast és osteoblast sejtek invazidjat.

A tanulmany szorosan kapcsolodik azokhoz dzetks eredményekhez,
melyek a gén egyedi transzkripcios szabalyozasanak vizsgalata soran az utobbi
években szilettek a csoportban. Az iranyit6 DNS-elemek és transzkripcids
faktorok azonositdsa alapjan egy hipotézist allitottunk fel a gékitei,
porcfejlbdési stadiumtdl fiiggykifejezodésének magyaréazatéra.

A térben és idben s#kitett porcspecifikus kifejeédés szabalyozasaban
dominans szerepe van a révid promoternek és a konzervalt DNS-elemek
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killbnleges elrendérésének a TATA motivum korfilLA révid prométer
onmagéban alacsony aktivitasi mind transzgenikus egerekben, mind pedig
tranziens expresszids kisérletekben. Magas aktivitasahoz sziikség van tavoli
DNS-elemekre. A révid promoter, egyttthkbdve akar a homolég tavoli DNS-
elemekkel vagy a minden porcsejtben aktiv heteroBm2al enhanszer
elemekkel, a génexpressziot egyarant disztalis vazelemekbe és a novekedési
korong meghatarozott zénaiba iranyftf. Mas porcfehérie génekhez
hasonléan, a Sox faktorok szinergista kdlcsonhatasa fontos szerepet jatszik a
kotodo Sox9 transzaktivald hatasat az Ine elemhe#déot-Sox5/Sox6, mas
porcfehérje géneét eltében, dozisfig§ modon befolydsolja. Alacsony
dozisnal (korai fefldési stadiumban) noveli, mig magas dozisnal dkés
fejlddési stadiumban) csokkenti dztEzen kivill Nfi faktorok is dézisfugy
maédon befolyasoljak a SOX9 transzaktivalo hatasat. igy L-Sox5/Sox6 mellett
az Nfi faktorok is fontos szerepet jatszanakatnl, a porcfejbdési stadium-

fiiggd kifejezsdésének szabalyozasban.

A csoport ebzetes eredményei alapjan egy modellt allitottunk fMadnl
zbnalis kifejepdését iranyitd kilonleges transzkripcios szabdlyozasi
mechanizmusard. ( 4brg.

Hipotézisiink szerint a Sox és Nfi fehérjék ddise edisegiti a gén
bekapcsolasat. Mivel az Nfi fehérjék képesek a hisztonokhoz kapcsbidlni,
valGsziri, hogy a nukleoszéma struktlra fellazitdsaban is szerepet jatszanak
(1.A abrg. A porcfejbdés kezdeti szakaszaban még &lkélyek lefedettsége
alacsony és Sox9 viszonylag nagy molaris feleslegben van L-Sox5/Sox6-hoz
képest. L-Sox5/Sox6 kédése az Ine elemhezéskgiti Sox9 kdidését a
kulcsfontossagu Pel elemhe:.B abrg. Sox faktorok kdidése a TATA
kornyekére meghajlita a DNS-t, 6ekgitheti TBP és RNS-polimeraz Il
kotédését. A DNS meghajlitAsaéekgitheti mas, nem azonositott faktorok
kotodését Pel-hez és Ine-hez. Az Sl elemhe? Réfi fehérjék szintén
modulaljdk a Sox9 aktivalé hatasat és hozzajarulnak a prométer aktivalasahoz
azaltal, hogy kozvetlen kolcsonhatasba Iépnek altalanos transzkripcios
faktorokkal, kilonbdé& koaktivatorokkal és represzorokkal. Az Nfi jelenléte
elésegitheti a transzkripcids preiniciaciés komplex és az enhanszoszéma
képdését. A promoter aktivitasa a Kés poliferativ - stadiumu
chondroblastokban a legmagasabb, amikor a Sox9 és mas faktobolédet
optimalis a Pel és a Dpel elemdnC( 4brg. Kégbbi stadiumokban (pl.
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hipertrof porcsejtekben) vagy amikor Sox trid szintje magas, L-Sox5/Sox6
vetélkedik a Sox9-cel a Pel Sox Hielyéért, ezaltal gatolhatia a Sox9
kotodését {.D abrg, igy csokken a Sox9 transzaktivald hatasa. A Sox helyek
nagy telitettsége az Ine elemen interferdlhat a preiniciacios komplex
képdésével a TATA motivumon. Az Nfi felhalmozodésa szintén csdkkentheti
a promoter aktivitdsat, kompeticio 1éphet fel kilortbéktivator és represszor

Nfi izoformak kozott és ez blokkolhatja TBP Kdését a TATA-hoz I(.E
abra).
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1. 4bra: Modell a prométer akivitds Sox tri6 és Nfi faktorok altali finom hangolasara
Abréazoltuk faktokrok DNS-elemekhez Kilését a Matn1 aktivaciot a porctelés kezdetén (A), a
korai szakaszaban (B), kKégroliferativ porcsejtekben optimalis aranyok esetén (C), Sox5/Sox6
felhalmozddasa esetén (D) és Nfi faktorok felhalmozddasa esetén (E).

Célkitiizés

A Matnl kifejezédése éMatnl prométer nikddése transzgénikus egerekben
eltér mas porcfehérie génediet jellegzetes zondlis mintdzatot mutat a
névekedési korongban. Csoportunk célja, hogy megismerjik a gén sajatos
transzkripciés szabalyozasi folyamatait, és mas porcfehérje génekkel azonos és
azoktol eltéé regulacios lépéseit. A csoport korabbi eredményei kromatin
szinfi szabalyozasra is utaltak, ezért e tanulmany célja a Sox-faktorokkal rokon

Hmgbl hatasanak és szerepének tisztazasa a Matnl génexpresszio
transzkripciés szabalyozasaban.
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Ebbdl a célbdl a jelen tanulmany keretében vizsgalni kivanjuk:

1. a porcdifferenciacioban szerepet jatsz6 marker gének expresszidjat QRT-
PCR analizissel,

2. aMatnl regulaciojaban fontos konzervalt DNS-elemek Sox és Hmgbl
faktorko-képességeét tisztitott GST-fuzios fehérjekkel EMSA
kisérletekben;

3. a konzervalt Dpel elem porcspecifikus enhanszer hatasat;

4. a Hmgbl hatdsat kotranszfekcids kisérletekberMatnl hosszu
prométerére és Sox fehérjék szinergista kdlcsénhatésara,

5. a Hmgbl csendesités hatasat allandosult chondrogen kultirakban a
porcspecifikus génexpressziéra.

Anyagok és modszerek
Sejtkultarak

Csirke embrio fibroblaszt (CEF), csirke embri6 porcsejt (CEC) és mesenchyma
kultirak készitését &tésleg leirtuk!® A kis sejtsirisédi (LDM) és nagy
sejtdiriisédi mesenchyma kultirakbél (HDM) 1xaGejtet és 5x10 sejtet
lemezeltiink 35 mm atmgi Petri csészére 10% fetal borjusavot tartalmazo
DMEM tapfolyadékbart® COS-7 sejtvonalat standard kérilmények kozott
tartottuk, 5x10 sejtet lemezeltiink 35 mm atnigr Petri csészére. A HDM
sejtkultura korai proliferativ (la stadiumu) porcsejt@ktall, mig a CEC
kultarat kési proliferativ (Ib stadiumu) porcsejtek alkotjak.éBbire alacsony,
utdbbira magasatnl expresszio jelleméz Az LDM, CEF és COS-7 sejteket
Matnl-et nem expresszal6 kontrollként hasznaltuk.

Kvantitativ reverz transzkripcio-PCR (QRT-PCR)

Total RNS-t preparaltunk CEC, CEF és differencialodé HDM kultarabol RNS
izolal6 kit (Macherey-Nagel) segitségével. QRT-PCR-t génspecifikus
primerekkel RotorGene 3000 késziléken a SyberGreen protokoll szerint
végeztik: 15 perc 9%, 45 ciklus 95C 15 masodperc, 6@ 25 masodperc és

72 ‘C 25 masodpert:*® Az egyedi C értékeket normalizaltuk harom béls
kontrol gén Gapdh 18S rRNS, és 28S rRNS), &tékének atlagara.

15 RENTSENDORJ ET AL 2005,705—716.
16 RENTSENDORJ ET AL 2005,705—716.
' NAGY ET AL. 2011,686—699.

18 SYENASI ET AL 2013,1075-1091.

78



In vitro DNS-fehérje kdlcsdnhatasi kisérletek (EMSA)

A két-szalu oligonukleotidokkal a —1879/-1791 poziciok kozétti Dpel elemet,
harom probara tagoltuk: 5'-GAG TCC AGT GTT TTC GTT TTT GGA GGC
CCG GGG AA-3' (DpelA), 5'-GGA AAA ATT ATG TTT CAT ATA TTA
AAA ATA AAC A-3' (DpelB), 5-AAA TAA ACA CTA CTT TTA CAG
AGG TAT AAA TGC-3' (DpelC). A Pel és Ine elem szekvenciajaB.a (
abra) mutatja’®?® A Hmgbl telijes kodolé régiofdt pGEX expresszios
vektorba klonoztuk. A GST-fuziés L-Sox5, SOX9 és Hmgbl fehérjéket BL21
codon+RIL sejtekben termeltettik, majd glutation-szefar6z oszlopon
tisztitottuk® A kotési kisérletek soran 30 fmol jelélt DNS prébat inkubaltunk
0,6-3,2 ug tisztitott fehérjével 500 ng nem specifikus poli-(dGdC) kompetitor
jelenlétében Sox-specifikus pufferben (100mM TrisHCI pH7,9, 20 mM MgCl
05 mM EDTA, 11 mM DTT, 0,25% Igepal, 8% ficoll, 250 mg/ml BSA)
inkubaltuk®®

Immunfluoreszcencia

Az immunfluorezscenciat 10 pm-es aceton-fixalt metszeteken végeztik, a nem
specifikus antitest kétdést 10%-os normal kecske szérummal blokkoltuk. A
mintakat 4 ‘C-on egy éjszakan &t inkubdltuk az éelleges antitesttel, a
kévetke® kombinaciékban: affinitas-tisztitott nyal Matnl antiszéftigi:200
higitas) vagy SOX9 antitest (Abcam, ab3697, 1:50) és egér monoklonalis anti-
HMGBL1 antitest (MBL, M137-3, 1:200). A megfetetnasodlagos ellenanyagot
szobalbmeérsékleten és sotétben 1 6ran at adtuk. Alexa 488-jeldlt anti-nyul IgG
antiszérumot (Molecular Probes, 1:400) és Cy3-konjugalt anti-egér 1gG
antitestet (Jackson Immunoresearch, 1:400) hasznaltunk masodlagos
antitestként. A mintakat Eclipse E600 mikroszkoppal vizsgaltuk és Nikon
D5000 digitalis fényképeéméppel fényképeztik le. A fotézas utdn a
fedslemezt eltavolitva a metszeteket hematoxylinnal és eosinnal festettiik meg.

Kotranszfekcios kisérletek

A HDM kultdrat 5x16 sejtszamnal, mig a LDM kultarat 1X18ejtszamnal
transzfektaltuk a Ca-foszfat precipitacios médszérr€lEF és CEC kultGra
esetén ez a sejtszdm 7X1olt. Az AC8Luc, illetve Dpel 4 képidban
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tartalmazé riporter plazmidokf8ILDM, HDM és COS-7 sejtek esetén 5 pg-t
hasznaltunk, mig CEF és CEC kultarakndl a riporter plazmidok mennyisége 2
pg volt. A kotranszfekcio kisérleteinkben a kdvetkexpresszids plazmidokat
hasznaltuk: pcDNA5'UT-FLAG-L-Sox5 (pFSox5), pcDNA5'UT-FLAG-Sox6
(pPFSox6) és pCDMA-SOX9 (pSOX9) vagy pcDNAS5UT-FLAG-SOX9
(PFSOX9¥’ és pHmgb®. A legtébb kisérlethez, 125 ng pFSox5, 125 ng
pFSox6 és 250 ng pSOX9 vagy 250 ng pFSOX9 plazmidot hasznaltunk 100 ng
pHmgbl jelenlétében, illetve anélkil. Bizonyos esetekben entelked
mennyisé§ pHmgbl (0-500 ng) vagy pFSox5 és pFSox6 (0-250 ng)
plazmidokat hasznaltunk. Minden mérést 3-10 alkalommal, harmaséaval
végeztunk. Az eredmények statisztikai kiértékelése KyPlot version 2.0 beta 15.
programmal, egy utas varianciaanalizissel (ANOVA) és Dunett-féle teszttel
tortént. A szignifikancia mértékét (*p<0.05, **p<0.01, **p<0.001) az Ures
vektorral transzfektalt riporterekre vonatkoztatva vady<Q.05, *p<0.01,
#h<0.001) a jeldlt médon szamoltuk.
A Hmgbl és Sox fehérjék egyidekimutatasara éhllitottuk a pFHmgb1l
2FLAG vektorbe®® COS-7 sejteket kotranszfektaltuk 10 pg ACS8Luc
riporterrel, allandé mennyisédl1 pg) pFSOX9, pFSox6, pFSox5 és emetked
mennyisé§ pFHmMgb1 effektor plazmidokkal. A transzfektalt sejteket lizaltuk,
a feluldaszobdl a luciferaz mérés utdn Wetern analizist végeztiink polikonalis
nyul anti-FLAG (Sigma) ellenanyaggal a##ileg leirt médort®

Az endogén Matnl indukdlhatosaganak tesztelésére COS-7 sejteket
kotranszfektaltunk 2ul TurboFect (ThermoScientific, R0531) reagens
felhasznalasaval a kovetkeplazmid mennyiségekkel 50 ng pFSOX9, 75 ng
pFSox5 és 75 ng pFSox6 800 ng pFHmMgb1l jelenlétében, illetve anélkil. A
transzfekciot duplikatumban végeztik hadrom alkalommal. A mintdkbol RNS
izolaltunk, majd cDNS-€ irtuk at ddatn1 mRNS szintet QRT-PCR hataroztuk
meg. A C értékeket Gapdh mRNS szintre normalizaltuk.

Hmgb1l csendesités

A csendesitési kisérletet két humad-a8/12,*" SW1353?) és egy patkany
(RCS® allandésult chondrogen sejtvonalon végeztiik, az alabbi siRNS-ek
(Bioneer Corporation, Daejeon, Korea) felhasznalasaval: humhaGB1 5'-
caggaggaauacugaacau-3’; patk&hmgbl15’-cugucaacuucucagaguu-3’; human
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GAPDH 5’-gugugaaccaugagaagua-3’ és negativ kontroll siRNS 5'-
ccuacgccaccaauuucgu-3'. 1,2-2,0 x° 1€ejtet lemezeltink ki 6-lyukd
lemezekre, majd 24 éraval a kilemezelés utan transzfektéltuk 100—400 pmoles
siRNS duplexszel X-tremeGENE siRNS transzfekciés reagens (Roche Applied
Science) felhasznalasaval. Az RCS sejteket 30 orataR&I12 ésSW1353 42
oraval a transzfekcidé utan @yottik be. RNS tisztitottunk és QRT-PCR
analizissel kdvettik a marker génexpressziot, amit az Rps18 mRNS szintjéhez
viszonyitva abrazoltunk.

Eredmények

A marker génexpresszi6 valtozasa in vitro differencialéd6 porckultirakban

A porcdifferencialédas kildnbdzstadiumait modellézkultirakban QRT-PCR
analizissel kovettik a marker gének expresszibjat.6lERbcélbdl porcca
differencialtattunk nagy sisédi mesenchyma (HDM) kultdrat. Pozitiv
kontrolként a magallatnl expresszioju CEC kultdrat, mig negativ kontrolként

a gént nem expresszaldo CEF kultdrat hasznaltuk. Minden értéket a HDM 0.
napos értékhez viszonyitva adtunk meg.

A porcdifferencialodas korai stadiumat képuisélDM kultaraban az L-
Sox5 mRNS alacsony szintjével szembeB@&9mMRNS szintje fokozatosan
emelkedett, a 4. napon kisebb csuccshl (4brg. Legmagasabb értéket
azonban mindkét mRNS expresszi6jaskenht kési poliferativ porcsejtekdi
allé CEC kultaraban ért el. A Sox6 két csucsot adott, aét elsHDM
kultrdban 3—4. napon, a masodikat CEC kulturabadagl aktivaciojat a 4.
naptél detektaltuk, parhuzamosan a Sox9 és a Sok@®lssaval, majd szintje
CEC kultardban 2057-szeresére emelked2B (@brg. Ez a legmeredekebb
MRNS akkumulécio az ECM gének kozott, szembeBioal mRNS 181-
szeres relativ emelkedésével. Szembeklaanl és Matn3 expresszioval, a
Matn4 mRNS szint a csucsat HDM kultaraban éri el, ami jelzi lehetséges
szerepét a porcféjtlés korai szakaszaban. A Hmgnl mRNS expresziéja HDM
0. napos kultirdban érte el a maximumat, majd fokozatosan csokkent,
alatamasztva a chondrogenesis korai szakaszaban betoltott s¥erefSx
faktorokkal rokon HMGB domént tartalmazé Hmgbl mRNS szintje a nem
expresszalo CEF-ben volt legmagasabb, majd meredeken és folyamatosan
csokkent a porcdifferenciacioseéhaladtavalZ.C abrg. A Hmgblexpresszios
mintazata inverz korrelaciét mutatottSmx9 Sox5és ECM fehérje (Matnl és
Matn3) génekével.

Tehat kimutattuk, hogy mig a Sox gének expressziéja ohondrogenesis
soran, addig aHmgbté csokken, hasonléan a chondrogenesis kezdeti
szakaszaban szerepet jatsirignlgénhez.

34 FURUSAWA ET AL. 2006,592—604.
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2. bra: A marker génexpresszié 0sszehasonlitasaiazitro porcdifferencialédas soran
A markerek mRNS szintjét QRT-PCR-rel kévettiik HDM kultdrbanirazitro chondrogenesis
sordn, a relativ expresszios értékeket HDM 0 napos értékre hardim Kaeltrolra vonatkoztatva
adtuk meg. Az értékeket 6sszehasonlitottuk a nem expresszal6 CERViémkBt magasan
expresszald kultirdk mRNS szintjeivel.
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3. abra: GST-flzioés Sox és Hmgb1l fehérjék in vitro kdidésének
0sszehasonlitdsa Matnl konzervalt DNS-elemeihez
A hasznalt oligdk szekvenciai és a Soxdkalyek (A) GST-fuziés SOX9 (B), L-Sox5 (C) és
Hmgbl (D) in vitro koébdési vizsgalat&@Vestern analizissel és QRT-PCR-rel kombinalt
kotranszfekcid.
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Hmgb1l kéddik a Matnl konzervalt DNS elemeihez

A kovetked Kkisérletsorozatban tisztitott Sox és Hmgbl fehéifékvitro
kotodését vizsgaltuk aatnl konzervalt DNS elemeiheZ3.( abrg. SOX9
legessebben a Pel elemhez és Dpel 3’ végi Sox motivumahédikanig a
Sox5 leghatékonyabban a Dpel 5’ végi motivumait ismeri 3. (abrg.
Erdekesség, hogy az Ine, amit leginkabb a Sox5 és Sox6 ismemfébbbi
elemhez képest gyenge &képességet mutat. Ezek utan kivancsiak voltunk,
vajon Hmgbl tud-e kétini a DNS-elemekhezAz EMSA kisérleteinkbl
kiderult, hogy a Hmgbl a Sox9-cel ellentétberDpel 5 végi motivumait
ismeri fel leghatékonyabbaB.D abrg. Azontul mindharom fehérjével végzett
kotési kisérleteink alapjan a Hmgbl jelenléte minden elemen befolyasolja a
Sox faktorok kétdését®

Tehat a Hmgbl a Sox9-cel ellentétes affinitassalodikt a Matnl
konzervalt DNS elemeihez, ami sugallja a gén szabdlyozasaban betdltott
szerepét.

Dpel elem porc-specifikus enhanszerkegkadik COS-7 sejtekben vegzett
kotranszfekcios kisérletekben

A konzervélt Dpel elenit Dpel elem tranziens expresszids €s transzgén eger
kisérletekben jeletisen novelte rovid prométer aktivitasat. Ennek
ellendrzésére olyan konstrukciot készitettlink, amely Dpel elemet 4 kdpidban
reverz irdnyban tartalmazta, ugyanis az enhansziékoaés fliggetlen az
irAnyultsagtol. A Dpel elem képes fokozni a Sox tri6 medialta aktivaciot
homolég és heterolég promoétereken COS-7 sejtekben allandé merinyiség
SOX9 és ndveky mennyiséf L-Sox5, Sox6 koexpresszidjakat. @bra A-Q.
A Dpel elem 4 kopiaja iranyultsagtol fuggetlenlil 3,1-szeresére nidvelte a
Matnlrévidpromoter és 6-szorosa@ol2alrévidpromoter aktivitdsat Sox trid
koexpresszidja nélkik( abra B és & Az L-Sox5/Sox6 és SOX9 dozisfiiyg
mobdon 17-szeresére és 23-szorossara novwddiml és Col2al prométerek
aktivitdsat 4. abraB és €

Tehat a kordbbi tranziens expresszios és transzgén egér Kkisérleteink
eredményét megésitve igazoltuk, hogy a Dpel iranytdl fliggetlentl porc-
specifikus enhanszerkéntikodik, ami képes homoldg és heterolég prométer
Sox tri6 medialta aktivalaséara.

35 NAGY ET AL. 2011,686-699.
% SENASI ET AL 2013,1075-1091.
37 SZENASI ET AL. 2013,1075-1091.
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4. dbra: A Dpel elem funkcionalis analizise éftetett expresszios kisérlettel COS-7 sejtekben

(A) A riporterek plazmidok térképe, amelyekben a Dpel elem négy koépidjat fuzionakattuk
homoldg Matnl vagy heteroldg Col2al révid promoterrel direkt vagy reverz orientaciot feltiintettiik
(B-C). A riporterek dozis-fugy szinergista aktivacidja a Sox triéroltetett expresszidjanak
hatasara. A relativ luciferaz aktivitast a Matnl révid promoterhez, (FO15Luc, B) vagy Col2al
rovid promoterhez (PCLuc, C) képest tuntettik fel. *p <0.05, **p <0.01, ***p<0.001
szignifikancia a vektor- kotranszfektalt vadtipus@15Luc plazmidhoz képest vagys. vektor-
kotranszfektalt 4 x Dpel-riporterekre szamitva adtuk rfeg;0.05,”p < 0.01,"p < 0.001 —ként
jeloltik. (Forras: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1874939913001156)

Hmgb1 kifejeddési mintazata korrelal a Sox9 és Matn1l kiféjesevel

A Sox faktorok és a Hmgb1l hasonl6 HMGB DNSé&dbmeént hordoznak és a
hipertr6f chondrocytdk Hmgb1l-et szekretadlnak az endochondralis csontosodas
késsi szakaszaban, lehetséges szerepét eddig nem vizsgaltak. A Hmgbl
lehetséges szerepének nyomon kovetése erdekében 6s kett
immunofluoreszcenciaval vizsgaltuk a Hmgbl expressziés mintaza@dsfe;l
egér végtagban. A Hmgbl immunjel mar a chondrogenesis korai szakaszaban
csokkenni kezdett, é&tfed a Sox9-cel kondenzalt mesenchymakban,
prechondrocytdkban és korai chondroblastokiaralfra A és £ Az irodalmi

és korébbi adatokkal 6sszhangBaf, a Matnl sikitett spatiotemporéalis

% KARCAGI ET AL. 2004,605-618.
39 EFEBVRE— SMITS 2005,200-212.
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kifejezodést mutatott a Sox9-hez képest, kis késéssel a korai chondroblastokban
volt detektalhato 5. abra B és D Azokban a sejtekben, amelyekben még a
Matnl nem fejeddik ki, atfed a Hmgbl és Sox9 immunjel, tehat a két fehérje
egyuttesen jelen van a gén kifdjdeése ditt.

Megeksitve a QRT-PCR eredményeket a Hmgb1 kitgjése fejpdd egér
végtagban is korrelal a Sox9 és Matnl kifégzsével. Az, hogy a Hmgbl és
Sox9 expresszio atfed a Matnl még nem Kkifejeejtekben, tovabb é&siti
szerepét a gén szabalyozasaban.

Hmgb1/Sox¢

5. &bra: A Hmgblexpresszié korrelal a Sox9 és Matnl kifejédésével fejsdé egér végtagban

Dupla immunfluoreszcens E14,5 napos egér embriékbol (A-D) készilt kriosztat metszeteken.
Hematoxylin-eosin festés ugyanazon metszeteken késziiltek az ©dsszehasonlitds érdekében. A
Hmgbl és Sox9 expresszi6 atfed a porddigs korai szakaszabanMaatnl aktivacidja edtt. A

Hmgbl és Sox9 atfeded a csillagal jel6lt kondenzalt mezenchyma vagy prechondrocyta sejtekben
és a nyilheggyel jelélt fejtls metatarsalis chondroblastokban (A és D), amelyekben nincs Matnl
immunjel (B és D). A differencialédott porcos elemekben a Hmgbl szignal lecsokken, korrelal a
magas SOX9 és Matnl szignalokkal(A-D). Mércék, 200 um (C és D); 500 um (A és B). mt,
metatarsalia; ph, phalangia; t, tarsalia.

Hmgb1l hatasa a Matnl hosszu promoterének aktivitdséra

A kovetked kisérletsorozatban Hmgbl hatasat vizsgéaltudaanl promoter
aktivitdsara. Eb#i a célbol a gén hosszu promoéterét tartalmazé, AC8Luc
konstrukciot néveky mennyisé§ (50-500 ng) mennyiségHmgbl fehérjét
expresszald plazmiddal kotranszfektaltuk az emlitett négy mesenchymalis
sejtkulturdban@.A abrg. Az eredmények minden esetben atmeneti emelkedést
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mutattak 100 ng pHmgbl-nél megfigyelt csuccsal. A Hmgbl hatdsa HDM
sejtkulturdban volt a legnagyobb (2,57-szeres), mig a tobbi kultirdban csak
1,3-1,6-szoros aktivalast észleltiink. Ugyanakkor CEC kultaraban a magas
Hmgbl értékek gatlé hatasuak voltak.

A Hmgb1 hatédsa a korai féfési stddiumot képviseHDM kulturdban volt
a legnagyobb, mig a kéisfejlodési stadiumot képvisel CEC kultiraban
jelenléte gatolt. Tehat a Hmgb1l koncentraciotol tigyg aktival vagy gatol.
Mivel a maximalis aktivalé hatast 100 ng mennyis@imgbl esetén lehetett
elérni, tovabbi kotranszfekcidés kisérleteinkben is ezzel a mennyiséggel
dolgoztunk.
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6. dbra: A Hmgb1 hatasa Matnl hosszU( promoterére és Sox trié szinergista kélcsdnhatasara

A hosszU prométedozis-fiigd aktivaciéja a Hmgbl hatasara (A). Hmgbl és Sox trié egylttes
hatdsa a hosszu promoter aktivitdsara mesenchyma kultirakban (B). dlévwehkmyiséf FLAG-

jelélt Hmgbl és allandé mennyigédsox trio kotranszfekciojanak hatdsa kombinalt Western
analizissel kovetve (C). A szignifikancia értékeket (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001) az ures
vektorral transzfektalt mintakra vonatkoztatva §s<Q.05,*p<0.01,<0.001) a jeldlt modon
adtuk meg.
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A Hmgbl efsegiti a Sox fehérjék szinergista kolcsonhatasat a pafdésl
korai szakaszaban

Ezek utan kivancsiak voltunk, hogy a Hmgb1l jelenléte hogyan befolyasolja a
Sox trid szinergista kolcsonhatasat a chondrogenesis korai stadiumét kepvisel
kulturdkban. Eb8l a célbol allandé mennyiség250ng pSOX9) és noveév
mennyisé§ (50ng, 125ng és 250ng) pL-Sox5 és pSox6 plazmidokat
transzfektaltunk Hmgbl nélkil és Hmgbl jelenlétében CEF, LDM és HDM
sejtekbe §.B abrg. A Sox tri6 dozisfiig§ szinergista aktivalé hatasat a Hmgbl
CEF kultaraban masfélszeresére, mig LDM és HDM kultaraban tébb mint
kétszeresére noveltetSHDM kultiraban a Hmgb1 ellensulyozta a nagydozisu
L-Sox5/Sox6 gatlo hatasat a SOX9-medialta promoter aktivalasra.

Tehat a Sox tri6 a koncentraciofilggcsokkenés HDM kultiraban
koncentréaciéfiig§ novekedésbe megy at Hmgbl jelenlétében. A HDM kulttra
a korai poliferativ staddiumot képviseli, ami azt igazolja, hogy a Hmgbl-nek a
porcfejlbdés korai szakaszaban van szerepe, még pedigodli a Sox fehérjéek
szinergista kblcsbnhatasat.

Annak megefsitésére, hogy a Hmgbléskgiti a Sox trid altali promoter
aktivaciot, COS-7 sejteket kotranszfektaltunk allandé menniisgox- és
ndévekw mennyiséf Hmgbl-expresszaldé plazmidokkal és a luciferazmérést
Wetern analizissel kombindlva kovettik Matnl prométer aktivitast §.C
abra).

Mig a Sox tri6 6nmagaban 16-szoros promoter aktivalast mutatott, addig
3:1 Hmgb1: SOX9 moléris ardnynal az aktivacio 38-szorosara emelkedett.

Ezek®l az adatokbdl arra kovetkeztethetliink, hogy az optimalis
mennyisé§§ Hmgbl jelenléte ébegiti a Sox tri6 doézisfugg szinergista
aktivaciojat aviatn1prométeren.

Transzkripcids faktor Matn1 expresszios szint

2-ACt+SEMa aktivalas  p érték
Ures Vektor 1.95E-06 + 1.47E-07 1
Hmgb1 2.42E-06 + 2.87E-07 1.24 9.90E-01
Sox trid 5.03E-05 % 5.64E-06 25.76  7.08E-03
Sox trié + Hmgb1 1.54E-04 £ 2.65E-05 78.68  2.25E-05

aMatnl mRNS szintet az alland6 Gapdh mRNS szinthez képest adtuk meg.

1. tablazat: Az endogérMatnl indukciéja a gént nem expresszalo
COS-7 sejtekben Sox trid és Hmgb1l hatasara
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A Hmgb1l efsegiti az endogéMatnl Sox trid altali bekapcsolasat, a gént nem
termeb sejtekben

A kovetked Kkisérletsorozatban, azt vizsgaltuk, hogy vajon az optimalis
mennyiséf Sox tri6 elegendte ektopikusMatnl expresszid kivaltdsahoz a
fehérjét nem termel COS-7 sejtekben, illetve Hmgbl vajonssegiti-e az
indukciot. Az optimdlis aranyd és mennyigég-Sox5/Sox6 és Sox9 26-
szorosara novelte a COS-7 sejtek a rendkivil alacsony enddgéml
expresszios szintjétl( tablaza). Ugyanakkor Hmgb1l jelenlétében a Sox trid
79-szeresére novelte az endodédatnl expresszios szintet az Ures vektorral
transzfektalt kontrollhoz képest, ami haromszorosa a Sox tri6 egyeddli
indukcios hatasanak.

Ezek alapjan a Hmgbl édegitette Sox tri0 mediéltMatnl prométer
aktivaciot, st elésegitette a endogéviatnl Sox trid altali bekapcsolasat, tehat
az ektopikus génexpressziot.
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7. &bra: A Hmgb1 csendesités hatasa a porcspecifikus génexpressziora RCS sejtekben
Az RCS sejteket ndvekvmennyiséd (200 pmol és 400 pmol) patkany Hmgb1 siRNS és negativ
kontroll siRNS (Ctrl) duplexszel transzfektaltuk. QRT-PCR analizissel kovettik a marker gén
expressziot, az allandé Rpsl8 mRNS szinthez képest adtuk meg. A szignifikancia *p<0.05,
*p<0.01, ***p<0.001, amit a nem transzfektalt mintakra vonatkoztattunk.
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A Hmgb1l csendesités hatasa a porcspecifikus génexpressziora

Ezek utdn csendesitési kisérleteket végeztink allandésult chondrogén
sejtvonalakon annak vizsgalatara, hogy a Hmgbl hogyan hat az endogén
Matnl-re a kééi porcfejlodési stddiumokban. Az inmortalizalt borda porcsejt
(C-28/12Y° és chondroszarkéma ereilet(SW1353)" sejtvonalak a
porcspecifikus géneket alacsony szinten termelik. Az RCS (patkany
chondroszarkéma) sejtvonalban a porcspecifikus marker gének expresszidja
magasabb, de a primer sejtkultirakban mért értéket nem “érielirodalmi
adatokkal 6sszhangban, human sejtvonalakban alad4am1 (3.99x10° C-
28/12-ban és 9.74xI0SW1353 sejtekben) &30L2A1(4x10° C-28/12-ban és
1x10° SW1353 sejtekben) mRNS szintet mértiink (7.A és B abre0KX9
mRNS szint rendkiviil alacsony (7.16x1@-28/I12-ban és 4.74x1HSW1353
sejtekben) volt, szemben a mag#dGB1 mRNS szinttel (1.59 C-28/12-ban és
1.46 SW1353 sejtekben). RCS sejtek sokkal magasabb @tifial (8x107),
Sox9(2.51) éMatn1(3.56x10% mRNS szintet mutattak, migHmgb1mRNS
expresszidja (1.39xI¢ sokkal alacsonyabb volt patkany-, mint human-
sejtvonalakban 7A.C &abrg. Mivel ezekre a sejtvonalakra a primer
sejtkultarakkal ellentétben magas HMGBL1 és alacsony porcspecifikus marker
génexpresszio jellemiz ezért igen alkalmasak arra, hogy csendesitési
kisérletben teszteljuk hipotézisiinket, mely szerint a SOX9-hez képest
megemelkedett HMGB1 szint gatolhatja a marker expressziét chondrogén
sejtekben.

A HMGBL1 2.5-szeres csendesitésének hatasara C-28/12 sejtek&hiNiL
és aCOL2Alexpresszioja 4-szeresére, illetve 5-szorosére emelkedett. SW1353
sejtekberMATN1 ésCOL2A1expresszio szintjének ndvekedése 9.6—32-szeres
és 10-13-szoros volt. Az aktivacid specifikus volt, mert seBARDH, sem a
SOX9mMRNS szint nem valtozott. A legnagyobb expresszios valtozast RCS
sejtekben mértik, ezért e tanulmanyban azt abrazoltuk (7.C abra). Mikor
csendesités hatdsara RCS sejteklaerHmgbl mRNS szintje 42-57-szer
alacsonyabbra csokkent, mint a Sox9 mRNS-€, akkbtaml és aCol2al
MRNS szintje 59-74-szeresére, illetve 9.3-15.9-szeresére emelkédett (
abra). A Hmgbl csendesitése ebben az esetben sem okozott szignifikans
valtozast aHprt és aSox9 mRNS szintjében, ezért a hatas specifikusnak
tekinthet (7.A—C &bra.

Human és patkany chondrogen sejtvonalakban siRNS-sel csdkkentve a
magas HMGB1/Hmgbl mRNS szintetMBATNYMatnl és aCOL2A1Col2al
expresszioja nagymeértékberbtin Ez megeifsiti azt hipotézisinket, hogy a

40 GOLDRING ET AL. 1994 2307-2316.
4! GEBAUERET AL. 2005,697—708.
42 MUKHOPADHYAY ET AL. 199527711-27719.
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Hmgbl nagy mennyiségben interferdlhat a Sox tri6 altal medialt promoter
aktivacidval aMatnl és aCol2alesetében.

Az eredmények megvitatasa

A porcdifferencialédas kilonbézstadiumait modellézkulturdkban QRT-PCR
analizissel kovettik a marker gének expresszidjat. Kimutattuk, hogy a Sox
gének expresszidjaéna chondrogenesis soran, Hmgbl géné csokken,
hasonléan a chondrogenesis kezdeti szakaszaban szerepet Hatspd
génhez. Tisztitott Hmgbl fehérjével végzait vitro kotési kisérletekben
bizonyitottuk, hogy Hmgbl kétik a Matnl konzervalt DNS elemeihez,
leghatékonyabban a Dpel 5 végi motivumait ismeri fel és jelenléte
befolyasolja L-Sox5 és SOX9 fehérjék &dését ezekhez az elemekhez.
lgazoltuk, hogy a Pel, Ine és Dpel elemek kuloébdétfinitdssal kotnek
SOX9, L-Sox5 és Hmgbl faktorokam vitro. SOX9 legefsebben a Pel
elemhez és a Dpel 3’ végi Sox motivumahozdit mig Sox5 és Hmgbl
leghatékonyabban a Dpel 5 végi motivumait ismeri fel. A Hmgbl és Sox
faktorok kotdésétin vitro modszerek mellett alatdmasztjdk a debreceni
partneriink altal végzett ChIP kisérletek eredményef® i& korabbi
eredményeinket meggsitve" igazoltuk, hogy a Dpel iranytdl fiiggetlendl
porcspecifikus enhanszerkéntiukddik, ami képes homolég és heteroldg
promoter Sox tri0 medialta aktivalasara. Kotranszfekciés kisérletekben
kimutattuk, hogy Hmgb1 ugyancsak dézisféiggédon befolyasolja a Sox trid
szinergista aktivaldhatasat. Mivel ismert, hogy a Hmgbl képes a hiszton H1
leszoritasaval fluidizalni a kromatin szerkezétdeltételezziik, hogy a Hmgb1
alacsony dozisnal a kromatin szerkezetet fellazitva seditiaelSox trid
kotodéset a DNS-elemekhez és a promoter aktivalasat. Magas dozisnal azonban
interferalhat a Sox faktorok kédésével. Tovabbi kisérletként a Matnl-et nem
termeb COS-7 sejteken optimalis mennyi§égOX9, L-Sox5, Sox6 és Hmgbl
expresszalo plazmidokkal transzfektaltuk, melynek hataséara ki tudtuk mutatni a
endogérMatnlindukciojat és Matn1 mRNS expresszidjat.

Chondrogén sejtvonalakon végzett csendesitési kisérleteinkben igazoltuk,
hogy a Hmgbl nagy dozisban gatolja a porcspecifikus génexpressziét. Human
(C-28/12, SW1353) és patkany (RCS) sejtvonalakban siRNS-sel csokkentve a
magas HMGB1/Hmgbl mRNS szintetMatnl és aCol2al génexpresszibja
nagyrrlcézrtékben ait. A Hmgbl magas expresszidja mas tumoros sejtekben is
ismert.

43 YENASI ET AL 2013,1075-1001.

4 ZENASI ET AL 2013,1075-1001.

5 BIANCHI — AGRESTI2005, 496-506.
4 Hock ET AL. 2007, 72-79.
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Ezek az adatok dsszhangban éallnakanl transzkripcios szabalyozasat
leir6 korabbi kozleményekkel, megsitve és tovabbfejlesztve a Sox trid
dozisfigg szinergista kdlcsdnhatasat a promoteren. Eredményeink ugyancsak
0sszhangban allnak a Hmgb1 széledikitdsaval és kiszélesitik azt.

M sox MNFi u Nem

azonositott

wSOXSISOXG & Hmgb1 - faktorok

8. abra: Modell a Matn1 promoter Hmgb1l és Sox faktorok altali szabalyozasara
Abrazoltuk a faktor kdtdését a konzervalt DNS-elemekhez a porédigis kezdetén (A),
a korai szakaszaban (B), Képroliferativ porcsejtekben (C), és rakos sejtvonalakban (D).

A fenti eredmények alapjdn aMatnl Kkulonleges transzkripcios
szabalyozésara javasolt modellinkieegészitettitk a Hmgbl szerepével.
Hmgbl kobdik a Dpel, Pel és Ine elemhez fibroblasztokban és elkotelezett
mesenchyma sejtekben8.A abrg. A kromatin struktira felnyitasat a
konzervalt DNS-elemekhez Kiils és a hiszton H1-et leszoritd6 Hmgbl végzi,
valojaban meég a Sox faktorok be&dése eitt és ezaltal ékegiti a
porcspecifikus Sox faktorok kédését a TATA kdzelében a chondrogenesis
korai szakaszaba®.B8 abrg. A gén transzkripcios aktivitasa mégmmikor a
Hmgbl kobtdését a Sox9 kétiése valtja fel és L-Sox5/Sox6 dozisfigg
mddon noveli a Sox9 transzaktivalé hatasat a@ikgsoliferativ porcsejtekben
(8.C abrg. A magas Hmgb1l expresszioju hipertréf porcsejtekben, vagy Hmgbl
fehérjét nagy mennyiségben terthehkos sejtekben a Hmgbl nagy dozisa és
kotodése megakadalyozza a Sox fehérjékdését 8.D abra).
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A Matnl zonalis kifejeddését iranyitd transzkripciés szabalyozas
felderitése dlsegitheti a szdveti differenciacié jobb megeértését és a ndvekedési
korong fontos zonéira specifikus vektorok&litasat, ami hasznos lehet izuleti
betegségek terapias eljarasainak kidolgozasakor. Hmgb1l expresszié emelkedett
szintjét mutattak ki arthritisben szenvedetegekbef! ami adataink szerint a
porcfehérje gének csokkenéséhez vezethet.
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Hmgb1l can facilitate activation of the matrilin-1 gene
in early steps of chondrogenesis

TIBOR SZENASI

The architectural high mobility group box 1 (Hmgbl) protein acts as both a
nuclear and an extracellular regulator of various biological processes, including
skeletogenesis. Here we report its contribution to the evolutionarily conserved,
distinctive regulation of the matrilin-1 gen®dtnl) expression in amniotes.

We previously demonstrated that uniquely assembled proximal promoter
elements restridvlatnl expression to specific growth plate cartilage zones by
allowing varying doses of L-Sox5/Sox6 and Nfi proteins to fine-tune their
Sox9-mediated transactivation.

Here, we dissected the regulatory mechanisms underlying the activity of a
conserved distal promoter element 1, which works as an enhancer and allows
promoter activation by the Sox5/6/9 chondrogenic trio. In early steps of
chondrogenesis, decliningmgbl expressioroverlaps with the onset @&ox9
expression. Unlike repression in late steps, Hmgbl overexpression in early
chondrogenesis increaddatnl promoter activation by the Sox trio, and forced
Hmgb1 expression in COS-7 cells facilitates inductioiviatn1 expression by
the Sox trio. The conservedatnl control elements bind Hmgbl and SOX9
with opposite efficiencyin vitro. They show higher HMGB1 than SOX trio
occupancy in established chondrogenic cell lines, and HMGB1 silencing
greatly increaseMATN1 and COL2A1 expression. Together, these data thus
suggest a model whereby Hmgbl helps recruit the Sox trio taVvidtal
promoter and thereby facilitates activation of the gene in early chondrogenesis.
We anticipate that Hmgb1 may similarly affect transcription of other cartilage-
specific genes.
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