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ROVIDITESEK

AGC: aggrekan

Agcl: egér aggrekan gén

BMP: bone morphogenic protein

cDNS: komplementer dezoxyribonukleinsav
CNS: central nervous system

COC: cummulus-oocyte complex

Crtl1: egér porc link protein gén

Cspg: chondroitin szulfat proteoglikan
DNA: deoxyribonucleic acid

ECM: extracellularis métrix

GAG: gliikézaminoglikéan

GAPDH: glyceraldehyde-foszfat-dehydrogenaz
HA: hyaluronsav

LP: porc link protein

MRNS: messenger ribonuklein sav

PCR: polymerase chain reaction

PG: proteoglikan

RNA: ribonucleinsav

RT-PCR: reverz transkriptdz-polymerase chain reaction
RT-QT-PCR: real time-quantitative-PCR
SED: spondyloepiphyseal dysplasia



1. BEVEZETES

A porcsejtek mas szovetek sejtjeihez hasonléan informacoban gazdag extracellularis
kornyezetben léteznek, melyet extracelluldris matrix (ECM) molekuldk épitenek fel. Ez a
kornyezet novekedesi faktorokkal, hormonokkal és ECM remodellalo enzimekkel all
kolcsonhatasban. Az ECM struktaralis informéacidit sejtfelszini receptorok kotik 6ssze a sejt
belsejével. Az altaluk kivaltott komplex intracellularis valaszmechanizmusok hatarozzék meg
a porcsejtek génexpressziojat és ezaltal az ECM felépitését.

Az ECM {6 makromolekularis komponensei a proteoglikanok (PG) koz¢ tartoz6 aggrekan
(AGC), hyaluronsav (HA), porc link prortein (LP) és Il-es tipusu kollagén. Az AGC a porc
fehérjetartalmanak 35%-at teszi ki, de a legnagyobb mennyiségben jelen 1év6, mintegy 60 %-
ot kitevé protein a ll-es tipusu kollagén. A LP ugyanakkor a porc szaraz sulyanak csupan
0,05%-at reprezentalja. Ezen kis molekulasulyd (46 kDa) globuléris glikoprotein legfobb
tulajdonsaga hogy HA koté képességgel rendelkezik. A LP-t el6szor, mivel ott nagy
mennyiségben talalhat6, porcbdl azonositottak, és porc link proteinnek (cartilage link protein)
neveztek el.

AGC molekulak egy centralis HA szalhoz szazaval kapcsolédva 6rias (10%-10° Da) PG
aggregatumokat hoznak létre. A LP egyeszerre kotodik a HA szalhoz és a vele szomszédos
AGC molekulahoz, ezéltal stabilizalja az aggregatum szerkezetét. Ezen oriasmolekulédk a 11-
es tipusi kollagén rostok hélozatdba A&gyazddnak. Az AGC negativ toltési
glikézaminoglikan (chondroitin-szulfat) oldallancai nagy mennyiségben kétnek meg vizet, és
ezért felelosek a porc rugalmas Osszenyomhatosagaért. A kollagén rostok biztositjak a
rugalmas nyUjthatdsdgot. Mig az ECM megfelelé osszetétele biztositja a porc mechanikai
tulajdobnsagait, az ECM molekulai a szerkezeti szerepikon tul biztositjak és befolyasoljak
azt a kornyezetet amelyben a porcsejtek élnek és differencialédnak. Ilyen moédon az ECM
makromolekulai alapvet6 fontossagliak a porcsejtek differencialodasaban és az enchondrélis
csontosodas folyamataban. Ezért az ECM felépitésében résztvevé molekuldkat kodolod gének
mutacioi a skeletalis fejlédés oOrokletes zavaraihoz, azaz osteochondrodysplasiakhoz
vezethetnek.

A human chondrodysplasiak a skeletalis fejlodés zavarainak diverz és genetikailag
heterogén csoportjat alkotjak. Ezen eltérések molekularis genetikai hatterére vonatkozo
ismeretek robbanaszerli fejlodésének koszonhetden klasszifikacidjukban valtozas kovetkezett
be, most mar figyelembe véve az érintett géneket és pathogenetikai folyamatokat. A mi
szempontunkbdl legfontosabb csoportba az extracellularis strukturalis proteinek defektusai
tartoznak, koztik néhany igen jol feltérképezett osteochondrodysplasia csaladdal. A human
chondrodysplasisakhoz hasonldéan allatokon is ismertek természetesen eldforduld mutaciok,
melyek a porc ECM struktarélis feherjéit kodolo géneket érintik. Ezek a mutaciok is
chondrodysplasisas fenotipushoz vezetnek, és gyakran halalosak. Ezen eltéréseken tilmenden
szamos kiserletes allatmodell (els6sorban egér) is ismeretes, ahol kiillonb6z6 genetikai
modszerekkel az ECM fehérjéit kodold gének célzott mutacidja érhetd el. Az allatmodellek
értékét az adja, hogy lehetdséget nyljtanak a molekularis mechanizmusok olyan szintli
vizsgalatara, mely humdan viszonylatban nem lehetséges. Ezen tulmenden segitenek
megjosolni human betegségeket és lehetdséget adnak a pathogenezissel és 1j terdpias
lehetdségekkel kapcsolatos kérdések megvalaszolasara.
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Noha a LP és méas porc ECM protein gének szerepét human chondrodysplasisak
kialakulasaban korabban kizartak, egy egér modellben a porc LP gén (Crtll) célzott
mutacioja (knockout) fényt deritett a LP chondrocyta differencialédasban, porc ECM
szabalyozasban és a skeletalis fejlodésben betOltott kimagaslé szerepére. A homozigéta
knockout egyedeken (Crtll™) stlyos letalis osteochondrodysplasia alakul ki, de a
heterozigétak (Crtl1*") normalisan fejlédnek. A legtébb homozigdta knockout sziiletés utan
elpusztul légzési elégtelenség miatt, amit a respiratorikus rendeszer porcos elemeinek
fejletlensége okoz. A néhany talél6 progressziv torpendvést és spondyloepiphysealis
dysplasiara emlékezteté ecltéréseket mutat. Az eérintett Aallatok tdrzse és végtagjai
megrovidiltek, a csigolyatestek ellapultak, a fej jellegzetesen kupolaszeri megjelenést mutat
megrovidilt orral.



2. CEKITUZESEK

2.1 A porc link protein hiany okozta chondrodysplasia és perinatalis letalitas genetikai
helyreéllitasa.

Célunk az volt, hogy vizsgaljuk a LP szerepét a porc extracellularis métrixaban és az egér
skeletalis fejlodésében. Cékitlizéseink eléréséhez a kovetkezo kisérletek végeztiik:

e LP transzgenikus egereket hoztunk létre porc-specifikus expresszids vektort
alkalmazva. Feltételeztlik, hogy a transzgének altal diktalt LP taltermelés fenotipus
valtozashoz vezet.

e A transzgenikus modellhez sziikség volt az egér LP gén kodold szekvencidjara. Elso
Iépésként meghataroztuk az egér LP gén szerkezetét és cDNS szekvencidjat.

e A “rescue” kisérletek soran a transzgenikus egereinket knockout egerekkel
kereszteztik, hogy LP géneket juttassunk a LP deficiens knockout egerek genomjaba.
Feltételeztiik, hogy a transzgének altal biztositott fehérjetermelés pétolja a kiesett LP
termelést, terapias hatassal lesz a chondrodysplasias elvaltozasokra és biztositja az
egyedek tulélését.

e A keresztezések soran LP-t kiilonb6z6 mennyiségben termeld transzgenikus vonalakat
hasznaltunk annak vizsgalatara, hogy a kiilonb6z6 mennyisgben helyredllitott
fehérjeteremelés milyen hatdssal van a fenotipusra. A megmentett egyedeket
részletesen vizsgaltuk.

2.2 Link protein a porcon kivil

Mas vizsgalatok porc LP jelenlétét igazoltdk a porcon kiviil szamos mas szovetben is. Célunk
volt a LP szoveti eléforduldsanak szisztematikus feltérképezése az egerek fejlédése soran
kiilonboz6 szovetekben és szervekben mind a génexpresszid, mind a proteintermelés szintjén.
Cékitlizéseink eléréséhez a kovetkezd kisérletek végeztiik:

e Meghataroztuk a LP génexpresszio eléfordulasat kiilonbozé szovetekben.

o Megmértik a LP génexpressziot az egyedfejlodés kiilonb6z6 stadiumaiban,
kiilonb6z6 szervekben.

e Meghataroztuk a LP fehérjetermelés el6fordulasat kiilonbozd szdvetekben.



3. A PORC LIK PROTEIN HIANY OKOZTA CHONDRODYSPLASIA ES
PERINATALIS LETALITAS GENETIKAI HELYREALLITASA.

3.1  Anyag és modszer

3.1.1 Azegér LP gén izolalésa és klonozasa

Ujsziilott egerek porcabdl RNS-t izolaltunk és azt reverz transzkripcioval atirtuk. A
reverz transzkripcio el6tt a mintakat DN-4z I-gyel (Invitrogen, Carlsbad, CA) emésztettiik a
genomidlis DNS eliminalasa céljabdl. First-strand cDNS-t 1ug teljes RNS-b6l oligo-d(T)
primerrel szintetizaltunk SuperScript 11 reverz transzkriptazt (Invitrogen) hasznélva. Az egér
LP gén azonositasanak stratégiadja RT-polimeraz lanc reakcion (PCR) alapult, elészor
kiillonb6z6 fajokbol szarmazd homolog primereket, majd egér specifikus primereket
hasznalva. A PCR termékeket TA-vektorba (Invitrogen) klonoztuk, majd szekvenaltuk
mindkét iranybdl. Az 5 és 3' végekrdl atfedé klonokat generaltunk 5 RACE system
(Clontech, Palo Alto, CA) and 5’ and 3' Genome Walker (GW) system (Clontech)
alkalmazésaval, melyeket pT-ADV vektorba klénoztunk. Az 5° transzkripcios kezd6 hely
meghatarozasara primer extenziét alkalmaztunk. Egy az 1-es exonbol szarmazo jelélt reverz
primert hasznaltunk az egér chondrocytakbdl szarmazé mRNS atirdsara és egy genomidlis
DNS-bol szarmazo PCR termék szekvenalasdhoz, mely a LP promoter régidjabdl szarmazott.
A [®P]-ATP-vel jeldlt RT termék és a szekvenald reakcié parhuzamosan keriilt futtatasra
7%-0s Long Ranger sequencing gelen (FMC, Rockland, ME). Az intron-exon szerkezet
meghatarozasara a GW csomagot hasznaltuk génspecifikus nested primereket véalasztva a
szomszédos exonokbdl. A PCR termékeket szekvenaltuk, és az Omiga™ 2.0 kompjuter
csomagot (Oxford Molecular Group, Hunt Valley, MD) vagy az NIH BLAST szervert
hasznalva szekvencia analizist végeztink.

3.1.2 LP transzgenikus egerek elddllitisa

Olyan transzgenikus egerek létrehozasara, melyek feleslegben termelik a LP-t a
porcszovetben, porc-specifikus transzgenikus expresszids vektort terveztiink. A vector a
pSPORT-1-b6l szarmazott. Az 5° doboz tratalmazza a II-es tipusu kollagén promoter régidjat.
A 3* végen egy 0,5 Kb nagysagu szakasz tartalmazza az SV40 promotert és a Poly A
adenylacios helyet. Az SV40 nonspecifikus enhancer funkcidval is rendelkezik. A vektor 3’
végén egy 1,5 Kb szakasz tartalmazza a Il-es tipust kollagén enhancer régidjat. Ezek a
szabalyoz6 elemek egylittesen biztositjak a porc-specifikus expressziét. A teljes LP kddold
szekvenciat tartalmazd 1758 bazispar hosszusagu cDNS fragmentum a transzgenikus vector
polylinker helyére Kkerllt beillesztésre. A transzgenikus konstrukciét mikroinjekcio
formajaban (DNX Technologies, Princeton, NJ) juttattuk be. Kezdetben tiz egérben volt
megtalalhat6 a transzgén. Ezekbdl négy fiiggetlen transzgenikus vonal lett kitenyésztve, és
véglil két transzgenikus torzs keriilt felhasznalasra a kisérleteinkben: egy alacsony (Crtl17%%)
és egy magas (Crtl17) magas transzgén-, és protein expresszi6ju.



3.1.3 A transzgenikus es knockout egerek genotipusanak meghatarozésa.

Az egerek genotipusanak meghatarozasa genomialis DNS mintakbol, gén-specifikus vagy
neomycin (Neo)-specifikus primerekkel tortént. Genomialis DNS-t az allatok farkabdl
izolaltunk standard maddszerekkel. A transzgén detektaldsara kiilonbz6 exonokbol szarmazo
primer parokat hasznaltunk. Crtll knockout heterozigétakat két PCR termék egyuttes
jelenlétével igazoltuk (283 bp Neo néklil, 1.88 Kbp Neo-val), melyhez gén-specifikus
forward és reverse primereket hasznéltunk a 3-as intronbol és a 4-es exonbdl, kdzrefogva a
knockout konstrukcio helyét. Crtll knockout homozigotakat a 283 bp nagysagu termek
hianyan kiviil egy Neo-specifikus primer parral és egy Neo- és gén-specifikus primer parral is
igazoltuk.

3.1.4 Poliklondlis antitestek eléallitasa

Egér LP ellenes antitesteket nyulban termeltettiink, azokat szintetikus peptidekkel
(Research Genetics, Huntsville, AL) immunizélva. A peptideket (LProl ***VIEGLEDDTGV
és LPro2 **'KKHKLYGVYCFRAYN ) hidrofil tulajdonsagukat és josolhaté atigenitasukat
figyelembe véve terveztiik Omiga 2.0 softver csomag segitségével. A peptideket Keyhole
Limpet hemocyanin-hoz kapcsoltuk, PBS-ben feloldottuk és 1 ml Freund adjuvanssal
emulzidt keszitettiink. Mindegyik peptiddel harom nyulat immunizaltunk intramuszkularis
injekcidval. 2-3 hetente emlékeztetd injekciot adtunk a peptideket inkomplett Freund
adjavansban emulzifikdlva. Az immunizalt nyulak szérumat az 6todik injekcio utan kezdtik
gyljteni hetente. Az antitesteket szulfolink oszlopokhoz kotott, nekik megfeleld peptidekkel
tisztitottuk. Mindegyik antitest felismerte az egér LP-t, de a LProl-R11 és LPro2-R18
jelolésti volt a legspecifikusabb. Ez a két antitest keriilt felhasznalasra Western blot
analizishez és immunhisztokémia soran.

3.1.5 Fehérje izolalas, tisztitas és Western blot analizis

A LP fehérje termelés detektalasa és gantitativ analysise Ujszilott egerek skeletalis
szoveteibdl késziilt extraktumokon, Western blot segitségével tortént. A mélyfagyasztott és
poritott porc mintakbol a fehérje extrakcié 4 mélos guanidinium Kklorid oldatban tértént, majd
a minték azok dializise, liofilizalasa és normalizalasa utan kerllek felhasznaldsra Western
blot analizishez. A fehérjéket 10%-0s SDS-polyacrylamide gélen szeparaltuk, majd
nitrocelluléz filterre (BioRad, Hercules CA) val6 atvitelt kovetéen a nyulban termeltetett LP
ellenes poliklonalis antitestekkel (LProl-R11 vagy LPro2-R18) kezeltik. A masodjara
hozzéadott, peroxidazzal jelolt, kecskében termeltetett nyul-ellenes antitest a végul
hozzéadott luminol szubsztrattal kemilumineszcens reakcidt valtott ki (Amersham). A
felszabaduld fényjelenséget, mely aranyos a minta LP tartalmaval, rontgenfilmen régzitettik.
Eldhivas utan az eredményeket PDI gél scanner és szoftver segitségével értékeltiik (Protein
Database Inc., Huntington Station, NY).

3.1.6 A génexpresszio mérése

A porc LP gén expresszigjat real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-QT-
PCR) segitseégével (Smart Cycler System, Cepheid, Sunnyvale, CA) mértik. Az analizishez
szilkséges cDNS mintakat ujszilott egerek porcmintaibol kivont RNS-t hasznalva allitottuk
el6 reverz transzkripcioval. A reakcios oldathoz LP génspecifikus primereket hasznaltunk, és
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a gen expressziot a dupla szald DNS-hez k6t6dé CYBR green festék fluoreszcenciajat valos
id6ben (real time) mérve hataroztuk meg. A reakciok 25 pl-es csdvekben torténtek. 1 pl
cDNS mintat adtunk az alabbi reakcids oldathoz: 0.5 uM Crtl1 specifikus forward és reverse
primers, 1:50,000 higitasu SYBR Green-I alapoldat (BioWhitaker Mol. Appl. Cambrex,
Rockland, ME), 200 uM dNTP, 1.5 mM MgCl,, és 2.5 egyseg Tag DNS polimeraz
(Promega, Madison, WI). Normalizalashoz, glyceraldehid-foszfat-dehidrogendz (GAPDH)
génexpressszidjat mértik specfikus primerekkel. Minden genotipushoz tartozéan harom
kiilonb6z6 alombol szarmazo harom allat két fliggetlen mintajat hasznaltuk

3.1.7 A skeletélis szovetek festése és histologiai vizsgalata.

Ujsziilott egerek csontos és porcos vazrendszerét alizarin voros és alcian kék 70%-0s
ethanolos oldataban festettik meg. A hisztoldgiai szovetmintakat 10%-os pufferalt
formailnban fixaltuk, és 1-2 hetes dekalcinalas utan paraffinba agyaztuk. A 6 um vastagsagu
metszeteket safranin O, fast green és vas hematoxylin kombinaciojaval festettiik.
Immunhisztokémidhoz a szdvetmintadkat OCT compound-ba (Sakura Finetec, Torrance, CA)
agyaztuk, és a 6-8 pm vastagsagi fagyasztott metszeteket 3-aminopropyltriethoxi-silane
bevonatl (Sigma) targylemezen jéghideg acetonban fixaltuk 5 percig. A metszeteket PBS-
ben mostuk, protedz mentes chondroitinaz ABC-vel el6kezeltiik 37 °C fokon 30 percig, majd
normal kecske szérum 10%-os PBS oldatdban inkubaltuk. A metszeteket LProl-R11
poliklonalis antitesteket 1 %-0s normal kecske szérumot tartalmaz6é PBS-ben oldva (1:100)
immunfestettik 1 orara szobahémérsékleten. Mosast kovetéen a metszeteket rhodaminnal
konjugalt, kecskében termeltettet nydl ellenes antitestekkel kezeltik (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) 1:100-as PBS higitasban 1 dérara. A metszeteket mostuk,
majd Fluoromount-tal (Kirkegaard and Perry Laboratories, Gaithersburg, MD) fedtik. Az
analizishez Nikon Microphot-FXA mikroszképot vagy Eclipse TE 200 konfokalis
mikroszkdpot (Nikon, Garden City, NJ) hasznaltunk.

3.1.8 Tenyesztési protokol

A “rescue” kisérletek soran olyan allatok Kitenyésztése volt a cél a két térzs (knockout és
transzgenikus) keresztezésével, melyek sajat LP génjuket tekintve homozigéta mutansok,
ugyanakkor hordozzak a transzgént (Crtll”Crtl1™"). El8szér a transzgenikus A és C torzs
homozigéta néstényeit (Crtl1™* és Crtl1™; F9-F10 generaciok) kereszteztiik heterozigéta
LP knockout himekkel (Crtl1*"), heterozig6ta Crtl1* Crtl1™" utodok létrehozasa érdekében.
Az utddok genotipusat PCR segitségevel meghataroztuk, és azokat az egyedeket valasztottuk
ki tovabbi tenyésztésre, melyek knockout heterozigotak voltak és ugyanakkor hordoztédk a
transzgént is. A kivant genotipust, transzgént hordozé homozigéta muténsok (Crtll™
Crtl1""* vagy Crtl1”Crtl1™¢") a méasodik generéaciéban jelentek meg.

3.2  Eredmények
3.2.1 Az egér Crtll gén kodolé régiodja és génszerkezete

Meghataroztuk a 2780 bp hosszUsagu egér LP cDNS szekvenciat mely AF 098460 szam
alatt kertlt a génbank (GeneBank-EMBL) adatbazisaba. A kddolo régio egyetlen nyitott 1065



nukleotid nagysagu reading frame-t tartalmaz, mely egy 355 amindsavbol allé fehérjét kddol.
Osszehasonlitd analizis 99%-0s homoldgiat mutatott a patkany, és 96%-os homoldgiat a
human LP génnel. Az 5’ transzkripcios start helye -368 bp pozicidban van a transzlacios start
helyhez viszonyitva. A 68099 bp hosszUsaglu egér Crtll gén a 13-as kromoszoman
helyezkedik el a 90,138 és 90,206 Mb kozotti régidban, kozvetlendl a verzikan gén (Cspg2)
felett fej a fejhez orienticidéban. Az 1-es exon nem kodol, a 2-es exon tartalmazza a
transzlacios start kodont, a signal peptidet és N-termindlis szekvenciat, a 3-as exon kodolja az
A hurkot, a 4-es exon kodolja a B hurkot, és az 5-6s exon kodolja a B’ hurkot és a 3> nem
kodolé régidt.

3.2.2 Link protein transzenikus egerek

Négy LP transzgenikus alapit6 allat mutatott stabil transzgén atorokitést az utddaiba, és kerllt
felhasznélasra fliggetlen transzgenikus torzsek létrehozasara. Southern blot és denzitometrias
analizis alapjan a transzgenikus C torzs alapit6ja rendelkezett a legmagasabb, tébb mint 20
transzgén mésolattal. Az A, B és D torzsek alapitoi kevesebb mint 10 mésolatot hordoztak. A
magas transzgén expresszioju C torzs és a legjobban szaporodd A torzs tenyésztését
folyattuk, hogy olyan homozigéta LP transzgenikus torzsekhez jussunk, melyek LP
expresszidja mennyiségileg kilénbozik. A LP porc-specifikus tultermelése nem okozott
fenotipusbeli valtozast. Fiziologias szovet ¢és szervfejlodés, fiziologias enchondralis
csontosodas és skletalis fejlodés, valamint fiziologias sziiletési aranyok és novekedés volt
megfigyelhetd.

3.2.3 A genetikailag manipulalt egerek tulelése

A kiindulési feltételezésnek megfeleléen azok az egyedek, melyeknek sajat LP
termelésiik a homozig6ta mutacié miatt nem volt, de valamelyik transzgént hordoztak (Crtll’
FCrt1ll™ vagy Crtl1”Crtl1™) taléltek. Kuldnbség volt azonban a talélési aranyokban
annak megfelelden, hogy a talélést biztositd transzgén az A, vagy a C transzgenikus torzsbol
szarmazott. A tulélési aranyok a harmadik generacioban stabilizalédtak ugy hogy az A
transzgént hordozd homozigéta knockout egrek (ttléld A csoport) ardnya 12,9%, a C
transzgént hordozé homozigota knockout egerek (talélé C csoport) aranya pedig 21,1% volt
az Gsszes élvesziiletésre szamitva. Osszehasonlitasul, a szelektiv tenyésztés soran a Mendeli
szabalyok szerint, valamint a homozigdta mutansok sziikségszerli perinatélis pusztulasaval is

V4 VO

3.2.4 A genetikilag manipulalt egerek génexpresszidja és protein termelése

Heterozig6ta knockout egerekben (Crtl1™) a LP génexpresszié kevesebb, mint fele volt
mérhetd, mig a fehérjetermelés 54+7% (n=10) volt a vad tipust (Crtl1**) kontrollhoz képest,
ugyanakkor ezen egerek skeletdlis fejlodése, €s sziiletési aranya fizioldogias maradt. A
homozigéta LP deficiens egerekben (Crtl1™) sem LP génexpresszi, sem fehérjetermelés
nem volt kimutathatd. A real time PCR mérések nem igazoltak magasabb LP génexpressziot
a transzgenikus A térzsben (Crtl1™*") Ugyanakkor a termelt LP fehérje mennyisége mintegy
50 %-kal (48+24 %, n=11) magasabb volt, mint a vad tipust kontrollban. A transzgenikus C
torzsben (Crtl1™") a LP génexpresszi6 legalabb haromszoros volt a kontrollhoz képest.
Ugyanitt, a megnovekedett génexpresszioval tarsultan a porc LP fehérje tartalma 153+21%-
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kal (n=9) volt magasabb. Mindkét talélé csoportban alacsonyabb volt a mért LP
génexpresszid a vad tipust kontrollhoz viszonyitva ugy, hogy nem vart mdodon a tulélé A
csoport (Crtll”Crtl1™") génexpresszidja magasabb volt, mint a talélé C csoport (Crtl1™”
Crtl1"%") génexpresszidja. Ezzel ellentétben a LP fehérjetermelés a til1élé C csoportban volt
magasabb, a kontrollhoz képest annak valamivel tébb mint fele (56£6%, n=10). A talélé A
csoportban ennél kevesebb, csupan 14+3% (n=10) volt mérhetd. A fehérjetermelés valtozasai
minden csoportban szignifikansak (p<0,01) voltak a vad tipusu kontrollhoz képest.
Szignifikédns volt a kiilonbség a két transzgenikus torzs és a két tulélé csoport kozott is
(p<0,01).

3.2.5 Phenotype of the link protein-rescued mice

A két kiilsnbdz6 taléls csoportban (A és C) a transzgének (Crtl1™* és Crtl1™") alatal
biztositott fehérje produkcid eltérd szintjének megfelelden szignifikans kiilonbségek voltak
megfigyelhetok. Azon talmenden, hogy az alacsonyabb LP szintézist mutatd A csoport
talélési ardnya elmaradt az erésebb C csoport talélése mogott, ezeket az allatokat
szignifikdnsan stlyosabb osteochondrodysplasias elvaltozasok jellemezték. A talélé A
csoport egyedei szlletéskor joval kisebbek voltak tarsaiknal. Mind a torzs, mind a végtagok
rovidebbek voltak, és jelent6s kiilonbségek voltak a fej nagysagaban ¢és alakjaban. Az allatok
orra megrovidiilt, a fej anteroposterior atmérdje kisebb volt, az agykoponya kupolaszerii
megjelenést mutatott. A torpe ndvés az egyedek fejlodése soran egyre kifejezettebbé valt. A
hosszU csOves csontok epiphysis magjai késve jelentek meg, de a csontok meta-, és
diaphysisén nem voltak morfolGgiai eltérések, eltekintve az atlagosan 15%-os rovidiiléstol. A
gerinc csigolyatestei ellapultak, és jelentds szagittalis sika gorbiiletek alakultak ki, melyek az
¢letkor eldrehaladtaval fokozoddtak. A fels thoracalis szakaszon hyperlordosis, az also
thoracalis szakaszon hyperkyphosis alakult ki. A taléld C csoportban ezzel szemben csak
nagyon enyhe skeletalis elvaltozasok voltak megfigyelhetok.

A novekedési porc felépitésében is jenlentds eltérések voltak, elsdsorban a taléld A
csoportban. A névekedési porc kiszélesedett és joval sejtszegényebb volt a kontrollnal, de a C
csoport osteochondrodysplasiasaihoz viszonyitva is. A porcsejtek szdmanak csokkenése
megfigyelhetd volt a proliferacios-, a prehypertrophiés-, és a hypertrophias zénaban egyarant.
A sejtek oszlopokba rendezddése a hypertrophids zoéndban megmaradt, de a masik két
zéndban tobbé-kevésbé fellazult, mely a ndvekedési porc struktdrajanak felbomlasat
eredményezte. A sziikségszerlien megndvekedett mennyiségli ECM proteoglikanokhoz
k6tddd safranin O festddése megmaradt mindkét taléld csoprtban. A kalcifikacidés zonaban
kialakul6 csontgerendak is elsdsorban a tilélé A csoportban voltak vékonyabbak.

A tulélé A csoport fenotipusa nagyban hasonlitott azokhoz a massziv chondrodystrophias
eltérésekhez, melyeket korabban a Crtll” egerekben irtak le. Ezzel szemben a taléld C
csoportban olyan enyhébb skeletélis eltéréseket tapasztaltunk, mint a hosszu cséves csontok
megkisebbedett epiphysis magjai, platyspondylia, és a novekedési porc sejtszaménak
csokkenése az ECM mennyisegének novekedése mellett.
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3.3  Megbeszélés

Ez a fejezet 6sszefoglalja a porc LP hidnya altal kivaltott chondrodysplasia és perinatalis
letalitds részleges és teljes genetikai helyredllitasat. A transzgén hatasa azaz a genetikai
“rescue” dozis dependens , és az eredmények azt bizonyitjak, hogy a LP mennyiségének 50%
korilli csokkenése nem okoz szignifikans eltéréseket. Crtll” egerekben a szilletés utani
halandésagot a megfeleld porcos komponensek hidnya miatt Osszeomld felsé 1éguti
rendszernek tulajdonitjdk. Ezen tulmenden ezekben az egerekben kialakult gerincdeformitas
miatt a mellkas anteroposterior atméréje csokken, tovabb rontva a cardiorespiratorikus
funkciot. Erdekes, hogy a talélé A csoportban a vad tipus fehérjetermelésének 14+3%-a
képes volt helyredllitani a légzési probllémakat és buiztositani az egerek tulélését annak
ellenére, hogy az egerek torpék maradtak és relative sulyos skeletalis eltéréseket mutattak.
Eza a megfiigyelés felveti azt a akérdést, hogy hogyan képes ez a viszonylag alacsony LP
fehérjemennyiség helyreallitani a porc funkcidjat ha csupan egyszerii struktiralis molekula
szerepét jatssza?

Korabbi publikaciokban a Crtll egerek novekedési porcanak jelentds dezorganizaciojat
irtak le, és az egerek 93%-a elpusztult szuletés utdn. Azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a
LP elsésorban a chondrocyta differenciacié prehypertrophiasbol hypertrophiasba vald
atalakulas 1épcs6jére van hatassal, ami jo 6sszefliggést mutat a LP expresszids mintazataval,
ugyanis az a prehypertrophias zénaban a legmagasabb. Az AGC szintje a Crtl1” porcban
jelentésen csdkkent, mely bizonyitja a LP szerepét a PG aggregatumok képzésében. A Crtl1™”
egerekkel ellentétben mindkét talélé csoportban felismerheté maradt a porcsejtek oszlopokba
rendez6dése, de a tuléld A csoportban minden zonaban kifejezettebb volt a sejtszdm
csokkenése. Ezen tulmenden a porc ECM PG tartalma nem mutatott eltérést a vad tipushoz
képest. A novekedési porc szerkezetének minden valtozasa a LP mennyiségi kuldnbségét
tikrozte.

Ha a Crtl1” egerekben az AGC mennyiségének csokkenését a LP stabilizald hatasanak
elvesztésével magyardzzuk, akkor azt varhatnank, hogy a LP fiziologids mennyiségben
szlikséges a PG aggregatumok képzéséhez, tekintve hogy a LP és AGC 1:1 sztdchiometriai
aranyban szerepel a LP-AGC-HA harmadlagos szerkezetben. Ezzel ellentétben kisérleteink
sordn szignifikdnsan alacsonyabb LP mennyiség is hatékonyan &llitotta helyre a porc
szerkezetét. Lehetséges, hogy mindez a LP ndvekedési hormon szerti tulajdonsdgainak
koszonhetd. A LP N-terminalis végérdl lehasitott 16 amindsav hosszisagu peptid ndvekedési
faktorként viselkedhet, és képes stimulalni az AGC, Il-es tipusi kollgén és mas
glikoproteinek szintézisét. Ezaltal az N-termindlis pepptid szerepet jatszhat a matrix
komponenseinek homeosztatikus szbalyozasaban. Egy utdbbi vizsgalatban a SOX9
chondrocyta specifikus transzkripciios factor N-terminalis peptid altal kivaltott fokozott
ezxpressziojat talaltak. Ugyenebben a complex jelatviteli mechanizmusban a link peptid a I1-
es tipusu bone morphogenic protein (BMP) receptordhoz kotddik. A kisérletiinkben tapasztalt
dozis fliggd hatas jol magyarazhaté azzal, hogy akar alacsonyabb mennyiségben poétolt LP is
képes novekedési faktorként mitkddve a porc ECM fiziolodgias felépitésének iranyaba hatni.

A human chondrodysplasiak genetikaileg heterogén csoportjabol az egér modellinkell
legtdbb hasonldsagot a spondyloepiphysealis dysaplasis (SED) csoport mutatja. A csoporton
belll a SED congenital nydjtja a legjobb aanaldgiat. Ezen kdzepesen sulyos chondrodysplasia
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jellemzo6i az ellapult arc, szajpadhasadék, jelentdsen rovidilt tozs és végtegok, megkésett
osszifikacid. A gerincen kyphoscoliosis, dorsolumbalis kyphosis, platyspondylia figyelhet6
meg. Molekularis szinten ugyanakkor nehezebb hasonldsagokat talalni a huan SED csoport és
a LP deficiens egerek kozott. Annak ellenére, hogy a LP szerepére human
osteochondrodysplasiak kialakuldsdban mindmaig nincs bizonyiték, nem kizarhatd, hogy
létezik olyan osteochondrodysplasia, melynek okozoja a LP gén mutécidja. Modelliink
alapjan spondyloepiphysedlis megjelenés josolhatd, és valdsziniileg recessziv oroklésmenet.
Az is lehetséges azonban, hogy a LP szerepe tulmutat egy egyszeri strukturalis ECM
molekulan, és kiesése mar az intrauterin élet soran sulyos kdvetkezményekkel jarva magzati
haldlozdshoz vezet, ami az osteochondrodysplasias fenotipus Kklinikai megfigyelését
lehetelenné teszi. A LP porcon Kkivili lehetséges szerepének vizsgalatat a kovetkezd
fejezetben targyaljuk.

Eredményeink arra utalnak, hogy a LP legalabb két szerepet tolt be a porcszdvetben. Az
egyik funkcidja, hogy biztositja a porc PG aggregatumainak felépitését és stabilitasat AGC-
nal és HA-val val6 kolcsonhatasa eredményeként. A stabil aggregatumok jelenléte alapvetd
fontossagl a ndvekedeési porc funkcidjahoz, de ehhez korilbelul 50%-0s LP expresszio
elegendd (tuléld C csoport). Ez a LP termelés megegyezik a normal fenotipust heterozigota
knockout egerekben mért mennyiséggel. Eszreveheté kiilonbség azonban, hogy mig a taléld
C csoport egyedein megfigyelhetdk nagyon enyhe chondrodysplasiara utald jelek, a
heterozigota knockout egerekben ez soha nincs jelen. Ez arra utalhat, hogy nerm csupén a
génexpresszio és fehérje termelés abszolut mértéke, de a fizioldgids génkdrnyezet és annak
lehetséges szabalyoz6 mechanizmusai is szerepet jatszhat a porc ECM felépitésében és
regulalasédban. A LP masik szerepe, hogy az AGC, ll-es tipusu kollagén és talan mas ECM
fehérjék termelését stimulalva elOsegiti a porc felépitését és fejlodését. Ezen funkcid
helyreallitdsahoz azonban kevesebb LP-re van sziikség amint ezt a vad tipus 14+3%-at kitevé
fehérjetermelés tulélést biztosito és chondrodysplasiat enyhité hatasa is bizonyitja.
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4. LINK PROTEIN A PORCON KiVUL
4.1  Anyag és modszer

4.1.1 Génexpresszio detektalasa

A Crtllgénexpresszid szoveti eléfordulasanak meghataroozasahoz teljes RNS-t izolaltunk
kiilonb6z6 kord egerek szoveteibdl és szerveib6l. Az RNS-t 10,5 napos egész embriokbol,
16,5 napos embriok skeletalis szoveteibdl, agy-, maj-, és sziv mintaibdl, 20,5 napos embridk
és Ujszulott egerek skeletalis szovet-, agy-, maj-, tid6-, sziv-, vese-, lép-, és intestinalis
mintaibol vontuk ki. Ugyanezen szbveteket hasznaltuk felnétt egerekbdl is testis-, szem,-,
ovarium-, és uterus mintakat is vizsgalva. A mintdk reverz transzkripcidja soran LP
specifikus primer parokat hasznaltunk kiilonb6zé exonokbol a LP mRNS azonositasara. A
PCR termékeket 1,5%-0s agardz gélen szeparaltuk és ethidium bromiddal tettik lathatova.
Reprezentativ PCR termékeket a gélbdl izolaltuk (Quiaex Il gel extraction Kit, Qiagen Inc.,
Valencia, CA), és a szekvenciajukat ABI 310 genetic analyser (Perkin Elmer, Branburg, NJ)
segitségével meghataroztuk. Northern dot-blot analizishez teljes RNS-t izolaltink 20,5 napos
embriokbdl és az mRNS-t Oligotex mMRNS csomag (Qiagen Inc) segitségével tisztitottuk. 2
ug oligo-d(T) tisztitott mMRNS-t 2 pl térfogatban GeneScreen plus membranra (New England
Nuclear, Boston, MA) vittiik fel, 80 fokon vakumban sttéttik, prehibridizaltuk, majd 32P-
dCTP-jel6lt 775 bp hosszusagu LP specifikus PCR termékkel hibridizaltuk.

4.1.2 A génexpresszio mérése

A kiilonb6z6 kora vad tipust szovetmintak gén expressziojat real-time quantitative
polymerase chain reaction (RT-QT-PCR) segitségével (Smart Cycler System, Cepheid,
Sunnyvale, CA) mértik. Az analizishez szikséges cDNS mintdkat 10,5 napos egész
embriokbol, 16,5 napos embridok skeletalis szoveteibdl, agy-, maj-, és sziv mintaibol,
ujsziilott és felnott egerek skeletalis szovet-, agy-, méj-, tidé-, sziv-, vese-, lép-, és
intestinalis mintaibol kivont RNS-t hasznalva allitottuk el reverz transzkripcioval. A
reakcios oldathoz LP génspecifikus primereket hasznéltunk, és a gén expressziét a dupla
szall DNS-hez kot6dé6 CYBR green festék fluoreszcenciajat valds idében (real time) mérve
hataroztuk meg a korabban leirtak szerint. Minden genotipushoz tartozdéan harom kiilonb6z6
alombol szarmaz6 harom allat két fuggetlen mintajat hasznaltuk

4.1.3 Fehérje izolalas, tisztitas és Western blot analizis

A nyers fehérje kivonatok készitése 4 mdlos guanidinium Kklorid oldatban tértént
homogenizalt szovetmintakbdl, melyhez 40 feln6tt egér kiilonbozé szerveit hasznaltuk fel.
Mivel LP csak a porcos szovetek nyers kivonataban volt detektalhatd, a mintdk tovabbi
tisztitasat végeztik. Ez tisztitott patkany chondrosarcoma AGC hozzaadasaval, cézium klorid
gradiens centrifugélas segitségével tortént. Ennek eredményeként vegil 2-8 mg liofilizalt
mintahoz jutottunk, minden szervbél, melyet Tris-acetat pufferben feloldottunk és a korabban
leirt modon hasznaltunk fel Western blot analizisre. Immunhisztokémiai vizsgalatokat a
kordbban leirtak szerint, fagyasztott metszeteken végeztiink.
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4.2  Eredmenyek

4.2.1 Link protein génexpresszid széveti megoszlasa és quantitativ analizise

A teljes RNS mintdk 10,5 napos embriokbol, 16,5 és 20,5 napos embridk, valamint
ujsziilott és felndtt egerek kiilonbozé szerveibdl késziiltek. RT-PCR analizis Crtll
transzkriptumok jelenlétét igazolta minden korcsoport minden szervében. A legkorabbi
idépontben, melyet ugy valasztottunk meg, hogy megelézze a porcszovet embriondlis
megjelenésének idejét, a LP transzkriptumok jél detektalhatok voltak. A 16,5 napos embriok
mérete mar lehetové tette kiillonbozo szervek (skeletalis szovetek, agy , maj, sziv) gytijtését.
Mindezekeben jol észlelheté mennyiségbem voltak jelen a Crtll transzkriptumok. Az egér
egyedfejlodésének késébbi idépontjaiban is minden szerv mutatott Crtll expressziot. Noha a
RT-PCR nem enged meg quantitativ kovetkeztetéseket, a LP génexpressszio a skeletalis
szOvetekben és az agyban mindig jol detektalhatd volt. A m4j szdvetmintdk rendszerint
gyenge jelet szolgaltattak, valoszinileg a mintdk enzimatikus ké&rosodasanak magasabb
kockazata miatt. Erdekes, hogy a Crtll transzkriptumok nagyon jol detektalhatok voltak a
feln6tt reproduktiv szervekben és szem mintakban. Az RT-PCR-hoz hasonldéan a Northern
blot hibridizacios kisérlet is igazolta a Crtl1 mRNS jelenlétét minden 20,5 napos embrionalis
szovetben.

A Crtll génexpresszié méréséhez a kiilonb6z6 szervekbdl szarmazé mRNS mintakat
reverz transzkripcio utdn RT-QT-PCR segitségével vizsgaltuk. Minden szévetb6l 9-11 mintat
analizaltunk. A génexpresszio iddbeli és térbeli valtozasait a GAPDH expressziojahoz
viszonyitottuk. Viszonylagosan magas mRNS expressziot talaltunk a 10,5 napos embridban,
még a porc kialakulasa eldtt. Legmagasabb expressziot a 16,5 napos embridk porcos
skeletalis szoveteiben mértink, ami hétszer volt magasabb mint az Gjszulétt koru, és 89-szer
magasabb mint a feln6tt porcszovet génexpresszioja. Hasonld expressziés mintazat volt
lathaté a szivben, ahol a Crtll expresszidé 30%-kal csdkkent a embrionalis 16,5 nap €és az
ajszulétt kor kozott, és tovabbi 33-szoros szignifikans csokkenést mutatott a felnbtt kor
elérésekor. Ezzel ellentétben a Crtl1 mRNS szintje ellenkez6 iranyban valtozott az agyban. Itt
az embrionalis 16,5 nap és Ujsziilott kori expresszid egyardnt alacsony maradt, de felndtt
korban ennek 6tszorosét mértiik, mely megahaladta a felndttkori porcban mért expressziot is.

Magas volt a LP génexpresszid az 0jsziilott tiidoben is, a porcban mért expresszid
kétharmadat (69%) meghaladva. Ez az Gjszuléttkori 1égutakban mért mért magas expresszio
alahuzza a LP jelentOségét a respiratorikus adaptacio soran. Felnott egerekben is magas
maradt a tiidében mért LP expresszid, a porcban mért érték 35%-at kitéve. Kozepes
nagysagrendll génexpresszio volt jellemzd a belekben és vesékben 10jsziilétt korban (18,5%-a
és 4,5%-a a porchban mértnek). Ez mindkét esetben magasabb volt, mint felnétt korban , ami
ezen szervek sziiletés utani fokozott mikkodésével magyarazhat. Noha Crtll expresszio a 16,5
napos majban jol detektalhato volt (0,3%-a a porcban mértnek), az igen alacsony maradt
Gjsziilott és felndtt korban is. Erdekes, hogy a felnétt 1épben viszonylag magas LP expresszio
volt jelen (21%-a porcban mértnek), ami haromszor volt nagyobb mint Gjszil6tt korban, és
meghaladta a felndtt vese €s intestinum értékeit.
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4.2.2 Alink protein széveti megoszlasa

The LP fehérje jelenlétét Western blot analizissel igazoltuka kiilonboz6 szovetekben. A
porcos szovetek magas LP tartalma lehetové tette a fehérje detektalasat nyers kivonatbokl is,
de a tobbi szovetbdl csak tovabbi tisztitds utan lehetett kimutatni. Ezek utan minden altalunk
vizsgélt felnbtt szervben igazoltuk a fehérje jelenlétét. A LP fehérje tovabbi megoszlasanak
kimutatdsara fagyasztott metszeteket LP ellenes poliklonélis antitestekkel (LProl-R11)
festettiik. Legkorabban 13,5 napos embriondlis korban dektaltuk a LP-t a csigolyatestek €és a
baso-occipitalis csont porcos eléhirndkeiben. Ugyanebben a korban LP immunpozitivitast
mutatott a dermis és az aorta metszete. A 19,5 napos embrio veséje szintén LP jelenlétét
mutatta.

4.3  Megbeszélés

Noha LP a porcszévet ECM-aban, ahol AGC-hoz és HA-hoz kapcsolodik nagy
mennyiségben van jelen, szintén megtalalhaté porcot nem tartalmazo6 szdvetekben is. Ez az
az elsé olyan emldsben végzett rendszerezett vizsgalat, amely a LP génexpresszidjanak és
fehérjetermelésének megoszlasat célozza feltérképezni az egér egyedfejlédése soran az
embrionalis kortol a felndtt korig. Jol mutatja a LP ubikviter jelenlétét, hogy a Crtll
expresszid igazolhatd volt a porcképzddés elbtti embrionalis korban, €s nagy szami mas
szOvetben. Ezt masok hasonld megfigyelései is megerésitik. A szisztematikus keresés soran
LP mRNS-t és proteint talaltunk az aldbbi szdvetekben minden vizsgalt életkorban:
porcszovet, agy, maj, t6do, sziv, vese, 1ép, belek, szem, testis, ovarium, uterus. A LP
génexpresszio mérése kiilonboz6 idébeli expresszids mintazatkotat igazolt, ami a LP
jelentéségének novekedésére vagy csokkenésére utalhat egy adott szervben az egyedfejlédés
soradn. Magasabb génexpresszid fontosabb szerepre utalhat egy fejlédési szakaszban, vagy
egy szdvet vagy szerv funkcidjaban. Példaul a Crtll fokozdd6 expresszidja az agyban arra
utal, hogy a LP jelentdsége nagyobb a felndtt korban, mint a fejlddé kozponti
idegrendszerben. Ismert, hogy a LP jelen van az agy és gerincveld sziirke allomanyaban.
Kizarolag neuronok termelik és fontos épitéeleme az idegsejteket koriilvevé haldzatnak
(perineuronal net) ami a neuronokat ¢és dendriteket koriilvevd ECM  specialis
intrauterin és feln6tt kor kozott arra utal, hogy a LP jobban érintett a korai szivfejlddésben.
Ez 6sszhangban van masok altal is leirt Crtll expresszidval az egér endocardiumaban a sziv
fejlddése soran. Egy masik feltételezett funkciot tolt be a LP az egér folliculogenezise soran.
Cumulus sejtek, oocytak és granuldza sejtek termelnek LP-t ami a HA-ban gazdag ECM
stabilizalasaval elésegiti a cumulus-oocyta komplex (COC) expanzidjat. A mi vizsgalatunk
soran LP valdban jol kimutathaté volt az egerek reproduktiv szerveib6l. A Crtll jé jel6ltnek
tlinik mint neurulécidt szabalyozd gén csirke embriokban. Lehetséges, hogy részt vesz azon
cellularis flyamatok szabalyozasaban, melyek eldsegitik az epidermalis ektoderma elevaciojat
és konvergencidjat a neurulacio soran. Nagy szamu egér embridn végzett megfigyeléseink
soran nem talaltunk konzisztens extraskeletalis eltéréseket, de néhany LP deficiens
embrioban taldltunk olyan jeleket, melyek inkomplett neurulacios folyamatra emlékeztetd
agyfejlédési rendellenességekre utalhatnak.
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Ha a LP porcon kiviili lehetséges funkcidit keressiik, akkor minden kétséget kizaréan
molekularis partnereket kell talalnunk. A porcban bet6ltott ismert szerepe és HA kotd
képessége ismeretében a LP legjobb molekularis partner jeldltjei a chondroitin-szulfat PG-ok
csoportjdba tartoznak. Ezek szintén képesek HA-hoz kapcsolddni és LP-nel hérmas
komplexet alkothatnak (LP-Cspg-HA). A korébban porcspecifikusnak tartott AGC-rol
kider(ilt, hogy jelen van szamos mas szOvetben is. Kimutattak, hogy a molekula jelen van a
fejlodo és felnétt agy ECM-aban ahol féként neuronok termelik. A LP-hez hasonloan az
AGC jelen van a perineuronalis haldzatban, melynek kialakulasa idején expressszioja
fokozodik. A molekula HA-hoz kapcsolodik, amit a LP szimultan kotédése és tenascin-R
keresztkotések stabilizadlnak. Az AGC a perineuronalis halézat egyik f6 komponense és
majdnem Kkizardélagos PG-ja. Az AGC csirke embridk sziveben vizsgalt expresszidja azt
mutatta, hogy jelenléte azon teruleteken igazolhatd ahol a mesenchyma sejtjei a kés6bbi
sziviregek kialakuldsdban vesznek részt. AGC jelen van mas szdvetekben is, példaul
inakban, mikrovascularis pericytdkban és a human sclerdban. A masik nagy méretii, HA koto
képességgel rendelkezé Cspg a verzikan. Nagy mennyiségben van jelen kiillonb6zo szovetek
ECM-aban , és elészor human fibroblasztokbol izolaltak. Verzikan génexpresszio vizsgalata
egerekben igazolta annak magas embrionalis expresszidjat, ami a 13. embrionalis nap utan
csOkkend tendencidt mutat. Felndtt egér szovetek koziil az alabbiakban mutattak ki: agy,
tiudo, 1ép, sziv, vazizomzat, bor, testis és vese. A CNS-ben astrocytak és oligodendrocytak
szintetizaljak. A nagy méretii, aggregald Cspg-k csoportjanak tagja a neurokan is, mely a
féleg a CNS-ben fordul el6. Kisérletes adatok tamogatjak, hogy a LP-HA-neurokan
agregaciojanak lehet6ségét. Ezek a megfigyelések tdmogatjak azt a feltételezést, hogy LP
valészintileg kolcsonhatasban all ezekkel a PG-okkal kiilonb6z6 szovetekben.

Vizsgéalataink kindulépontjdban két porc specifikusnak hitt, HA ko6té képességgel
renelkez6 molekula (LP és AGC) jol ismert kapcsolata allt. Eredményeink jelentdsen
kiterjesztették ezen ECM molekulakra vonatkozd gondolkodasunkat, mely ésszhangban van
masok irodalmi adataival is. HA kotésre képes PG-ok és a LP szamos szdvet ECM-aban jelen
vannak. Ezek a molekuldk kulcsfontossagu szerepet jatszhatnak az embrionalis szovetek
fejlodésében, akar a CNS-ben akdr mashol. A porcbdl ismert LP-AGC kdlcsonhatashoz
hasonlé molekularis kapcsolatok egy részét mar leirtak, de a szdmos tovabbi lehet6ség
felderitésének igénye Uj utakat kindl a jovébeli kutatasok szamara.

16



5. UJEREDMENYEK

5.1

A porc link protein hiany okozta chondrodysplasia és perinatélis letalitas

genetikai helyreallitasa

5.2

sz

LP transzgenikus egereket hoztunk létre porc specifikus expresszids vektort
alkalmazva.

A transzgenikus torzseket sikeresen hasznaltuk fel a “rescue” kisérletek soran a
knockout egerek hianyz6 LP termelésének potlasara. A LP hianyanak letalis hatasat
helyreallitottuk, a chondrodysplasias elvaltozasok javultak, vagy megsziintek.

A talélési aranyok és a fenotipusos eltérések kiilonboztek az alkalmazott transzgént6l
fliggden.

A tuléld6 A csoport tagjai torpendvésiiek voltak, de a taléldé C csoport
chondrodysplasisas eltéréseket alig mutatott.

A LP expresszio mérése bizonyitotta, hogy a fenotipus és az osteochondrogenesis
valtozasai a a termelt LP mennyiségével alltak aranyban. A vad tipus LP termelésének
14%-a elégnek bizonyult a taléléshez, 56%-a skeletalis rendszer kozel fixiologias
fejlédéséhez.

Link protein a porcon kivil

A porcon kivil méas szovetekben tortént LP utdn valé kutatds bizonyitotta annak
altalanos jelenlétét az egér fejlodésének minden iddpontjaban. Ez volt az elsd

szisztmatikus vizsgalat emls allaton.

A porc LP expresszidja jelen volt az embriogenezis soran a porcszévet kialakuldsa
elott.

A porc LP génexpresszid méréseének eredmeényei arra utaltak, hogy a LP kiilonb6z6
szervekben, kiilonb6z6 iddpontokban valoszintileg kiilonboz6 jelentéséggel bir.

A LP expresszio minden életkorban dominans maradt a porcot tartalmazo6 szervekben.

A LP expresszio az agyban alacsony maradt az egér fejlédése soran, de jelent6sen
megemelkedett felndtt korban.
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e LP expresszio a sziv organogenezise sordn a legmagasabb, majd sziletés utén
jelentésen csokken.

o A LP feheérje jelenlétét az alabbi szervekben igazoltuk: skeletalis szbvetek, agy, méj,
tiido, sziv, vese, 1ép, intestinum, testis, szem, ovarium, uterus, aorta, bor.
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