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1. Bevezetés

A vazizomsériilések soran a gyors regeneracionak kiemelt egészségiigyi-, szocidlis- ¢és
gazdasagi szerepe van. A legtdbb uj gyogyszer engedélyezésekor a mellékhatasprofilban
mindig fel kell tiintetni a vazizmot érinté mellékhatasokat, mivel komoly farmakovigilanciai
kockézattal birnak. Barmilyen 0j informacié a védzizommal kapcsolatban egy lehetséges
terapids irany lehet az emberek életének jobba tételében. A citoszkeletalis rendszert a XX.
szazad végére mar leirtak és jellemezték, igy az aktin, intermedier filamentumok vagy a
mikrotubulusok szerepe viszonylag jol ismert. Az elmult 50 év kutatdsai ugyanakkor
ravilagitottak arra a tényre, hogy egy masik nagy fehérjeszervezddés, a szeptinek csoportja is
kiemelked6 szereppel bir a citoszkeleton felépitésében €és szabalyozdsdban. Kutatasaink sordn
egy olyan, ezidaig ismeretlen teriiletet vizsgaltunk, ahol a szeptinek, részletesebben pedig a
Szeptin7 szerepét térképeztiik fel vazizomban. Munkacsoportunk elészor irta le szerepiiket
vazizomban in vitro és in vivo, mely a vazizomfejlédés és regeneracid folyamatainak
megértésében 0j irdnyt ad a tudomédny szamara. Jelen dolgozatban az in vitro eredmények

kertilnek bemutatéasra, melyek C2C12 sejteken végzett kisérletek adataibol szarmaznak.

2. Irodalmi Attekintés

2.1 A vazizom és a miogenezis

A vazizom kotegekbe rendezett izomrostokbol épiil fel, melyet kdtdszoveti réteg vesz koriil. A
vazizomrostok mérete kiilonbozd, atmérdjiik 10 és 80 um kozott valtozhat, hosszuk viszont
né¢hany mm-t6l akdr 25 cm-ig is terjedhet. A harantcsikolt tobbmagvu izomrostok alkotjak a
vazizom cellularis ¢és funkciondlis egységeit. Az izomrostok kialakuldsa a prenatalis
ontogenezis soran egy szigoriian programozott, jelatviteli folyamatok sokasagaval szabalyozott
eseménysorozat eredménye, mely folyamatot miogenezisnek neveziink.

A mioblasztok a miocitak (mas néven izomsejtek) embrionalis prekurzorai. A miogenezis soran
a mioblasztok tobbmagvi miotubulusokka egyesiilnek (fuziondlnak), amelyek kés6bb
izomrostokké alakulnak megfeleld beidegzést kdvetden.

A vézizom fejlédése nemcsak a prenatalis idészakra korldtozodik, hiszen ez a szerviink
nagyfoku regeneracios képességgel rendelkezik. A folyamat soran a meglévd rendszer javitasa
a nyugvo szatellita sejtek (SC) segitségével torténik, melyek {6 szerepe az izomszovet

regeneralasa és a nyugvo SC populacié fenntartasa. Ennek eléréséhez az SC-k szimmetrikusan



¢és aszimmetrikusan is képesek osztodni. Egy aszimmetrikus folyamat sordan egyetlen SC
létrehozhat egy onmegujuld lednysejtet, megtartva annak Pax7 expresszigjat, és elnyomva a
MyoD-t (Pax7™mae3s/MyoD3@aesony), tovabba egy elkotelezett sejtet, amelyben elnyomja a Pax7-et
és kifejezi a MyoD-t (Pax72acsony/MyoD™%), Az dnmegujulds és az elkotelezettség kozotti
finom egyensuly felboruldsa a regeneracids folyamat kudarcidhoz és/vagy az Ossejtkészlet
kimeriiléséhez vezethet. Az elkotelezett SC-nek a fizid és a differencialédas mellett nagyon
fontos, hogy a megfeleld helyre eljussanak, amit a sejtmigracios folyamatok segitségével érnek

el.

2.2 Avazizom citoszkeletdlis rendszerének felépitése és szerepe a migrdacioban

A vazizom fejlédése és regeneracidja sordn a citoszkeletdlis elemek atrendezédése és a
sejtadhézids folyamatok szignalizacios szabalyozéasa a migracios folyamatok f6 hajtéereje. A
citoszkeleton egy komplex rendszer, melyben a mikrotubulusokon, intermedier
filamentumokon és a mikrofilamentumokon kiviil a szeptinek a rendszer negyedik elemeként
szdmon tartott fehérjék.

nem izomspecifikus. A folyamatot a citoszkeleton atrendezddésének dinamikdja jelentdsen
befolyasolja. Ebben a fOszerepet jatszé fehérje az aktin, amely bonyolult struktirdkba
(filopodia, lamellipodia, stresszrostok vagy podoszomak) szervezddik. A stresszrostokon beliil
az aktomiozin komplex kontraktilis tulajdonsagait azok a fehérjék szabalyozzdk, amelyek a
plazmamembran adhézids komplexeiben helyezkednek el. Ilyenek példaul a Rho csaladba
tartozd kis GTPazok (Rhol, Cdc42 és Racl), melyek a szubcellularis aktin-Osszeszerelddés
szabalyozasaban mas komplexeket céloznak meg, beleértve az Arp2/3-at, mely utobbinak
szerepe van a filamentumok elagazddasanak szabdlyozasaban is. Ezen tulmenden tobb
tanulméanyban bebizonyosodott, hogy a fent emlitett fehérjék nem csak aktin filamentumokkal,
hanem mas citoszkeletalis fehérjékkel, példaul a jelen dolgozatban részletesebben bemutatott

szeptinekkel is kdlcsonhatasba 1épnek.

2.3  Szeptinek

2.3.1 A szeptinekrdl altaldban

A szeptinek guanozin-trifoszfatot (GTP) kot fehérjék, eukaridtdkban egy erésen konzervalt

fehérjecsaladba tartoznak. A szeptinek szerepét szamos fiziologiai ¢és patologids



sejtfolyamatban igazoltdk, beleértve a karcinogenezist, exocitdzist, endocitdzist, és a
sejtosztodast. Eddig 13 humdén szeptin fehérjét azonositottak, amelyeket a szekvencia
hasonlosag alapjan négy csoportba soroltak (SEPT2, SEPT3, SEPT6, SEPT7). A szeptinek
rendkiviil valtozatos szerkezettel bird fehérjék, melyek egymassal reagdlva még bonyolultabb
struktarakat alkothatnak. Ahhoz, hogy magasabb rendii fehérjeszervezddésként tudjanak
miikddni, nagyon fontos az adott szeptin csoportok képviseldinek (SEPT2, SEPT3, SEPT6,
SEPT?7) jelenléte a komplexekben. Az igy kialakult komplex akér tobb ponton is képes lehet
egyszerre mas fehérjékkel reagalni. A szeptin filamentumok szervezddése magéaban foglalja a
nukleotidok megkotését és hidrolizisét.

A szeptinek szerkezetében megtalalhaté egy GTP-specifikus motivum (AKAD) valamint a
Walker A (GxxxxGKS/T) és B (DxxG) motivumok, amelyek egyrészt a GTP guanin
alegységével 1épnek kolcsonhatasba, masrészt a GTP foszfatcsoportjaihoz kotédve, egy Mg?*
bevonasaval segitik a GTP hidrolizist. A Ras szupercsalad monomer kis GTPazaival ellentétben
a szeptinek oligomerizalodnak GTP-ko6td doménjeiken (G felszin) keresztiil, ezzel fonalas
hetero-polimereket képezve. Az NC felszin az N-termindlis és C-termindlis részét jelenti a
fehérjének. A szeptinek szerkezetében tobb domén is kiemelt szereppel bir. Igy a Septin Unique
Element (SUE), amely a G-t6l az NC felszinig terjed, és lehetévé teszi a filamentum képzddést,
a Coiled Coil motivum a szeptinekben taldlhaté mas polibazisos doménekkel (PB1 és PB2)
egylitt segitheti a membraninterakcidt, valamint az altalaban rendezetlen szerkezetli N-
terminalis domén, mely szintén a membraninterakciot segiti.

A vizsgélt oligomerek kristalyszerkezete szerint az NC felszin az alegységek kozotti
kolesonhatéasi pontok, ezenkiviil a G felszin felhaszndlasaval is 1étrejohet kotddés. A szeptin
komplexek ¢és a veliikk kolcsonhatisban 1év0 fehérjepartnerek feltérképezése korunk
tudomanyos kutatdsainak egy rendkiviil intenziven vizsgalt teriilete. Ahogy a csoportok
beosztasabol és eddigi szerkezeti ismeretekbdl tudjuk, a Szeptin7 csoportjanak egyediili
képviseldjeként elengedhetetlen szerepet jatszik a hetero-oligomer szeptin komplexek, ezaltal

pedig a magasabb rendii citoszkeletalis struktirak kialakitasaban.

2.3.2 A Szeptin7 fehérje bemutatasa

A Szeptin7-et kodolo génszakasz (SEPTIN7) 1254 nukleotidot tartalmaz a 7P14.4-14.1
kromoszéman, ez 418 aminosavat kodol, beleértve a GTP-k6té motivumot is. A Szeptin7
cDNS-szekvencidja emberben homoloég a cdci0-el élesztében, kezdetben a Szeptin7-et

emberben hCdcl0O-nek nevezték. Az egyes szeptinek haromdimenzids rontgenszerkezete



alapjan kimutattdk, hogy a Szeptin7 a tdbbi szeptinhez hasonl6éan egy kanonikus Ras-szerti G-
domént tartalmaz, amely 6 B-szalbol és 5 a-hélixbdl all. A Szeptin7 egy G-feliileten keresztiil
dimert képez.

A Szeptin7 szerepét mar szamos sejtélettani folyamatban leirtdk. Szamos kutatas igazolta a
szerepét kiilonbozd daganatos elvaltozdsokban, példadul bizonyos gliomakban, papillaris
pajzsmirigykarcinomaban (PTC) ¢és hepatocellularis karcindméaban (HCC-ban), de az
intracellularis kalciumhomeosztazisban betdltott szerepével kapcsolatosan is 4llnak
rendelkezésre adatok.

Fontos megemliteni, hogy a kiilonb6z6 szeptinek szerepe kiilonb6zd kisérleti rendszerekben
sokszor ellentmondésosnak tlinik, amivel kapcsolatban szintén szamos irodalmi adat all
rendelkezésre. Igy példaul a Szeptin7 expresszidja kiilonbozd glioma sejtvonalakban
alacsonyabb volt, mint a normal agysejtekben, ami ahhoz vezetett, hogy a Szeptin7 emelkedett
expresszioja jelentésen gatolta az LN18 sejtek migracidjat €s az IGF-1 indukalt kemotaxist. Az
is bebizonyosodott, hogy a megndvekedett Szeptin7 kifejezddés depolimerizalhatja az aktin
és Szeptin7 expresszidjanak csokkentése gatolt proliferacidt, migraciot és invaziot
eredményezett mellrdk sejtvonalakban. Human osteosarcoma U2-OS sejtekben a Szeptin7 a

crer

alacsonyabb Szeptin7 expresszional csokkent ezen sejtek migracioja.

2.3.3 A szeptin rendszer szervezddésének modositasi lehetdségei

A migrécios folyamatok vizsgéalata tobb modon is torténhet, ugyanakkor elengedhetetlen olyan
vegyiiletek fejlesztése és ismerete, amelyek a szeptinek szabalyozdsan keresztiil hatnak.

A forklorfenuron (FCF; N-(2-klor-4-piridil)-N9-fenil-karbamid; CPPU) egy kis molekuldja
vegyiilet, amelyrdl ismert, hogy reverzibilisen befolydsolja a szeptin filamentumok
Osszeszerelddését. Angelis és mtsai mérései szerint, az FCF dokkoléasa a szeptinek dsszes ismert
kristalyszerkezetével azt jelzi, hogy az FCF elényben részesiti a GTP-kotd zsebet. Azt talaltak,
hogy az FCF kotési szabad energiai és affinitdsa a szeptin csoportoktol fiiggden valtozhat in
silico, ami arra utal, hogy az FCF egyes szeptinek nukleotid zsebeihez jobban hozzaférhet vagy

illeszkedhet, mint méasokéhoz, ezaltal a hidrolizist is befolyasolja.



3 Problémafelvetés és Célkitiizés

A szeptinek vazizomban betdltott szerepérdl az elmult 50 évben még nem tortént atfogod
vizsgalat, ami arra 6sztonzott minket, hogy a jelenleg hidnyos ismereteket megfeleld szinten
feltarjuk. Munkacsoportunk a szeptinek szerepének vizsgalatat in vitro és in vivo modellek
segitségével tervezte megvaldsitani.

Jelen dolgozat keretében az in vitro, C2C12 sejteken kapott eredményeket ismertetem. A
C2C12 egy immortalizalt egér eredetli mioblaszt sejtvonal, ami elfogadott modellrendszer az
emlds vazizomzat fejlédésének vizsgalatara.

Munkank soran az alabbi célokat tiztik ki:

A szeptinek kifejez0désének vizsgdlata mioblasztokban ¢és a miotubulusok

differencidlodasi folyamatanak kiilonb6z6 stadiumaiban.

- A Szeptin7 szerepének tanulmanyozasa C2C12 sejtekben; a fehérje kifejezddésének
modositdsa CRISPR/Cas9-indukalt génkiiitéssel €s shRNS-alapti géncsendesitéssel, az
igy létrehozott sejttenyészetek sejtélettani tulajdonsdgainak meghatdrozasa.

- A Szeptin7 szerepének feltarasa a C2C12 sejtek migracidja soran megfigyelhetd

intracellularis Ca?*-véltozasban.

c sy

leirasa.

4 Metodikak

4.1 C2C12 sejtek tenyésztése és differencidltatisa

Az egér eredetli C2C12 mioblasztok (ATCC, Cat# CRL-1772; RRID:CVCL_0188) tenyésztése
magas gliikdz tartalmt tapoldatban (Dulbecco's Modified Eagle Medium, DMEM, Biosera,
Nuaille, Franciaorszag) tortént, mely 10 térfogatszazalékban (V/V%) magzati szarvasmarha
szérumot (FBS, Gibco Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), Penicillin (100 U/mL) és
Streptomycin (100 pg/mL) antibiotikumokat (Biosera), ¢s 2mM koncentraciéban L-glutamint
(Biosera) tartalmazott. Az igy elkészitett és alkalmazott tapoldat (proliferald tapoldat) cseréje
kétnaponta tortént, a sejtek passzalasa pedig 80-90%-0s konfluencia elérését kovetden lett

végrehajtva.


https://identifiers.org/RRID/RRID:CVCL_0188

A kisérletek egy részében a C2C12 sejtek 80-90%-o0s konfluencia elérését kovetden, egy
foszfat-pufferes (PBS, Biosera) mosas utan differencidl6 oldatot kaptak. A differencialé oldat
DMEM alapu volt, mely 2 V/V%-ban l6szérumot (Horse Serum, HS, Gibco, Billings, Montana,
USA), tovabba Penicillin (100 U/mL) és Streptomycin (100 pg/mL) antibiotikumokat
(Biosera), és 2mM koncentracioban L-glutamint (Biosera) tartalmazott. Az igy elkésziilt

tapoldatot alkalmaztuk a differencialodasi folyamat soran (miotubulus képzddés).

4.2 Proliferdcios vizsgalatok

A sejtproliferacio vizsgalatit CyQUANT NF Cell Proliferation Assay Kit (Invitrogen,
Carlsbad, California, USA) segitségével végeztiik. A C2C12 sejtek (2500 sejt/lyuk) tenyésztése
96-lyuku fekete sejttenyésztd edényben tortént (Greiner Bi-One, Mosonmagyarovar,
Magyarorszag) 72 6ran keresztlil. A mérés napjan a gyarto leirasa alapjan jartunk el. Roviden,
I1x HBSS (Hank’s balanced salt solution, Hank-féle sooldat) puffert készitettiink ionmentesitett
vizzel a gyari 5x HBSS felhasznalasaval, majd hozza adtuk a CyQUANT NF festékreagenst
(1x festékmegkdtd oldat elkészitése). A mérés eldtt a tapoldatot 100 pl 1x-es festékmegkotd
oldatra cseréltilk, majd a 96-lyuku edényt lefedtiik €s 37°C-on 30 percig inkubaltuk. A
fluoreszcenciat 485 nm-es gerjesztés és 530 nm-es emisszios hulldmhosszon mértiik
FlexStation 3 Microplate Reader leolvasoval (Molecular Devices, San Jose, CA, USA). A
relativ fluoreszcencia értékeket a 100%-nak tekintett, Ctrl sejteken kapott értékek szazalékaban

fejeztiik ki.

4.3 A fuzios index meghatdrozdsa

A miotubulus differencialodas elérehaladasat immuncitokémia segitségével szamszerisitettiik.
A sejteket liveg fedélemezekre szélesztettiik, és a differencialodési folyamat minden napjén a
mintakat 4%-os paraformaldehid oldatban (PFA) fixaltuk, majd ezt kdvetéen a mintékat
dezmin-specifikus immunjeldlésnek és DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) festésnek vetettiik
ala (a protokoll részletes leirasa az Immuncitokémia pontban taldlhatd). A megfeleld mintakbol
konfokalis képeket készitettiink. Az Alexa Fluor 488 és DAPI-jel6lésti mintak képeit AiryScan
880 lézer pasztazo konfokalis mikroszkdppal (Zeiss, Oberkochen, Németorszag) készitettiik,
ahol 20x levegds és 40x olajimmerzios objektiveket hasznaltunk. A fizios indexet a két vagy
tobb maggal rendelkezd miotubulusok sejtmagjai szdmanak és a latdbmezdkben 1évé magok

teljes szamanak aranyaként szamitottuk ki.



4.4 RNS izoldalas és RT-PCR elemzés

A sejttenyészetek mintdit 4°C-os PBS-sel torténd mosast kovetden Trizolban (Molecular
Research Center, Cincinnati, OH, USA) vettiik fel és altalanos RNS izolalasi protokollnak
vetettiik ald. El6szor 20%-o0s kloroform hozzaadasa utan a mintdkat 4°C-on 16 000 x g-n, 15
percig centrifugaltuk. A mintdk fels¢ vizes fazisdt 500 pl RNaz-mentes izopropanol
segitségével precipitaltuk szobahémérsékleten 10 percig. Centrifugalast (12 000 x g) kdvetden
a kicsapodott RNS-t 75 V/V%-os etanol segitségével mostuk, majd ismét centrifugaltuk. A
1000 Spektrofotométer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) segitségével
hataroztuk meg. Sikeres izolalast kovetden a nukledz mentes vizben beoldott mintdkat —80°C-
on taroltuk. A reverz transzkriptaz (RT) reakcio elegye (20 pl) (Omniscript, QIAGEN,
Germantown, MD, USA) 1 pg RNS-t, 0,25 pul RN4z inhibitort, 0,25 pl oligot (dT)-t, 2 ul ANTP-
specifikus primerparok segitségével végeztiik, amelyeket a Primer Premier 5.0 szoftverrel
(Premier Biosoft, Palo Alto, CA) terveztink a GenBankban kozzétett egér nukleotid
szekvenciak alapjan, és a tervezés alapjan a Bio Basic-t6l (Toronto, Kanada) vasaroltunk. Az
egyedi tervezésli primerparok specificitasat in silico igazoltuk az NCBI Primer-BLAST
szolgéltatds  felhasznalasdval  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Az
amplifikaciokat programozhato PCR késziilékben (Labnet MultiGene 96-well Gradient
Thermal Cycler; Labnet International, Edison, NJ) végeztiik a kovetkezd beallitasokkal: kezdeti
denaturalas 94°C-on 1 percig, majd 30 ciklus denaturalas 94°C-on (30 s); anneldcio optimalizalt
hémérsékleten minden primerparra 30 masodpercig, extenzié 72 °C-on, 60 mésodpercig, majd
végsd elongacid 72°C-on 5 percig. A PCR-termékeket EZ-Vision Dye 6X (VWR) vegyitettiik,
¢s a DNS-sdvokat 1,2-2,5%-0s agar6z gélen végzett elektroforézis utan tettiikk lathatova

(Fujifilm Labs-3000 késziilék, Fuji, Tokid, Japan).
4.5 Génkiiités a CRISPR-Cas9 modszerrel

A CRISPR/Cas9 knockout (KO) és HDR (Homology-directed repair) plazmid konstruktok,
mely specifikusan az egér Szeptin7 gént céloztak 3 kiilonboz6 kodolo régidban (exon #3, #4, és
#5) a Santa Cruz Biotechnologiai cégtol lettek beszerezve (Santa Cruz, Dallas, Texas, USA). A
Szeptin7 CRISPR-Cas9 KO plazmid 3 kiilonb6z6 guideRNS-plazmidbol és HDR-plazmidbol
allo  készlet volt. Sense A: TCAGCAACCGAAGAACCTTG (exon3), Sense B:



CTGACAATAGTTGATACTCC (exond), Sense C: CTGGAGAATACAAATCTGTG
(exon5).

A C2CI12 sejtek transzfektdlasa a KO és HDR plazmidokkal szérummentes Opti-MEM
oldatban (Thermo Fisher Scientific) tortént, melyhez Lipofectamine 2000 transzfekcios
reagenst hasznaltunk (Invitrogen). 48 ora elteltével a sejteket puromycin-tartalmu szelekcios
tapoldatban (2 pg/ml) tartottuk 5 napon keresztiil, majd a vektorok GFP (Green Fluorescent
Protein, zold fluoreszcens fehérje) és RFP (Red Fluorescent Protein, piros fluoreszcens fehérje)
fehérjéket kodolo tulajdonsagai alapjan a megfeleld egyedi sejteket FACS Aria (Fluorescence
Activated Cell Sorting) aramlasi citométerrel (BD Biosciences, San Jose, CA) szelektaltuk. A
sejtek proliferald tapoldatba keriiltek, a sejtosztodast transzmisszids mikroszkép (EVOS XL

Core Imaging System, Thermo Fisher Scientific) segitségével kovettiik nyomon.

4.6 Géncsendesités

A C2C12 sejtek tenyésztése 6-lyuktt edényben tortént. 50-60%-os konfluencia elérését
kovetden a sejtekre szérummentes Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) oldat keriilt és
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) transzfekcios reagens segitségével, egy retrovirus alapt,
Szeptin7-specifikus shRNS konstruktot tartalmaz6 pGFP-V-RS vektorral tértént a transzfekcio.
Kontrollként egy kevert szekvenciajii shRNS (short hairpin RNS) vektort kaptak a sejtek (Scr
sejtek). A transzfekciot kovetden 3 draval a sejtekre Gjra proliferald oldat keriilt, majd 48 6ran
at regeneralddtak és szintetizaltdk a kodolt shRNS-t. Az inkubdcidés id6 utan a sejtek
puromycin-tartalmtt (2 pg/ml) tapoldatban szelektalodtak addig, mig jol koriilhatarolhato
sejtklonok jelentek meg a tenyésztéedényben. Az egyedi klonok kiilon tenyésztéedénybe
keriiltek, megfeleld sejtszam elérését kovetéen a géncsendesités eredményességét
fehérjeszinten, Western blot modszer segitségével igazoltuk. Azokat a klonokat, melyek a
Szeptin7 kifejezédésben szignifikans csokkenést mutattak, tobb passzalast kovetden is
teszteltlik és csak azokat hasznaltuk fel késébbi kisérletekhez, melyekben a csokkent Szeptin7

fehérje-expresszio folyamatosan kimutathatd volt (S7-KD sejtek).
4.7 Fuzios fehérje elodllitasa és sejtekbe torténd transzfektdalasa

Szeptin7-N-mCherry ¢s Szeptin7-N-ECFP (Enhanced cyan fluorescent protein) kodolo
szekvenciakat pcDNA 3.1 (+) expresszios vektorba klénoztattuk (Thermo Fisher Scientific). A
sejtekre 50-70%-o0s konfluencia elérését kovetden szérummentes Opti-MEM tapoldat kertilt és
a fuzids fehérjéket kodolo vektorok transzfektaldsa (mCherry vagy ECFP) Lipofectamine 2000

(Invitrogen) reagens segitségével tortént. Harom oraval a transzfektalast kovetden a sejtekre a
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proliferacios tapoldat keriilt és 24 vagy 48 ora elteltével tortént a mintak tovabbi vizsgalata.
Elésejtes mikroszkopos vizsgalatok el6tt Hoechst 33342 festékkel lettek megjeldlve a
sejtmagok. A képeket AiryScan 880 laser scanning konfokalis mikroszkdp segitségével
készitettiik (Zeiss).

4.8 A Fuzios fehérje kifejezodésének nyomonkivetése élo sejtekben

A C2C12 sejteket 96 lyuku Cell Carrier Ultra lemezeken (6055302, Perkin Elmer, Waltham,
MA, USA) novesztettiik 10 V/V% FBS-t tartalmaz6 DMEM-ben. 70%-os konfluencia szintnél
a tapkozeget szérummentes Opti-MEM-re cseréltiik, és a sejteket Szeptin7-N-mCherry kodolod
plazmiddal transzfektaltuk. A sejteket 24 oran keresztiil hagytuk a kodolt fehérjét kifejezni. A
kozel 95-100% konfluens tenyészetek esetén sejtmentes zonat hoztunk létre egy Tecan
Freedom EVO folyadékkezeld robot segitségével, a folyadékkezeld kart hasznalva, 10 pl-es
pipettavéggel. A képeket az Opera Phenix High Content Confocal System-en készitettiik
(Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). Lyukanként 6sszesen 24 mez6t vettiink fel 200-250
sejttel, és mindegyik képalkot6 pozicidhoz 1ézer alapt autofokuszt hasznaltunk. Az atesd és az

crer

gyljtottiikk 63x-os objektiv segitségével (Numerikus Apertara értéke: 1,15).
4.9 Immuncitokémia

A sejteket PBS-sel torténd mosast kovetéen 4 V/V%-os PFA oldattal fixaltuk 15 percen
keresztiil. A felesleges paraformaldehid inaktivalasa 0,1M Glicin tartalma PBS segitségével
tortént. A sejtek permeabilizalasahoz 0,25 V/V% Triton-X (TritonX-100, Sigma) tartalmu PBS
oldatot hasznaltunk 10 percig, melyet harom PBS-es mosas kovetett (3x15 perc). Ezutan
szérummentes fehérjeblokkolast alkalmaztunk (DAKO, Los Altos, CA, USA) 30 percig. A
blokkolést kovetéen a blokkold oldatban higitott elsddleges Szeptin7 antitest (IBL, 1:250)
keriilt a mintakra, az inkubacié 16-18 oran at, nedves kamraban, 4°C homérsékleten tortént. Az
inkubécios 1dot kdvetden PBS-el mostuk a mintdkat (3 x 15 percig), majd a masodlagos,
fluorofér-konjugalt antitest (1:1000), valamint FITC-phalloidin (1:1000) vagy TRITC-
phalloidin (1:1000) keriilt a mintakra 1 6ra id6tartamra, szobahOmérsékleten. A phalloidin-nel
konjugalt fluorofér specifikusan az F-aktinhoz kétédik. Hairom PBS-es mosast (3x 15 perc)
kovetden fedomédium segitségével fejez0dott be a mintak eldkészitése. Az Alexa Fluor 488,
TRITC, FITC, Hoechst33342 és DAPI jelolt mintakrol a felvételek az AiryScan 880 laser

scanning konfokalis mikroszkop segitségével késziiltek (Zeiss), 20x levegds, valamint 40x és
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63x olajimmerzids objektivvel. A masodlagos antitestek és/vagy fuzios fehérjékrol (Szeptin7-
N-mCherry és Szeptin7-N-ECFP) a felvételek fluoreszcencids detektalhatosag fiiggvényében
488 nm, 543 nm ¢és 405 nm excitdciés hullimhosszokon, mig az emisszid hosszi

hullamhosszokon atereszt6 szirdvel, 550 nm felett tortént.

4.10 Mitokondriumok kimutatisa C2C12 sejtekben

A C2C12 sejteket liveg feddlemezekre szélesztettiik, majd 24 ora elteltével, a gyarto protokollja
szerint, a mitokondriumokat MitoTracker™ Red CMXRos (Thermo Fisher Scientific) festék
segitségével jeloltiik, majd az immuncitokémiai protokoll szerint fixaltuk a mintékat tovabbi

vizsgalatokhoz.

4.11 Kolokalizacios vizsgalat

Az aktin és Szeptin7 filamentumok kolokalizacigjat immunjeldlést kovetden az AiryScan 880
laser scanning (Zeiss) konfokalis mikroszkoppal és Zeiss 3.5 Blue program segitségével
végeztiikk. A fluoreszcencia-kolokalizacids vizsgalatok eredményeit grafikusan is dbrazoltuk
szorasdiagramokban, ahol az egyik szin intenzitdsat minden egyes pixel esetében a masodik
szin intenzitdsdval szemben abrazoltuk. A szoérdsdiagramokon a Pearson-féle korrelacios
egylitthatot (PCC) hasznaltuk a kolokalizaci6 szamszeriisitésére. A PCC képlete az aldbbiakban

egy tipikus, voros €s zold csatornakbol 4ll6 képre van megadva,

_ Y(R-R)x(6-5)

_ =\ 2 —\ 2
VX, (R-R)*xY, (G~G)

ahol R; és Gj a vOrds és a zoOld csatorna intenzitasértékére utal, illetve az 1 képpont

PCC

intenzitasértékére, R és G pedig a vords és zold csatornak atlagos intenzitasara utalnak a teljes
képen. A PCC értékek 1-t6l terjednek két olyan kép esetében, amelyek fluoreszcencia-
intenzitasa tokéletesen, linedrisan kapcsolodik egymashoz, és -1-ig két olyan kép esetében,
amelyek fluoreszcencia-intenzitasa tokéletesen, de forditottan kapcsolodik egymashoz. A

nullahoz kozeli értékek olyan probak eloszlasat tiikrozik, amelyek nem korreldlnak egymassal.

4.12 Szeptin7 filamentum vastagsdagdanak meghatdarozdsa

A Szeptin7 filamentum szerkezetében bekdvetkezett valtozasok szamszerlsitését a Szeptin7
filamentumok vastagsaganak meghatarozasaval értékeltiik a kontroll (Ctrl) C2C12 tenyészetek

fluoreszcens képein. A sejteket 24 oras FCF kezelést (100 pM, Sigma) kovetéen az
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Immuncitokémia fejezeten beliil leirt moddszer segitségével jeloltiik, majd felvételeket
készitettiink a mintdkrol az AiryScan 880 laser scanning konfokalis mikroszkdop (Zeiss)
segitségével. Az igy késziilt képek feldolgozasdhoz a Zen 3.5 Blue (Zeiss) szoftvert hasznaltuk,
ahol az egyes sejteken beliil 6t régiot valasztottunk ki véletlenszeritien, ezeken a jeldlt Szeptin7

filamentumok fluoreszcencia intenzitdsabol hataroztuk meg azok vastagsagat.

4.13 Fehérjekimutatds

A fehérje kifejez6dés vizsgalatdhoz a sejteket lizis-pufferben gyiijtottiikk 6ssze (20 mM Tris—
HCL, 5 mM EGTA, Protease Inhibitor Cocktail, Sigma). A mintdkbol BCA protein esszé
segitségével meghataroztuk a fehérjekoncentracidt, majd azonos koncentraciok bedallitasat
kovetéen 5x elektroforézis mintapuffert (20 mM Tris-HCI, pH 7,4; 10% SDS-ben oldott
bromfenol kék (0,01%), 100 mM B-merkaptoetanol) adtunk a teljes sejtlizatumhoz, amit 5
percig, 95°C-on fOztlink, igy denaturdlva a fehérjéket. 7,5%-0s SDS-poliakrilamid gél
segitségével 8-10 pg teljes fehérjeminta keriilt elektroforetikus elvalasztasra. Ezt kdvetden a
fehérjéket nitrocelluloz membranra transzferaltuk és PBS-ben oldott 5%-0s nem-zsiros tejpor
segitségével blokkoltuk a nem specifikus kotddéseket. A membranok a megfeleld elsédleges
antitestekkel 16-18 oran keresztiil, 4°C homérsékleten inkubalddtak (Szeptin7, IBL, 1:250; a-
aktinin, Sigma, 1:250). A bekotddést kovetden 30 perces PBS+1V/V9% Tween-20 (PBST)
mosas kovetkezett, majd HRP-konjugalt masodlagos antitestekkel inkubaltuk a membranokat
szobahdémérsékleten. A specifikus kotédések detektalasa felerdsitett kemilumineszcencia
segitségével tortént (Thermo Fisher Scientific). A jelek denzitometriai analizise Imagel
szoftver (NIH, Bethesda, MD, USA) segitségével tortént. A jelek szemi-kvantitativ
Osszehasonlitasat Imagel szoftver segitségével végeztiik, a detektalt Szeptin7 jelet ugyanazon
minta a-aktinin jelére normalizaltuk. Ahhoz, hogy a Scr és a S7-KD mintdkban detektalt
Szeptin7 jeleket Ossze tudjuk hasonlitani, a Ctrl sejtekben kapott Szeptin7 értékre
normalizaltuk, igy az értékeket %-ban is kifejeztiik. A vizsgélatokat legalabb harom fliggetlen

mintabol végeztiik el, technikai ismétlés szdma pedig szintén harom volt.

4.14 A Sejtmigrdcio vizsgalata

A sejteket (2x10%) specialis inzertben (Ibidi GmbH, Grifelfing, Németorszag) szélesztettiik, és
24 oran at hagytuk a feliilethez tapadni. Az inzert eltdvolitasa elétt Mitomycin C (Sigma)
kezelést alkalmaztunk (10 ug/uL, 2 o6ra), ezzel blokkolva a sejtek osztddasat. Az inkubéciot

kovetéen a Mitomycin C tartalmt oldatot eltavolitottuk, a sejteket PBS-el mostuk, majd az
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inzert eltavolitasat kovetden a sejtekre oldoszeres kontroll (etanol, Sigma) vagy FCF—et (100
uM) tartalmazo tapoldatot tettiink. A sejtek migraciojat 37°C-on, 5% COr—dal termosztalt
kornyezetben, CytoSMART™ rendszer (CytoSMART Technologies, Eindhoven, Hollandia;
Lonza Bioscience, Basel, Svéjc) segitségével kovettiik nyomon. A rendszer 5 percenként
készitett képeket a bedllitott latotérrdl, melybdl a kisérlet végén egy 24 oras vided allt a
rendelkezéstinkre. A rendszer 20x nagyitdsi objektivvel dolgozott. A CytoSMART™
rendszerrel rogzitett képeket egyenként mentettiik, és az Imagel szoftver segitségével tovabb
elemeztiik (NIH, https: //imagej.nih.gov/ij/).

képfeldolgozo szoftvert hasznaltunk. Kiszamoltuk a teljes megtett utat, a kiindulasi ponttol
maximalisan elért tavolsagot, az atlagos sebességet, valamint megjelenitettiik az egyes sejtek
migracios utvonalait is. A 12 6rds mérés soran kiszamitottuk azon alkalmak szdmat, amikor a
sejtek nem mozdultak el. Az egyes sejtek barmely irdny(l mozgéasat az eredeti felvételek 20
perces iddablakaiban hataroztuk meg. A sejteket akkor tekintettilk mozgonak, ha elmozdulasuk
barmely irdnyban meghaladta a sejt 4tmérdjét, ellenkezd esetben nem mozgdnak nyilvanitottuk

az adott idGtartamban.

4.15 Intracelluldris [Ca*'] mérése

A sejteket 20 percen keresztiil toltottiik 37°C-on Fura-2-AM festék segitségével szérummentes
tapoldatban (DMEM, 2,5uM Fura-2-AM, Sigma). Feltoltés utan a sejteket Tyrode oldatban
tartottuk (mM-ban: 137 NaCl, 5,4 KCl, 0,5 MgCl,, 1,8 CaCl, 11,8 Hepes és 1 g L! gliikoz; pH
7,4). A Fura-2-t egy CoolLED pE-340fura fényforrassal (CoolLED LTD, Andover, Anglia)
gerjesztettiik, ami ZEISS Axiovert 200 m-es mikroszkoppal volt 6sszekapcesolva. A gerjesztési
hullamhossz 340 és 380 nm kozott valtakozott, az emissziot 505-570 nm-es savateresztd
sziirdvel detektaltuk, a méréseket szobahdmérsékleten végeztik. A képfelvétel és
utofeldolgozas az AxioVision (rel. 4.8) szoftverrel (Zeiss) tortént. A [Ca?*]i-t reprezentald
fluoreszcencia hanyadost a hattérkorrekciot kovetden a 340 ¢és 380 nm-en készitett képekbdl
szamitottuk ki. Ezekben a kisérletekben két objektivet hasznaltunk, 10x-es (levegd) az

adatgylijtéshez és 40x-es (olajimmerzids) a reprezentativ képekhez.

4.16  Statisztikai analizis és adatelemzés

Az Osszevont adatokat az atlag + standard hiba (SEM) formaban fejeztiik ki. Az adatcsoportok
kozotti kiilonbségeket kozonséges egytényezds ANOVA, Bonferroni post hoc tobbszorods
Osszehasonlitd teszt (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) és Student-féle t-teszt
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(kétmintas, kétoldal t-proba) segitségével értékeltiik ki, ahol a 0,05-nél kisebb p-értékeket

statisztikailag szignifikans kiilonbségnek tekintettiik.

5 Eredmények

5.1 Kiilonbozd Szeptinek kifejezodése C2C12 mioblasztokon és differencialt
miotubulusokon

A miogén eredetli C2C12 sejtekben a szeptinek adott csoportjaiba tartozé fehérjék mRNS-eit
proliferacié ¢és differencialodas soran egyarant kimutattuk. A SEPT2 csoport (1,2,4,5)
képviseldinek mRNS szintje esetén a Szeptinl alig fejezddott ki, a Szeptin2 proliferald és
differencidld6 mintdkon egyardnt kimutathaté volt, a Szeptin4 differenciadlodas-fiiggd
expressziot mutatott és a Szeptin3 is jelen volt. A SEPT3 (3,9,12) csoportbdl a Szeptin3 alig
fejez0dott ki és a Szeptinl2 sem volt kimutathato, a Szeptin9 viszont proliferalo és differenciald
mintdkban egyarant erds jeleket mutatott. A SEPT6 csoport tagjaibol (6,8,10,11,14) a Szeptini4
nem amplifikdlodott az altalunk vizsgalt mintdkon, mig a tobbi fehérje mRNS-eit mind
proliferald és differencialé mintakbdl ki tudtuk mutatni. Kiemelt jelentdségti a SEPT7 csoport
egyetlen képviseldjének, a Szeptin7-nek a jelenléte, mivel ez a fehérje sziikséges a szeptin
komplexek képzddéséhez. A Szeptin7 mRNS-e proliferald és differencialé mintdkban egyarant
detektalhatd volt. Mivel a szeptinek egymassal kiilonb6z6 tipust makromolekularis
komplexeket és hetero-oligomereket képeznek, igy az adott csoportba tartozé szeptin fehérjék
jelenléte kritikus a megfelel6 fehérjekomplex szervezddéséhez.

Részletesebben a Szeptin7 kifejezddését vizsgaltuk fehérje szinten is a C2C12 tenyészetek
kiilonbozd fejlettségi allapotaiban. Eredményeink alapjan kimutattuk a Szeptin7 fehérje
jelenlétét mind a proliferacidos, mind a kiilonbozé differencialédasi napokon. A szemi-
kvantitativ adatok alapjan, a-aktininre torténd normalizalds utan a Szeptin7 expresszios szintje

a differencialodas elérehaladtaval csokkend tendenciat mutatott C2C12 miotubulusokban.

5.2 A Szeptin7 elengedhetetlen a C2C12 sejtek osztoddasahoz

A Szeptin7 szerepének feltérképezéséhez elsd 1épésként genetikai modositassal kivantuk
megvaltoztatni az altalunk hasznalt sejtekben a fehérje kifejez0dését. A Szeptin7 expressziot
C2C12 sejtekben elészor CRISPR/Cas9 technikaval terveztiik gétolni. Ez a kisérleti

megkozelités abnormalis sejtmérethez vezetett, rdadasul a sejtek osztodasa leallt, amit a
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nagymeéretli, tobb sejtmagot tartalmazo, egymastdol nem elvalo sejtek szemléltettek. Egy kultara
esetében sem sikeriilt 8-10 sejtmagot tartalmazo allapotot kovetden tovabbi sejtosztodast
elérniink. Ez egyrészt arra utal, hogy a Szeptin7 jelenléte elengedhetetlen a C2C12 sejtek
osztddasdhoz, masrészt viszont mas génmodositdsi modszer alkalmazéasat tette sziikségessé
tovabbi kisérleteinkben, hogy fenntarthatdo sejtvonalat generaljunk a Szeptin7 szerepének

vizsgalatara.

5.3 A Szeptin7 fehérje expresszio csokkentésének hatisa C2C12 sejteken

A Szeptin7 csokkent expresszigjat C2C12 mioblasztokban  shRNS-kozvetitett
géncsendesitéssel értlik el. A S7-KD sejtek csokkent Szeptin7 fehérjeszintje kimutathatd volt a
Ctrl, illetve a Scr sejtekhez képest, raadasul ez a valtozds megmaradt a differenciadlodasi
folyamat soran is. A Szeptin7 fehérje kifejezddésében kb. 50%-o0s csokkenést sikeriilt elérni

géncsendesités soran, mely tulajdonsagot folyamatosan nyomon kovettiik a sejtkultirainkban.

A géncsendesitett sejtek fénymikroszkopos nyomonkdvetésénél mar megfigyelhetd volt, hogy
a Szeptin7 fehérje kifejez6désének csokkentése jelentds valtozdsokat eredményezett a sejtek
megjelenésében és alakjaban egyarant. Ennek tovabbi vizsgélatdra a Scr és S7-KD sejteken
specifikus immunjeldlést végeztiink Szeptin7-re és a sejtalakot alapvetden befolyasold aktinra
(F-aktin). A Ctrl és Scr sejtekben megfigyelhetd jellegzetes Szeptin7 filament-szerkezet a
legtobb S7-KD sejtben eltlint, helyette a fehérje fragmentalt, pontszerli megjelenését figyeltiik
meg. A Ctrl és a Scr tenyészetekben a Szeptin7 és az aktin filamentumok erdsen kolokalizaltak
voltak, mig a S7-KD sejtekben ez a térbeli atfedés nem volt jellemzd, bar a sejteken beliili aktin
szerkezete tobbnyire valtozatlannak tiint. A Scr és S7-KD tenyészetek esetén kolokalizacios
elemzést is végeztiink, mely alapjan a Pearson-féle egyiitthatd kisebb volt a S7-KD sejtekben
(0,648), mint az Scr C2C12 sejtek esetében (0,833).

A sejtmorfologiaban bekovetkezett valtozasok kvantitativ jellemzéséhez az Imagel] program
segitségével meghataroztuk a fent emlitett sejtkulturdkban az egyedi sejtek teriiletét (T),
kertiletét (K), és az ezekbdl szamolt koralaktsagot (C, cirkularitast) is. A cirkularitds egy
mértékegység nélkiili szam 0 és 1 kozott, amelyet a (4nxT /K?) képlettel szamol ki a program.
A S7-KD sejtek atlagos teriilete és koralaktisaga szignifikdnsan magasabb volt a Scr tenyészet
megfeleld paraméteréhez viszonyitva (S7-KD: T=1564+142 pm? p<0,05; n=121,
C=0,58+0,05; p<0,001, Scr: T=1348+138 pum? és C=0,47+0,05; n=96). Az eredmény jol
korreldl korabbi megfigyeléseinkkel, miszerint a S7-KD sejtek kevesebb nyulvannyal
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rendelkeztek. Az egyes sejttipusok keriiletét is kiszamitottuk, és nem talaltunk kiillonbséget a
Ctrl (190,1£16,9 pm), a Scr (196,5£19,9 um), valamint a S7-KD kultarak (185,0£16,7 pm)
kozott. Az altalunk vizsgélt paraméterekben nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a Ctrl és
Scr sejtek kozott (Ctrl: T=1298+115 um? és C=0,46+0,04; n=127), igy a S7-KD sejtekben vald
eltérések kialakitdsdban a csokkent Szeptin7 kifejezddés jelentds szereppel bir. A Szeptin7
expresszio csokkenése feltehetdleg a szeptinek magasabb rendii szerkezeteit is karosan
érinthette.

A mioblasztok proliferacios kapacitasat tobb napon keresztiil teszteltiik, eredményeink szerint
szignifikansan csokkent sejtosztodast tapasztaltunk a Szeptin7 modositott sejtekben 72 éraval
a szélesztést kdvetden (adatok a Ctrl sejtekre normalizalva, Scr: 94,1+£7%, S7-KD: 79,7£5.2%,
N=3, n=24; p<0,001). Ez jol korreldl a sejtek tenyésztésénél tett megfigyeléssel, miszerint
azonos sejtszdmbol kiindulva a S7-KD sejtek minden esetben késdbb érték el a konfluens

allapotot, mint a Scr vagy Ctrl tenyészetek.

5.4 A Szeptin7 fehérje létfontossagu a C2C12 sejtek differencidlodasahoz

A kiilonbozd tenyészetek faziskontraszt mikroszkdpban torténd nyomon kovetése sordn a
masik fontos megfigyelésiink az volt, hogy a tenyészetek differencidlodésa soran a
miotubulusok képzése is jelentdsen modosult a Szeptin7 géncsendesitését kovetden. Ennek
pontos meghatarozasara a differencialodéas kiilonbozé napjain fixaltuk a tenyészeteket és
figyelheté meg C2C12 tenyészetekben, ott is kizarolag a tobbmagva miotubulusokban. A
differencidlodds masodik napjatdl kezdédden novekvé miotubulus képzddés volt
megfigyelhet6 a Ctrl és a Scr tenyészetekben mig a S7-KD tenyészetekben csak elhanyagolhat6
sejtfuzio volt kimutathatod, még a kisérlet 6. napjan is. A folyamat kvantitativ jellemzése végett
meghataroztuk az egyes tenyészetekben az adott differencidlodasi napokon a fuzids indexet. A
Ctrl és Scr tenyészetek esetében folyamatosan emelkedd értékeket kaptunk, ami az egyre
elérehaladottabb differencialtsagi fokot (nagyobb szdmi miotubulusban 1évé magszamot)
prezental. Ezzel ellentétben a S7-KD tenyészetekben mar a méasodik differencialédasi naptol
szignifikdnsan alacsonyabb fizios indexet kaptunk, ami a miotubulus-képzés visszamaradott
voltara utal (N=2, n=20 sejttipusonként ¢s az értékek %-ban megadva, Ctrl: D2: 23,2+2.5; D3:
34,6+4,1; D4: 38,7+3,1; D5: 49,9+3,5; D6: 60,9+2,95; Scr: D2: 25,3+3,8; D3: 32,5+3,2; D4:
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38,9+3,7; D5: 44,143,5; D6: 53,8+2,9; S7-KD D2: 3,8+1,3; D3: 8,6+2,0; D4: 10,7+1,2; DS5:
10,4+2,4; D6: 12,6+1,8; p<0,05).

5.5 A Szeptin7 hatdsa a C2C12 sejtek mitokondridlis halozatdra

E16 sejteken kivitelezett MitoTracker Red CMXR-al torténd festést kovetden azt tapasztaltuk,
hogy a S7-KD sejtekben nemcsak a Szeptin7 filamentdzus szerkezete kiilonbozott a Ctrl és Scr
tenyészetektl, hanem a mitokondridlis halozatot is jelentdsen érintette a Szeptin7 gén
csendesitése. A Ctrl és Scr tenyészeteken megfigyelhetd, kiterjedt mitokondrialis "halozat”
jelentdsen besziikiilt és modosult Osszetettséget mutatott a S7-KD sejtekben. Ez arra utalhat,
hogy a citoszkeletdlis szeptin rendszer a mitokondridlis rendszer felépitésében ¢és

struktaraltsagdnak megtartasaban is jelentds szerepet vallalhat a mioblasztokban.

5.6 A Szeptin?7 eltérd elrendezodést mutat migralo és nem migralo sejtekben

Bebizonyitottuk, hogy a Szeptin7 és az aktin filamentumok, mely utdbbi szabalyozd szerepe
jol ismert a sejtmozgasban, kolokalizalodnak C2C12 sejtekben. A Szeptin7 fehérje szerkezeti
atrendezddésérdl a mioblasztok mozgasa soran azonban még nem allt rendelkezésre
informacio. Nem migrald sejtekben a Szeptin7 filamentszerli megjelenését mutattuk ki, a
migracié soran viszont ez a kifejezddési forma megvaltozott, és jol szervezett szerkezeti
egységek alakultak ki, melyek els6sorban a sejtprojekcidkban, és a hatuls6 éleken voltak
megfigyelhetok. Mivel a géncsendesités sordn megkozelitden 50%-os csokkenést sikertilt
elérni, igy alapvetden az S7-KD sejtek is képesek Szeptin7-et termelni, és az ezen fehérjét
tartalmaz6 filamentek megjelenése még a migralé S7-KD sejtek esetében is kimutathatd a
sejtnytlvanyokban. Migracid sordn a Szeptin7 megvaltozott megjelenésével parhuzamosan az
aktin rendszer is atszervezddott mindegyik vizsgalt sejttipusban.

A Szeptin7 fehérje megjelenését idében is nyomon tudtuk kdvetni a fluoreszcensen tag-elt
Szeptin7-N-mCherry fehérje exogén plazmidrdl torténd expresszidjaval, az Opera Phenix
képalkotd rendszer segitségével. Az ujonnan képzddott Szeptin7 filamentdzus megjelenést
mutatott, normal tenyésztési koriilmények kdzott, immunjeldlést kovetden pedig meg tudtuk
kiilonboztetni a plazmidrol expresszalodd fluoreszcens filamentumokat az endogén mddon
képz6doktol. Ezenkiviil a fuzios fehérje kifejezddését migralo C2C12 mioblasztokban is

nyomon kovettiik. Az 5 percenként készitett felvételek alapjan a Szeptin7 filamentumok
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folyamatosan véltozé mintazatat észleltilk, ami egyértelmli bizonyitéka volt a Szeptin7

filamentumok migréacio6 soran bekdvetkezd valtozasainak.

5.7 A Szeptin7 szerepet jatszik a migracioé alatti intracelluldris [Ca®*] valtozdsokban

Szérummentes DMEM tépoldatban tartott tenyészetekben 5 6rds inkubaciot kovetéen a nem
migrald (NM) és migralé (M) sejtek egyértelmiien elkiilonithetéek voltak. Mivel a C2C12
mioblasztok ebben a kornyezetben nem képesek osztodni, az [Ca?']i valtozasa a sejtek
kiilonbség a nem migrald sejtek [Ca**]i-ban (F340/F3g0 ratioértékek, Ctrl: 2,644+0,07 (nnm =48)
és Scr: 2,52+0,05 (nnm =62), mig ezen tenyészetek migrald sejtjein az [Ca?']; szignifikans
novekedését mutattunk ki a nem migrald tarsaikhoz képest (Fs4o/F3go ratioértékek, Ctrl:
3,02+0,03 (nm=89) ¢és Scr: 3,20+0,05 (nv=86); p<0,001, mindkét esetben). A S7-KD sejtek
esetében a nem migrald sejtek alacsonyabb, de nem szignifikansan kiilonb6z6 [Ca?*]i szintet
mutattak a Scr sejtekhez képest (Fiao/F3s0 ratioértékek, S7-KD: 2,394+0,04 (nnv=130). Bar a
migrald S7-KD sejteken (S7-KD: 2,79+0,04 (nm=125), p<0,001) a [Ca?*]i emelkedés ugyanagy
megfigyelhetd volt, mint a Ctrl és Scr mioblasztoknal, a kialakult emelkedés aranyaiban joval

kisebb volt.

5.8 A Szeptin7 szintje hatdssal van a migrdciora

Mivel a Szeptin7 filamentumok elrendezédése kiilonbozik a migrald és nem migrald sejtekben,
kivancsiak voltunk arra, hogyan valtoznak az alapvetd migracios paraméterek (teljes megtett
ut, atlagos sebesség, kiinduldsi ponttdl valé maximalis tavolsag) a géncsendesitett C2C12
sejtvonalon. A mérések 24 oraig tartottak, melybdl az elsd 12 orat hasznaltuk fel az adatok
elemzésére (3 fliggetlen kisérlet volt sejtvonalanként). Eredményeink azt mutatjak, hogy a S7-
KD (n=33) sejtek atlagos sebessége (0,71+£0,02 um/min) nagyobb volt, mint az Scr (n=34)
sejteké (0,58+0,02 pm/min, p<0,001), és ezek a sejtek tavolabb keriiltek a kiinduldsi ponttol
(S7-KD: 311,64+15,43 pum, Scr: 251,57+¢10,16 pum; p<0,01). A teljes megtett Gt szintén
hosszabb volt a S7-KD sejtek esetében, mint az Scr sejteknél (S7-KD: 509,32+15,18 um és Scr:
416,18+£12,76 pum; (p<0,001). A Scr ¢s S7-KD sejtek kozti kiilonbséget szemlélteti a nem

migralé események szama is, mely a Scr sejtekben szignifikdnsan magasabb volt.
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Fontos kiemelni, hogy a Ctrl (n=23) és Scr sejtek kozott a vizsgalt paraméterekben nem
tapasztalunk szignifikdns valtozast 12 6ra migracié alatt (sebesség: 0,54+0,02 um/min, teljes
megtett Ut: 383,43 £13,93 um ¢és maximalis tavolsag: 329,54+19,9um) igy a kapott adatok

alapjan a migracio feltehetdleg a Szeptin7 fehérje csokkent kifejez6dése miatt valtozik meg.

5.9 Az FCF stabilizdlja a Szeptin?7 filamentumokat C2C12 mioblasztokban

Munkank sordn a tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy az FCF kezelés befolyasolja-e és ha igen,
a sejtosztodas valtozasat CyQuant essz¢ segitségével, eredményeink szerint a szer dozisfiiggd
modon csokkentette a sejtproliferaciot (ICso=180,8 uM, R?=0,8671). A tovabbi vizsgalatokhoz
a félhatasos dozis alatti, 100 pM-os koncentraciot valasztottuk. A mioblasztok FCF kezelését
kovetéen Szeptin7-specifikus immunjeldlést végeztiink annak érdekében, hogy a
filamentszerkezetben bekovetkezd valtozasokat nyomon kdvessiik. Megallapitottuk, hogy a
Szeptin7 filamentumok architektirdja jelentdsen megvaltozott FCF hatasara, a sejtekben
hosszabbnak ¢s vastagabbnak tiind filamentumok jelentek meg és azok intracellularis
elhelyezkedése is eltérd volt a nem kezelt sejtekhez képest. A filamentumok vastagsagat
szamszerUsitettiik is a megfeleld Ctrl sejteken beliill (4 egyedi sejt esetén sejtenként 5
véletlenszertien kivalasztott teriiletérél mindkét esetben). Eredményeink szerint FCF kezelt
sejtekben az immunjeldlt Szeptin7 filamentumok vastagsadga szignifikdnsan nagyobb volt a
nem kezelt sejtek megfeleld egységeihez képest (670,5+20,1 nm; nfiamens=57 a nem kezelt,
illetve 973,3+34,3 nm; nflamen=63 az FCF-kezelt Ctrl sejtekben; p<0,001). Ezt kdvetden a fent
emlitett FCF kezelést és immunjelolést a fuzios fehérjével transzfektalt sejteken is
megismételtiik, az endogén Szeptin7-hez hasonléan joval nagyobb méretii, fluoreszcensen tag-

elt filamentumok megjelenését tapasztaltuk a kezelt sejteken.

5.10 Az FCF kezelés megvaltoztatta a C2C12 mioblasztok migracidjdt, viszont a C2C12
S7-KD tenyészetek ellendllobbak voltak a kezeléssel szemben

Az FCF-kezelés minden tenyészet migracids paramétereit megvaltoztatta, de a nem kezelt
tenyészetek paramétereire normalizalt adatok valtozasa nagymértékben eltéré volt. A Scr
(n=37) ¢és Ctrl (n=21) sejtek meghatarozott paraméterei kezelés hatdsara szignifikdnsan
csokkentek (Scr és Ctrl kezelt és nem kezelt, p<0,001) nem kezelt tarsaikhoz viszonyitva (Scr

FCF-kezelt: sebesség: 0,35+0,02 pm/min, teljes megtett ut: 249,15 £13,08 um és maximalis
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tavolsag: 139,03+8,21um, Ctrl FCF kezelt: sebesség: 0,39+0,02 um/min, teljes megtett ut:
279,30 £11,09 um és maximalis tavolsag: 183,07+11,53 um, nem kezelt sejtek adatai az 5.8-es
fejezetben). A kezelt Scr és Ctrl sejtek paramétereit egymassal Osszehasonlitva azok
szignifikdnsan nem kiilonboztek egymastol. Ezzel szemben a S7-KD (n=32) tenyészetek
ellenallobbnak tiintek az FCF-kezeléssel szemben (S7-KD FCF kezelt: sebesség: 0,63+0,02
um/min, teljes megtett Gt: 452,39 £16,57 um és maximalis tdvolsag: 227,42+9,35 um, p<0,05;
a nem kezelt adatokat lasd az 5.8 fejezetben), mely utobbi megfigyelés a Szeptin7 fehérje
alacsonyabb kifejezddésének kovetkezménye lehet. A S7-KD sejteken meghatdrozott,
migraciot leird paraméterek koziil a teljes megtett ut esetében sok esetben a nem kezelt
sejtekhez képest magasabb értékeket kaptunk, ami 100% feletti atlagot eredményezett. Az
atlagos sebesség, valamint a kiindulasi ponttdl mért maximalis elmozdulés értékeiben a S7-KD
sejteken szignifikansan kisebb csokkenést tapasztaltunk FCF kezelést kvetden, mint a Ctrl és
Scr tenyészeteknél. Eddigi adatok azt mutatjak, hogy az FCF reverzibilis modon, koriilbeliil 3-
4 ora elteltével stabilizalja a szeptin filamentumokat. Ennek a hatdsnak a bizonyitasara a teljes
ut hosszadatait iddben is megvizsgaltuk, mely alapjan az FCF mar a kezelés els6 oraja soran
hatni kezdett, és ez a hatas jelent6sebb volt az Scr tenyészetekben, mint a S7-KD sejtek
esetében. Az FCF-nek tobb iddre volt sziiksége a S7-KD sejtekben a migraciot gatlo hatés
kialakitasahoz, azonban egy bizonyos id0 elteltével, koriilbeliil 8 ora kezelés utan, a szer mar
itt is szignifikdns valtozast okozott a vizsgalt paraméterben a nem kezelt sejtekhez képest. A
Ctrl sejteken elvégzett kisérletek azt mutatjdk, hogy ezek a Scr sejtekhez hasonlé modon

reagaltak az FCF kezelésre.

6 Megbeszélés

6.1 A szeptin filamentumok a vazizom citoszkeletdlis rendszerének szerves részei

A szeptinek a citoszkeletdlis rendszer alapvetd elemei, hianyuk kiillonboz0 patologias
elvaltozasokat eredményezhet. Elesztben a térbeli kompartmentalizacio szabalyozoi és ezéltal
kulcsszerepet jatszanak a citokinézisben. A szeptinek GTP-kotd fehérjék, amelyek
filamentumokat és magasabb rendi struktirakat alkotnak az eukaridta sejtek plazmamembranja
alatti rétegben, és tarsulnak az aktin és mikrotubulus citoszkeletdlis haldzatokhoz. A szeptin
komplexek koordindljak a sejtosztddast, hozzajarulnak a sejtpolaritds fenntartdsdhoz és a

sejtmembran szerkezetének dinamikus atalakitdsdhoz. Bar a citoszkeletdlis szeptinek
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kifejez6dését és szerepiiket tobbféle sejt/szovet tipusban tanulmanyoztdk mar, vazizomban,
illetve azt modellez6 rendszerben erre vonatkozd informacidk hianyoznak a szakmai
irodalomban. Ismereteink szerint eredményeink elsdként irjak le a kiillonbozd szeptin fehérjék
RNS-ének ontogenezis-fiiggd expresszidjat a C2C12 mioblaszt sejtekben és differencialddasuk
sordn, kiilonbozo fejlettségli miotubulusokban. A négy szeptin csoport (SEPT2, SEPT3,
SEPT6, SEPT7) tagjai kifejezddnek a C2C12 sejtekben, melyek lehetdséget adnak valtozatos
szeptin oligomerek ¢és magasabb rendli struktirdk létrehozasdhoz. Kisérleteink alapjan
igazoltuk, hogy a Szeptin7 fehérje, mint csoportjanak egyediili tagja, a differencialodas
elérehaladtaval csokkend expressziot mutat. Ez alapjan feltételezhetd, hogy szerepe a mioblaszt
allapotu proliferacio és a differencialédas kezdeti szakaszan fontosabb, amikor a legtobb sejt

fuzidja torténik.
6.2 A szeptinek szerepe a mioblasztok sejtélettani folyamatainak szabdlyozdsdaban

A szeptinek és mas citoszkeletalis fehérjék kozotti kapcsolat kiemelkedd szerepet jatszik a
mechanikai jelek biokémiai valaszokka torténd atalakitasaban. A szeptinek részt vesznek a
mechano-transzdukcidoban azéltal, hogy eldsegitik a kontraktilis aktomiozin héalézatok
kialakulasat. Tobb probalkozas is volt mar génkiiitott szeptin modellrendszerek 1étrehozésara,
viszont a jelenleg ismert 13 szeptin fehérjébdl minddsszesen 7 féle szeptin KO egeret sikeriilt
létrehozni. A mindeniitt jelenlévd Szeptin7, Szeptin9 és Szeptinll genetikai ablécidja
embriondlis letalitashoz vezetett. A Szeptin7-/- egerek soha nem sziilettek meg, a fejloddés korai
szakaszdban megalltak, valoszinlileg mitotikus hiba miatt, mezenchimalis szoveti degeneraciot
és kiterjedt sejthalalt mutatva.

A fentiekkel 6sszhangban kimutattuk a Szeptin7 és az aktin filamentumok kolokalizaciojat Ctrl
és Scr C2C12 sejtekben. Ezenfeliil a CRISPR-Cas9 génkititéses technoldgia alkalmazasaval
tobb sejtmaggal rendelkezd, proliferaciora képtelen oOrids sejteket kaptunk eredményiil, mely
megfigyelés alapjan kijelenthetjiik, hogy Szeptin7 nélkiil ezek a sejtek nem képesek osztodni.
Eredményeink 6sszhangban vannak a tudoményos irodalommal, hiszen ahogy mar emlitettiik,
a Szeptin7-hidnyos egérembriokban nem torténik meg a gasztrulacio folyamata, ami a Szeptin7
kulcsfontossagu szerepére utal az egyedfejlédés soran.

Géncsendesités segitségével a C2C12 sejtekben kb. 50%-0s Szeptin7 fehérjeszint csokkenést
értiink el, mely a filamentumok szerkezetét, méretét és a sejtek alakjat is megvaltoztatta.
Kisérleteink soran a Szeptin7 fehérje hianya nagyobb méretli és kevesebb nyulvannyal
rendelkezd, csaknem kerek C2C12 mioblaszt sejteket eredményezett, jelentdsen modosult

intracellularis Szeptin7 filamentumokkal. Ez korrelal azzal a megfigyeléssel, hogy a Szeptin7
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meghatdroz6 funkcidval bir a sejtmorfoldégia meghatarozasaban kiilonbozd sejttipusokban,
példaul az idegrendszer hatso6 gyokér ganglionok neuronjaiban vagy egér primer
fibroblasztjaiban. Az altalunk vizsgalt modellrendszerben a Szeptin7 fehérje expresszidjanak
Ezen talmenden, a géncsendesitett S7-KD mioblasztoknak jelentdsen gatolt és eltolodott a
tobbmagvi miotubulusok 1étrehozasanak képessége, illetve folyamata, azaz sériilt a
differencidlodasi programjuk. Az izomdifferencialédas soran szdmos transzkripcios faktor
adott idében vald megjelenése rendkiviil fontos, viszont a sejtek kapcsolodasan tul a
citoszkeletalis rendszer atrendezddésére is sziikség van a miotubulusok létrehozasahoz. A
C2C12 mioblasztokon végzett vizsgalatok a RhoA-t, a Racl-et és a Cdc42-t a miogenezis
fontos szabalyozoiként azonositottak. Ezek a GTPazok downstream kindzok és transzkripcios
faktorok, példaul a p38 MAPK, a c-Jun N-terminalis kindzok (JNK) és a szérum vélasz faktor
(SRF) aktivitasanak modulalasan keresztiil miikddnek. Az &ltaluk szabalyozott, bonyolult
jelatviteli utvonalakat C2C12 sejtekben a szeptinekkel kapcsolatosan még nem vizsgaltak, igy
jelenleg csak feltételezhetd, hogy ezek az utvonalak akar a Szeptin7 fehérjén keresztiil is
befolyasolhatjak a differencialodast.

Osszegezve a megfigyeléseinket, munkacsoportunk elészor irta le, hogy a Szeptin7 a
citoszkeletalis szeptin szervezddés kulcsfontossagu szerepldje a sejtmorfoldgia, a proliferacid
¢s a differencialodés szabalyozasaban C2C12 mioblasztokban, mely paraméterek a miogenezist
és a regeneraciot alapvetden meghatdrozzak. Bar Szeptin7 KO egérmodell nem létezik,
vazizomspecifikus knockdown modellt munkacsoportunknak sikeriilt létrehozni, ami
lehetdséget adott a vadzizmot érintd folyamatok tanulméanyozésara.

A mitokondriumok kulcsfontossagli organellumok, amelyek a sejtek anyagcseréjét az oxidativ
foszforilacion keresztiil torténd energiatermelés integralt mechanizmusan keresztiil
szabalyozzak. A halézat altalanos morfologidjat a mitokondriumok fizidja és hasadésa
hatdrozza meg, amiben nagy szerepe van a Drpl nevili mitkondridlis hasitast szabalyozo
fehérjének, amit mar Osszefiiggésbe hoztak a Szeptin2 fehérjével is. Megfigyeléseink arra

crer

bizonyitasara viszont tovabbi kisérletekre van sziikség.

6.3 A Szeptin7 filamentumok dtrendezédése a migrdalo mioblasztokban kiemelt jelentoségii

Egyes publikaciok mar targyaltdk, hogy a specifikus szeptin fehérjék (egyes esetekben a

Szeptin7) expresszidjanak moddositdsa megvaltoztatja a kiilonbozé eukariota sejttipusok

crer

23



humén hamsejtek, human mellrak- és tiidordksejtek vizsgdlata sordn, viszont vazizomsejtek
Jelen dolgozatban bemutattuk, hogy a Szeptin7 intracellularis megjelenése eltérd a nem migraléd
¢és a migrald mioblasztokban. A nem migral6 sejtekben a Szeptin7 filamentumok az egész
citoplazmaban jelen vannak, mig migracidé soran a filamentumok specifikusabb lokalizacidja
¢észlelhetd, kiilondsen a sejtprojekcidkban €s a hatulsé élen. A migralé S7-KD tenyészetekben
Szeptin7 filamentumok megjelenése ugyan megfigyelhetd volt, de a hosszuk és méretiik
alulmaradt a Scr sejtekéhez képest. A Szeptin7 migracidban betdltott szerepérdl mar tobben
beszamoltak, de a pontos mechanizmus, hogy sejtspecifikus kornyezeti tényezok
megvaltoztathatjadk-e a fehérje viselkedését, még nem teljesen tisztazott. JOl ismert, hogy a
sejtpolarizaciohoz kiilon eliils6 és hatso teriiletek kialakitasa sziikséges a sejtben, ami fontos az
iranyitott migracio és a sejtmozgds szempontjabol. Az aktin altal kdzvetitett lamellipodialis
membrankiemelkedés a migrald sejt ¢lét képezi, a visszahuzodo farok kialakulasa pedig dontd
jelentdségli a mozgas kivitelezésében. Az aktin filamentumok sajatos megjelenése minden
sejttipusunkban 14thatd, intracelluléris eloszlasuk azonban megvaltozik a S7-KD sejtekben, ami
hozzajarul a gdmb alakhoz kdzelitd, kevesebb sejtnytilvannyal jellemezhetd sejtmorfologiahoz.
Amig a Ctrl és Scr sejtekben a Szeptin7 és az aktin kolokalizalodik, és a hatarok nagyrészt
lathatoak, addig a S7-KD sejtekben a Szeptin7 filamentumok véletlenszerli eloszlasa és
pontszeri megjelenése kevésbé kapcsolodik az aktin rendszerhez. A fent emlitett valtozasok a
S7-KD sejtekben jelentds mértékben hozzajarulnak a migrald sejtek eltérd sejtformajahoz és

citoszkeletalis szervezddésé¢hez. Fontos ugyanakkor kiemelni, hogy a csdkkent Szeptin7

crer

6.4 A Szeptin?7 fehérje expressziojanak megvaltozdsa jelentos hatdssal van a mioblasztok
migrdcidjara

Az [Ca’']i-homeosztizis dinamikus adapticidja a migracié soran minden sejttipusban
elengedhetetlen. A migralo sejtekben novekvo eliils6-hatsd [Ca®*]i gradiens képzodik, aminek
szerepe van a fokalis adhéziok felolddsdban, a sejt hatsd visszahtzodasaban ¢és
mozgékonysagaban. Az eliils6-hatsé polaritast meg kell drizni a migracié soran, mert ez a
biokémiai folyamat sziikséges a lamellipodia kialakulasdnak blokkolasdhoz a sejt hatso részein.
Méréseink soran azt tapasztaltuk, hogy a nyugalmi [Ca?']i nem kiilonbozik szignifikdnsan a
Ctrl, Scr és S7-KD mioblasztok kozott, migracid sordn a migralo sejtek [Ca*']i-ja

megnovekedett minden sejttipus esetében. Megfigyeléseink szerint az [Ca®*]i szignifikdnsan
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kisebb a migralé S7-KD sejtekben, mint a Scr és Ctrl sejtekben, ami 0sszefiiggésben allhat a
Szeptin7 fehérje csokkent szintjével. Szamos tanulmany foglalkozott eddig is a szeptinek és a
citoplazmatikus [Ca?']; szabalyozas kapcsolataval. Kimutattak, hogy a Szeptin7 szabalyozza a
Ca?" bejutasat az Orai-csatornakon keresztiil human idegi progenitor sejtekben és neuronokban.
Ezenkiviil igazolt kapcsolat van a dseptin7 vad tipusu drosophila neuronjaiban val6 talzott
expresszidja és a modositott [Ca?"]i homeosztazis kozott, amely jelentSs repiilési hibdkhoz
vezetett a vizsgdlt modellrendszerben. Eredményeink arra utalnak, hogy a Szeptin7
kifejez6désének csokkentése megvaltoztathatja az [Ca®]i-t, ami szabalyozhatja a
mioblasztokban a migraciot és annak paramétereit. A valtozasok hatterében all6 pontos
mechanizmus ¢és a kapcsolddd jelatviteli utvonalak feltérképezése tovabbi vizsgalatokat
igényel.

A migraci6 egy olyan kulcsfontossagu folyamat, ahol a sejtek mozgéasat 6sszehangolt jelatviteli
utvonalak is irdnyitjak. A mar emlitett Rho csalad kisméreti GTP-4zai szabdlyozhatjak a
migracios folyamatokat is, amit eddig tobb tanulmany is igazolt. A Rho GTP-azok koziil a
Cdc42-t és kolcsonhaté partnereit gyakran a szeptinekkel egyiitt elemzik. Igy példaul
hematopoietikus Ossejteken végzett vizsgélatok alapjan beszamoltak arrol, hogy a Cdc42-
Borg4-Szeptin7 tengely szabdlyozza a sejtek polaritasat. A leglijabb eredmények szerint a
Szeptin7 expresszios szintje egyarant novelheti vagy csokkentheti a migracids paramétereket.
A Szeptin7 tulzott expresszidja a migracid gatlasat okozta glioma sejtekben, mig az emldrak
sejtvonalakban ez a valtozas fokozta a migraciot. Jelen dolgozatban bemutatjuk, hogy a
Szeptin7 csokkent kifejezddése esetén a S7-KD mioblasztok gyorsabban és nagyobb
tavolsdgokra migraltak, mint az Scr tenyészetek sejtjei. A Szeptin7 expresszios valtozasainak
sejtmobilitasra gyakorolt hatasaival kapcsolatos ellentmondasok feloldasahoz figyelembe kell
venni a sejtmigracié elemzésére hasznalt kiillonbozo kisérleti elrendezések korlatait is. A
migracios kisérletek soran valamilyen rést hoznak 1étre, karcolds vagy inzert segitségével. Az
assay-k sordn érdemes egy 24 6ras id6korlatot betartani, mivel ezen tilmenden nehéz eldonteni,
hogy a sejtproliferacié és/vagy -migracid kovetkeztében zarul-e be a rés. Jelen kisérleteink
sordn tenyésztd inzertet hasznaltunk, hogy a réssel hataros sejteket sértetlentil tartsuk. A sejteket
tovabba Mitomycin C-vel kezeltiik a sejtproliferacid blokkolasara. Ezen talmenden
kisérleteinkben a mioblasztok minden irdnyba vandorolhattak, specifikus kemotaxist nem
alkalmaztunk. A kiilonb6z6 sejttipusok vagy onmagukban (mioblasztok), lazan kapcsolodo
populdcidkban (mezenchimadlis sejtek), vagy egyiittesen vandorolhatnak egy sejtrétegként
(példaul hamsejtek esetén). Annak ellenére, hogy a S7-KD sejtek gyorsabban és nagyobb

tavolsagokra vandoroltak a Scr sejtekhez képest, ezen sejtpopuldcidoban a miotubulusok
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képzddése jelentdsen gatolt. Eredményeinket a rendelkezésre 4all6 irodalmi adatokkal
jelezve a fehérje fontossdgat a miogenezisben és az izomregenerdcidban. Azt is meg kell
ugyanakkor emliteni, hogy in vivo a mioblasztoknak 4t kell vandorolniuk az alapmembranon
¢és a kotdszoveti akadalyokon is, igy példaul a perimysiumon vagy az endomysiumon. Ezen
folyamatok viszont szdmos mads, a dolgozatban nem vizsgalt regulator fehérje szerepét is
matrix (ECM) 0Osszehangolt atalakitasa is sziikséges. Egy példat emlitve, a matrix
metalloproteindzok (MMP-k) kulcsszerepet jatszanak az ECM 4talakitdsdban az
izomregeneracio6 soran. Eredményeink alapjan viszont kijelenthetjiik, hogy a vazizom fejlédése

¢és regeneracioja soran a Szeptin7 fehérje fontos szabalyozo szereppel birhat.

6.5 A szeptin rendszer dinamikus dtrendezodésének farmakologiai gatldsa jelentdsen
befolydsolja a mioblasztok migrdcidjdt

A szeptinek hetero-oligomer komplexekbe vald Osszeallasi képessége ¢és magasabb rendil
szerkezetek kialakitasa kritikus szamos sejt miikodése szempontjabol. A szeptineket in vitro
nem polaros polimerekké lehet alakitani rekombindns vagy tisztitott fehérjébdl. Azt azonban
még nem tudjuk, hogy ezek a linearis filamentumok tiikrozik-e, hogy a szeptinek hogyan
szervezOdnek az in vivo megfigyelt nagyobb struktirdkban. Szamos kérdés meriil fel a
szeptinek sejtekben vald szervezddésével kapcsolatban is, példaul, hogy minden magasabb
rendl szeptin alapt struktiura k6zds szervezddéssel rendelkezik molekularis szinten? Szintén
fontos lehet, hogy a nagyobb szeptin egységek (pl. gytirii, géz-jellegli forma) atalakulasa milyen
gyorsan megy végbe? Az irodalmi adatok alapjan a heteromer és magasabb rendii szeptin
komplexek miikodése mogott meghtizodd molekuldris mechanizmusok pontos leirdsa jelenleg
még nem teljes. Egyes kutatasi eredmények azt is felvetették, hogy ugyanabbol a szerkezeti
csoportbdl barmely adott szeptin fehérje helyettesitheti egymast a komplexben. Ez alapjan 20
¢letképes hexamer és 60 oktamer létezhet, azonban ennek az elméletnek az altalanossdga még
nem teljesen bizonyitott, csupan in silico modellezésekre alapoztak a feltételezéseket. Ennek
kovetkeztében egyre tobb adat utal arra, hogy a szeptinekkel kapcsolatos irodalmi adatokat és
a strukturalis predikcidkat kritikusan kell értékelni. A Szeptin2 és Szeptin7 komplexek
elemzése soran az Kkijelenthetd, hogy egyfajta alapként, magként funkciondlnak a

fehérjekomplexen beliil. Mivel a magasabb rendii szeptin komplexek atépiilése meglehetdsen
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dinamikus és szamos sejtélettani folyamatban jatszanak szerepet, igy minden olyan lehetdség,
amely ezt a folyamatot befolydsolhatja, a szeptin kutatas fokuszaban allhat.

Az FCF egy ndvényi citokinin és képes reverzibilisen megallitani a szeptinek dinamikus
atrendezddését. Adataink egyezést mutatnak mas vizsgalatokban nyert eredményekkel, mely
alapjan az FCF-kezelés negativan befolyasolta a sejtosztodast, és csokkentette a migralé C2C12
mioblasztokban a migréacio6 soran a teljes megtett utat és az atlagos sebességet. Ugyanakkor az
FCF ¢és a szeptinek esetében publikaltak bizonyos off-target hatasokat, ami a szer specificitasat
kérddjelezi meg. Kisérleteinkben a Szeptin7 stabilizalasara gyakorolt hatékonysaga
specifikusnak tiinik, mivel az mCherry-vel fizionalt Szeptin7 az endogénhez hasonléan reagalt
a szer alkalmazasara, nagyméretti filamenteket képezve. Az FCF kezelés hatasara az S7-KD
sejtek migracidja nem valtozott olyan mértékben, mint a Scr sejteké, igy feltételezhetden ezek
a sejtek ellenallobbak a kezeléssel szemben, hiszen a Szeptin7 fehérje nem volt olyan
mennyiségben jelen. Az FCF-et és analogjait mar szamos kutatasi iranyvonal potencidlis
daganatterapias szerként emliti. Az altalunk alkalmazott koncentracio (100 uM) természetesen
magas és nem elfogadhat6 egy hatdéanyagként, ugyanakkor a mar eléallitott FCF analogok 4-5
koncentracio tartomany, ezzel redukalva a potencialis mellékhatasokat. Méréseink ugyanakkor
fontos alapot képezhetnek az FCF alapt szerek mellékhatasprofiljainak, példaul a vazizmot

érintd negativ hatasok feltérképezésében.

7 Osszefoglalas

Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a kiilonb6z6 szeptin fehérjék a C2C12 sejtek
kiilonbozo fejlodési allapotaiban eltérden fejezddnek ki. Bebizonyitottuk, hogy Szeptin7 nélkiil
a sejtek nem képesek osztodni és a Szeptin7 elengedhetetlen a miotubulusok képzddéséhez.
Kimutattuk, hogy a Szeptin7 a citoszkeleton szerves részeként hozzédjarul a sejtalak
meghatdrozasahoz a mioblasztokban. Méréseink alapjan feltételezziik, hogy a Szeptin7 hatéssal
van a sejtek mitokondrialis rendszerére is, vélhetden a mitokondrialis fuzié és hasadas
folyamatainak befolyasolasan keresztiil.

Bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy a Szeptin7 filamentumok atrendezédnek a mioblasztok
migracidja soran. A Szeptin7 expresszidjanak downregulacidja a migracié paramétereinek
megvaltozasat eredményezte, a S7-KD mioblasztok gyorsabban mozognak és nagyobb utat
tesznek meg a nem modositott kultrakhoz képest. Ezen eredmények magyarazata nem csupan

a szeptin filamentumok szdménak és rendezettségének csokkenése, hanem a migraldo S7-KD
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mioblasztok alacsonyabb [Ca?"]; valtozasa is lehet. Ezen talmenden ugy tiinik, hogy a S7-KD

sejtek kevesebb alkalommal valtoztatnak irdnyt a Scr sejtekhez képest, igy ,.kijelolve” egy adott

crer

crer

crer

tapasztaltunk, mig a csokkent Szeptin7 expresszioval bird S7-KD sejteken ez a valtozas az
altalunk vizsgalt idétartamon beliil szinte elhanyagolhaté volt. Osszességében a Szeptin7
fehérje alapvetd szerepet jatszik a mioblasztok proliferacios, differencidcidés és migracios
folyamataiban, melyek kulcsfontossagt események a funkciondlis vazizomrostok fejlédési és

regeneracios szakaszaiban.
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