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2 Bevezetés

Az ¢élet mozgas; a mozgas élet. Mozgasunkat két szervrendszer, avazizomzat és a csontrendszer
szoros egyuttmilkodése biztositja. Ezen rendszerek molekularis szinti megfeleldje a
kontraktilis fehérjék és a citoszkeletdlis rendszer. Kolcsonhatasainak pontosabb megértése
szamos, a vazizommikodéssel kapcsolatos nyitott kérdésre adhat valaszt.

Az orvostudomany fejlédése soran a kiilonbozd szervrendszerek mikodésének egyre mélyebb
€s pontosabb megértésére torekedett az ember ¢€letmindségének javitasa, illetve megdrzése
céliabol. A jelentds ismeretanyag ellenére, a vazizomrendszeriink ¢lettana és az izomzatot
érintd korfolyamatok lefolydsa az eddig egyk kevésbé feltart teriilet. A harantcsikolt
vazizomzat megfeleldé mikodése rendkiviill fontos mind egyéni, mind tarsadalmi szinten
egészségiigyl ¢és gazdasagi szempontbol is. Az izomsorvadasos betegségek, az iddskori
izomvesztés €s a mikrogravitacid okozta izomleépiilés jelen korunkban altaldinosan eléfordulo,
mindennapos nehézségeket okozod tényezOk. Ezen folyamatok teljesebb megértése olyan
kezelési lehetdségek megalapozasahoz vezethetnek, melyek szdmos egészségligyi problémara
jelenthetnek megoldast.

A harantcsikolt vazizomsejtek molekularis szinti miikodését mar részben leirtak, de komplex
szabalyozasukat még nem sikeriit teljesen feltarni. Rendkiviil magas szintli szerkezeti
Osszetettsége miatt a vazizomrostok tobbmagvii rostjaiban talalhatd citoszkeletalis rendszer
mikodésének megértése hozzasegithet e szabalyozas Iépéseinek feltarasahoz. Az eddig ismert
citoszkeletalis alkotoelemeket - az aktint, az intermedier filamentumokat és a mikrotubulusokat
- mar vizsgaltdk, és szerepiiket részben felderitették, azonban az utébbi évtizedek soran tjabb
vazfehérje-csaladot azonositottak, a szeptineket. Ezen szeptin fehérjék egymassal igazoltan
képesek oligomereket €és magasabb szintli szerkezeteket képezni. A szeptin fehérjéket szdmos
sejttipusban  vizsgaltdk mar, és tobb fontos szerepiliket is tisztaztdk. Makromolekuldris
komplexeket alkotva részt vesznek a sejtosztodas, differencialédas, migracio, immunvalaszok,
attétképzodések folyamataiban. A szeptinek vazizommikkodésben betoltott Szerepe azonban
még nem tisztazott. Szerkezeti Osszetételik alapjan négy nagy csoportba sorolhatjuk a
szeptineket. A szeptin7 egyediili a csoportjaban, és eddigi ismereteink szerint a magasabb szintii
komplexek felépitésében rendkiviili fontossaggal bir.

In vitro és in vivo szerepiiket munkacsoportunk irta le eldszor és ezen ismeretanyag Uj
lehetdséget nyujthat a harantcsikolt vazizomrostok molekularis szabdlyozasanak megértésében.
Jelen dolgozatban az egereken elvégzett kisérletek in vivo és in vitro eredményei Keriilnek

bemutatasra.



3 Irodalmi attekintés
3.1 A citoszkeletalis rendszer

A citoszkeleton vagy mas néven sejtvaz egy egymassal kolcsonhatd és egymashoz kapcsolodo
fehérjeszalak Osszetett és dinamikus halézata, amely minden sejt citoplazmajaban jelen van [1].
Harom 16 komponensb6l all: mikrofilamentumokbol, intermedier (koztes) filamentumokbol és
mikrotubulusokb6l [2]. Ezek kozott a fehérjék kozott megtalalhatdak olyanok, melyek a sejt
igényeitdl fliggben gyors Osszeépiilésre vagy szétszerelodésre képesek, ami dinamikus
valtozasokhoz vezet [3]. A citoszkeleton dinamikajabol adodoan szamos funkciot lat el (1.
abra). Elsddleges feladata, hogy szabalyozza a sejt alakjat és ellendlljon a deformacioval
szemben, valamint biztositja a kapcsolatot az extracellularis térrel és az ott jelenlévo
kotészovettel és mas sejtekkel [4]. A citoszkeleton akorabban emlitett tulajdonsagai miatt részt
vesz a sejtek migracidjaban is. Ezen tilmenéen szamos jelatviteli utvonalban, az extracellularis
anyagfelvételében, vagyls az endocitozisban, a sejtosztddas soran a kromoszomak
szegregacidjaban, a sejtosztodas citokinézis szakaszaban és a sejtosztodas megszervezésében
IS szerepe van [5]. Az emlitett sejtfolyamatokon kiviil kiilonleges struktarakat is felépithet,
példaul flagellakat, csillokat, valamint lamellipodidkat ¢és podoszomakat is képezhet.
Sejttipustol fliggben a citoszkeleton Osszetétele, struktiraja, mikodése és dinamikaja jelentésen
kiilonbozhet.



Mikrotubulusok Mikrofilamentumok Intermedier
(tubulin) (aktin) filamentumok

Sejtosztddas Migracid Sejtkapcsolatok
Vezikula transzport Citokinézis Szilardito szerep
lzomm{ikodés
yaaaaaan
~§ffiiiss
88888888

s 888 chBltut?uIm dimerekbdl
s a0 8. 4llé mikrotubulus
3 8 3 5 (-4 25 nm
aktin mikrofilamentum
}' 7 nm
Intermedier filamentum
10 nm

1. dbra: A ,klasszikus” citoszkeletalis rendszer. A sejtvaz fobb ismert tagjai és funkcidjuk a
szeptinek felfedezése elott [6].

3.1.1 Aktin

Az aktin fehérje szerkezete globularis, mérete megkozelitdleg 42 kDa, atmérGje 4-7 nm.
Mikrofilamentumokat képeznek a citoszkeletonban. Aktin esetén harom {0 izoformat
azonositottak: az alfa, a béta és a gamma csoportot [7]. Az izomszovetekben talalhat6 alfa-
aktinok a kontraktilis apparatus f0 alkotoelemei A béta- és gamma-aktinok a legtobb
sejttipusban egyiitt jelennek meg a citoszkeleton alkotoelemeiként ¢és a belsé sejtmotilitas
kozvetitoiként. A sejtekben megjelenhet szabad monomerként, G-aktinként, vagy egy linearis
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polimerként, azaz mikrofilamentumként, az F-aktin formaban [8]. Mindketté forma
né¢lkiilozhetetlen szamos Iétfontossaghi sejtfinkcid kialakitasahoz Ilyen folyamat példaul a
migracio, sejtosztodds, a sejtalak meghatdrozisa, az izomdsszehUizodas, a vezikuldk ¢és
organellumok transzportja, kiilonboz6 jelatviteli folyamatok és a sejt-sejt, valamint a sejt-
kornyezet kapcsolatok kialakitdsa. Ezen folyamatokban az aktin fehérjék és a sejtmembran
kolcsonhatdsai  kiemelt szerepet jatszanak. Részt veszmek a dezmoszomdk és a

hemidezmoszomak felépitésében [9].

3.1.2 Tubulin

A tubulinok evoliciosan er6sen konzervalt fehérjék, amelyek minden eukaridtaban
megtalalhatok [10]. Az eukariotdkban hat tubulin izoformat kiilonboztetiink meg, bar nem
mindegyik van jelen minden fajban. Rendelkeznek GTPaz aktivitassal, Osszeszerelddési és
szétszerelodési képességel, valamint polimer szerkezetet alakithatnak ki. Mind az o, mind a [
tubulinok tomege koriibelil 50 kDa [11]. Az of-tubulin dimerek mikrotubulusokka &llnak
Ossze, ami egy dinamikus polimer, amely szamos funkcioban vesz részt, de elsddleges a
mitdzisban betoltott szereplik. A kromoszomak szétvalasanal elengedhetetlenek a kinetokor
régidhoz kapcsolodd mikrotubulusok ¢és az osztddasi Orsd ktrejottéhez [12]. A sejtosztodas
mellett a mikrotubulusrendszer nélkiilozhetetlen a sejten belilli  vezikulatranszport
megszervezéséhez is. A mikrotubulusok polarizaltsaguk miatt a dinein és kinein motorfehé rjék

szamara szolgalnak vazszerkezetként [13].

3.1.3 Intermedier filamentumok

Az intermedier (koztes) filamentumok neviiket arrdl kaptak, hogy az atmér6jik koriilbelil 10
nm, ami a citoszkeleton két masik f0 elemének, az aktin filamentumoknak (kortilbeliil 7 nm) és
a mikrotubulusoknak (koriilbelil 25 nm) az atméréje kozott van. Ellentétben az aktin
filamentumokkal és mikrotubulusokkal az intermedier filamentumok nem vesznek részt
kozvetlenill a sejtmozgashoz kapcsolodod folyamatokban. Az eddigi megfigyelések alapjan ugy
tlinkk, hogy alapvetden szerkezeti szerepet jatszanak aziltal, hogy mechanikai szlardsédgot
biztositanak a sejteknek és szoveteknek [14]. A nem polarizalt fehérjeegységek kozotti szoros
kapcsolatok nagy szakitoszilardsagti filamentumokat biztositanak. Ez teszi 6ket a citoszkeleton
legstabilabb  Osszetevojéveé. Ezen ellendllosaguknak koszonhetd eldfordulasuk a kiilondsen
tartos szerkezetekben, mint példaul a haj, a bor és a kormok [15]. Az intermedier filamentumok

elsddleges funkcidja a sejtkapcsolatok Ilétrehozdsa ¢€s a fesziilés alatt lévé hamsejt rétegek
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szakadasanak ~ megakadalyozasa. Az intermedier  filamentumok  kozotti  komplex
kolcsonhatasokbol adodik, hogy egyiittesen kialakitott szerkezetik noveli a sejtek és szovetek
torziés, nyomo-, nyjto- és hajlitderdkkel szembeni ellenallasat. Részt vesznek tovabba a
magmembran kialakitasaban is, ahol segitik a sejt DNS-tartalmanak védelmét €s szervezodését
[16].

3.2 Szeptinek

3.2.1 A szeptin fehérjecsalad

A szeptinek felfedezése 5 évtizeddel ezelott tortént, jelentOségiik feltérképezése azota is tart. A
szeptin név eredete a szeparacio kifejezésbdl szarmazik, és a Saccharomyces cerevisiae
bimb6zd ¢€lesztdben frtdk le eldszor, ahol a sejtosztddasban, az utddsejtek elvalasztasaban
jatszik fontos szerepet [17]. Az azota eltelt évtizedekben mas eukaridtakban is kimutattak Oket
¢és szamos funkciot kotottek a szeptin fehérjecsalad tagjaihoz [18]. A szeptinek evoliciosan
er6sen konzervalt guanozin-trifoszfatot (GTP) kotd fehérjék, valamint GTPaz funkcioval is
rendelkeznek [19]. A szeptinek legkorabban felismert, sejtosztodasban betoltott szerepén kiviil
egyéb sejtspecifikus funkciokat is ellaithatnak. Ebbdl addddan fontos szerepiikk van szamos
fiziologiai ¢és patologids sejtfolyamatban, példaul a karcinogenezisben, exocitdzisban,
endocitozisban ¢és a membranszervezédésben [20-27]. Eddig 13 human szeptin izoformat
azonositottak, amelyeket szerkezet- és a szekvenciahomologia alapjan négy funkcionalis
csoportba soroltak (SEPT2, SEPT3, SEPT6, SEPT7) [19,28]. A 2. abran ezen Szerkezeti

csoportok és az azokba besorolt izoformak lathatoak, fobb doménszerkezetiikkel.
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A Doménszerkezet

GTP-k6té domén Coiled coil

COCH

Polibazis régio Septin Unique Element

B Homoldgiacsoportbesztas

SEPT3
alcsoport

SEPT2
alcsoport

SEPT7
alcsoport

SEPT6
alcsoport

2. abra: A szeptinek csoportositisa és a fobb doménrégiok. (A) Egy szeptin fehérje
doménszerkezete ¢és annak funkcioja [29]. (B) A szerkezethomologia alapjan beosztott 13

emberben Kimutatott szeptin izoforma.

3.2.2 A szeptinek szerkezete és miikkodése

A szeptinek funkciojat és a hozza sziikséges aminosavszerkezetet vizsgalva megfigyelhetjiik,
hogy a szeptinekben jelen van egy AKAD szekvencia, valamint egy Walker A (GxxxxGKS/T)
¢s B (DxxG) motivum, melyek a GTP specifikus kotdédésért és a GTP guanin alegységé vel,
valamint a GTP foszfatcsoportjaval kialakitott kolcsonhatasért felelosek (polibazis régio). A
GTP hidrolizise egy Mg?* részvételét is igényli a bontasi folyamatban. A szeptinek meglep6
modon a GTP-koté doménjeiken keresztiil képesek oligomerizalodni és ezzel filament6 zus,
kiilonboz6 szeptin izoformakat tartalmazd komplexeket hoznak Iétre [30]. Ezen komplexek
kialakitasahoz a szomszédos GTP-koté domének, vagyis G felszin, valamint az N- és C-
terminalis nyalvanyok altal kialakitott NC felszin kozotti kolesonhatasok sziikségesek. A

13



mélyebb szerkezeti vizsgalatok kimutattak, hogy a GTP bekotédése konformaciovaltozast hoz
létre a fehérjében, amely destabilizdlja az NC felszint, mig a GTP hidrolizis stabilizdla a G
felszint [30-32]. A szeptin monomerek nagyobb sebességgel hidrolizaljak a GTP-t, mint a
dimerek ¢és oligomerek, mert a GTP-koté domén a komplexben elhelyezkedd szeptinek esetén
nem mindig hozzaférhet6. Azonban nem minden szeptin képes a GTP hidrolizisére. A SEPT6
csoporton belil az izoformaknak hidnyzik egy kulcsfontossagi pozicidban 1év6 treonin
aminosava, aminek hianyaban akadalyozott a GTP guanozin-difoszfatta (GDP-v€) alakitasa
[30]. Ezen szeptinek alapallapotukban a GTP-hez kotott formaban vannak jelen, igy az NC- és
G-felszineken vald kolcsonhatasuk nem szabalyozhaté a GTP hidrolizisén keresztiil [17].

A szeptinek szerkezetében fontos szerkezeti sajatsag a Septin Unique Element (SUE)
elnevezésii szekvencia, amely a G-t6l az NC-felszinig terjed, és lehetové teszi a filamento6 zus
szerkezetek kialakitasat [33]. A SUE strukturalis elem 60 aminosavbol épiil fel és két egységre
oszthatd. Az elsé részt harom kis B-szal épiti fel, melyek egy nagymértékben megcsavarodott
B-meander szerkezeti motivumot (Ba-Pc) alkotnak. A SUE masodik fele két egymast koveto,
evoluciésan konzervalt aminosavszekvenciakbol allo kanyarral kezdédik, és két hélix
szerkezeten keresztil, az o5 és a6 hélixeken keresztiil folytatodik. Az a6 hélix a G-domén
masodik leghosszabb hélixe, amely az NC-felszin részét képez [33].

A szeptin izoformak jelentds részének C-terminalis doménjében Coiled Coil (CC) szekvenciak
talalhatok, Kivételt képeznek példaul a human SEPT3 csoport tagjai és az éleszté szeptin Cdc10.
Emberi sejtekben a CC szekvencia hossza a kiilonboz6 szerkezeti csoportok tagjai kozott
kiilonbozik. A SEPT2 csoportba tartozd tagokban koriilbeliil 30 ammnosavat tartalmaz, mig a
SEPT6 és SEPT7 csoportokban koriilbeliil 60 aminosav épiti fel. A CC domén mellett a C-
doménen beliil két tovabbi szerkezeti rész is megtalalhato: Cn, valamint a CC-tkovetd régio. A
Cn-régi6 nagyfoku szerkezeti és szekvencia variabilitdssal rendelkezik, és ennek koszonhetdéen
rendkiviili rugalmassagot mutatd szerkezeti elem [34,35]. A vizsgalatok alapjan a Coiled Coil
domént kiséré régio rendezetlen szerkezeti. A SEPT6 és SEPT7 csoportokban a C-terminalis
szakasz egy polibazisu szekvencia (K/RK/RDKXK/RKN/K, illetve EKNKKKGK). Ez a
motivum a mas szeptinekben taldlhaté kiilonb6zo polibazisos doménekkel (PB1 és PB2) egyiitt
segithet kialakitani szamos membran-szeptin kolcsonhatast [36-39]. A szeptinek szerkezete
kiilonb6z6 mértékben feltart teriiletekkel rendelkezik. Az Gsszes szeptinen beliil az N-terminalis
domén a legkevésbé vizsgalt ¢€s a legvaltozatosabb domén. A G-felszin elott taldlhatd a-hélix
régio (a0) gyakran tartalmaz egy mar fent emlitett polibazisos régiot (PB1), amely eddigi

ismereteink alapjan kiemelt fontossaggal bir a membraninterakciok Iétrehozasaban [29]. A

14



szeptinek szerkezeti vizsgalatainak nehézségét adja, hogy az N-domén nagyobb része azonban
rendezetlen szerkezeti [40].

Jol lathato, hogy a szeptinek rendkiviil valtozatos és Osszetett szerkezettel bird fehérjék, melyek
egymassal kolcsonhatva még bonyolultabb struktirak felépitésére is képesek (3. abra). Az
Osszetettebb, magasabb szinti szervezOdést ¢és funkcidt mutatd szeptin struktirakho z
elengedhetetlen a heterogén Osszetétel, vagyis egy komplexben rendszerint tobbfele csoportbol
(SEPT2,3,6,7) szarmazo izoformak is részt vehetnek a polimer felépitésében (3. abra). A
monomerek jelenlegi ismereteink alapjan hexamer vagy oktamer komplexeket alkothatnak
[41]. Ezek az oligomerek filamentumokka allhatnak 0Ossze és ezek a filamentum szilak
kotegekbe rendezOdhetnek. Az egyedi szalak és kotegek is felvehetnek ketrec vagy gytira
strukturat [34].

Filamentum
koteg

Gylirds
szerkezet

Monomer Oligomer Filamentum

vk

NCDG —>G‘ “ I—" —

-l &.

3. abra: A szeptinek szervezédése. A nagyobb szerkezeteket a monomerek kozotti
kolcsonhatasok stabilizaljak [42].

A mar emlitett fehérjemotivumok a valtozatos Osszetétel miatt Kiilonbozo fehérje és membran
kolesonhatasok alapjait képezhetik. Az ilyen interakciok vizsgalata szamos nehézséget hordoz
magaban, azonban elengedhetetlen a citoszkeletalis szeptin rendszer teljesebb megértéséhez.

A GTP megkotése és hidrolizise monomer szeptin izoformak esetén mar vizsgalt kérdéskor,
ellenben a filamentumokban és a komplexekben ez a mechanizmus még mindig nem teliesen

tisztazott [43]. Ezen informacio jelentésen befolyasolhatja a szeptinek dinamikajaval
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kapcsolatos ismereteinket. A jelenleg meglévé rontgen krisztallografias komplex szerkezeti
adatok ellentmondasosak, ¢és az ezekbdl szarmaztatott kérdéses eredmények téves
kovetkeztetésekhez vezethetnek. Az élesztével és Drosophila-val végzett korabbi vizsgalatok
kimutattak, hogy tobb szeptin izoforma is részt vehet egy molekulakomplex felépitésében. A
kisérletekben megvizsgalt hetero-oligomerek kristalyszerkezete szerint az N- és C- terminalis
részek (NC) az alegységek kozotti kolcsonhatasért felelések, ezenkiviil a G-domain felszinek
(G) is szerepet jatszhatnak a fehérjekapcsolatok kialakitasaban (4. abra) [43].

Ahogy a strukturalis csoportok meghatarozasabol és eddigi szerkezeti ismereteinkbdl tudjuk, a
Szeptin7 csoportjanak egyediili képviseldje. Esszencialis szerepet jatszik a hetero-oligomer

komplexek kialakitasaban, és a magasabb rendii citoszkeletalis struktirak OsSzeszerelésében.

Septin6+7 Septin6+7
coiled coil coiled coil

SEPT6 SEPT2 SEPT2 SEPT6

G
NC-NC NC-NC NC-NC

4. abra: A szeptin monomerek kozott kialakulé kolcsonhatasok térbeli helyzete. A rontgen

krisztallografiaval kimutatott 7-6-2-2-6-7 szeptinekbdl felépiild hexamer szerkezete [44].

3.3 A szeptin7 fehérje

A szeptin7 fehérjét kodolo génszakasz (SEPTIN7) emberben a 7p14.2 kromoszoma teriileten
talalhatdo és 1254-1311 nukleotidot tartalmaz, 19 exon régioval rendelkezik, ami 418-437
aminosavat kodol. A méretbeli cltérés a feltételezett alternativ hasitisi verziok miatt kertilt ilyen
moédon megadasra. A szeptin7 cDNS-szekvencidja emberben homoloég a cdclO-el élesztébeli
fehérjét kodold szekvenciaval. Az egyes szeptinek haromdimenzids rontgen krisztallografias
szerkezete alapjan meghataroztak, hogy a Szeptin7 a tobbi szeptin izoformahoz hasonldan egy
kanonikus Ras-szerti G-domént tartalmaz, amely 6 B-szalbol alld6 meander motivumbdl és 5 a-

hélixbd1 all. A szeptin7 egy G-felszinen keresztiill képes 6nmagaval dimert képezni [33,45].
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3.3.1 A szeptin7 fehérje szerepe é€lettani folyamatokban

A szeptin7 jelentéségét mar tobbfele sejtélettani folyamatban is leirtdk. A citoszkeletalis
fehérjék szmte minden molekularis folyamatban érintettek kozvetlen vagy kozvetett formaban,
hiszen a reakciokhoz szikséges fizikai kozelséget, elhelyezkedést biztositjak. A biokémiai
folyamatok rendszerint valamilyen szintli membranszervezddést igényelnek, beleértve a
receptorok klaszterizaciojat, a jelatviteli fehérjék komplexbe szervezodését.

A Drosophila modellrendszerrel végzett kisérletek soran a Szeptin7 hianya ¢és emelkedett
kifejezodése is repiilési rendellenességet eredményezett, ami a kalciumraktirak ¢és a
kalciumhomeosztazis érintettségére utalt. A STIM1-Orai fehérjék Osszeszerelodésén keresztiil,
a SOCE (Store Operated Calcium Entry, raktar-vezérelt kalciumbelépés) folyamataban torténd
elégtelen szabalyozas okozta a repiilési id6 csokkenését. Ezen eredmények alapjan a szeptin7
az intracellularis Ca?* szint szabalyozasdban kozvetleniil vagy kdzvetett modon is részt vehet
[27,46,47].

A szeptin rendszer és Szeptin7 szerepe a migracioban és a fagocitozisban fontos tényezd a
kiilonb6zd mmmunsejtek funkcidja szempontjdbdl. Az mmmunsejtek érpalyabdl  torténd
kilépésében, a korokozok bekebelezésében, az ehhez szikséges membranmodosulasok
kialakitdsdban, az immunrendszer tagjai kozott kialakuld sejt-sejt kapcsolatok kialakitdsaban
vagy a szignaltranszdukcioban is szerepet jatszhat [48].

A szeptin7 szerepét eddig neuronokban és az idegrendszerben vizsgaltak, ahol tobb sejttipusban
is kimutattak. Részt vesz a dendritek kialakitasaban, pontosabban a sejttest és a dendrittdovek
kozotti szerkezet létrehozasaban, valamint tenyésztett neuronoknal a dendritikus elagazasokban
is kimutattak. A dendritekben a szeptin7 a specifikus funkciohoz sziikséges jellegzetes sejtalak
kialakitdsdhoz jarul hozza aziltal, hogy Osszetett struktiurdkat, tobbek kozott korkords
filamentumokat vagy térhalos szerkezetet alkot [49].

Kiilonboz6 daganatok vizsgalata kimutatta a Szeptin/ szerepét ezekben a folyamatokban. A
sejtosztodasban  betoltott szerepe miatt befolydsolhatja bizonyos gliomak, papillaris
pajzsmirigyrak (PTC) és majkarcindmak kialakitasat. A Szeptin7 tulzott mennyisége, amit
okozhat fokozott expresszid vagy csokkent degradacio, gatolhatja a sejtproliferaciot és leallitja
a sejtciklust, és a tumorsejtek apoptédzisat indukalhatja. A kiilonboz6 sejttipusokban a szeptin7
megvaltozott mennyiségének eltérd kovetkezményei lehetnek. A fiziologids szntt6l valod
eltérés kedvezhet a malignus 4talakulasnak, de gatolhatja is azt. A daganatos folyamat lefolyasa
kozben a szeptin7 expresszid drasztikusan valtozhat. A szeptin7 downstream hatassal bir a

rakos sejtek ERK3 (Extracellular signal-regulated Kinase 3) ttvonalara, ezaltal befolyasolva a
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migraciot, a tiidérak esetén az attétképzodést [50]. A szeptin7 hatasanak kettdsségét az is jol
mutatja, hogy tumorszupresszorként irtak le a PTC esetén. A Szeptin7 expresszidja €s
szubcellularis elhelyezkedése bizonyitottan Osszefiigg a PTC specifikus altipusaival [51]. A
kronikus alkoholizmus vagy virusfertézés okozta majgyulladds kovetkeztében kialakulo
hepatocellularis karcinoma (HCC) korlefolyasaban is szerepet jatszk a szeptn7. A MiR-127
mikroRNS szintje csokken HCC-ben, ami a szeptin7 fehérjeexpresszidjanak a csokkenéséhez
vezet és megallitja a sejtciklust [52].

A szeptin7 ilyen ellentmondasosnak tiinG hatisa arra vezethet6 vissza, hogy a sejtosztodas
folyamatdban két jol elkiiloniild, kinetikai ¢és elhelyezkedési szempontbol kiilonb6z6
folyamatban is részt vesz. Mind a kontraktilis gyliri szervezddéséhez, mind az azt kovetden
szeptinek a sejttipusto]l fliggben eltérdé moédon befolydsolhatjdk az emlds sejtek citokinézisét
[53]. A tipikusan adherens sejtek, melyek mas sejtekkel és a kotdszoveti rostokkal allnak
kozvetlen kapcsolatban, a szeptin7 hidnyaban tobbmagwvi, finkcidvesztett oriassejtekké vamnak.
Egyik ilyen adherens sejttipus a fibroblaszt. A genetikailag moddositott, szeptin7 hianyt mutatd
egérembriok egyedfejlodése soran a kozEpso csiralemez (mezoderma) nem megfelelé fejlédése
silyosan befolyasolja a kotoszovet kialakulasat és letalis kovetkezményekkel jar [54]. Az
adherens sejtekkel ellentétben a nem kitapado sejtek, mint a vérsejtek osztodasukat kovetéen
szétvalnak egymastol. A szeptin7 hianyanak kovetkeztében a mikrotubulus- hasito gépezet
szervezOdési hibaja tllzottan stabil mikrotubulusokat eredményez, azonban a stathmin fehérje
jelenléte molekularis altalanos mikrotubulus destabilizatorként funkcionalva helyreallitia a
citokinézis folyamatat, vagyis ezekben anem adherens sejtekben az osztodas szeptin-fliggetlen
modon is végbemehet [54].

Az alabbi példakat szemlélve kijelenthetd, hogy a Szeptin7 szerepe cltérd lehet kiillonbozo
sejtekben. Ez a diverztas tobbek kozott a sejtspecifikus kornyezettdl és az adott sejttipusokban
kifejez0d6 partnerfehérjéktdl is fligghet. A szeptin7 szeptin rendszerben betoltott szerepe miatt
a tobbi szerkezeti alcsoport tagjaival is kolcsonhat, és esetenként egymas hidnyat is
kompenzalni képesek. Ez ravilagit a fehérje sejtspecifikus vizsgalatainak sziikségességére,
kilonosen igaz ez egy olyan specifikus és meglehetdsen Osszetett rendszerben, mint a

vazizomrostokban.

18



3.4 A vazizomrostok jellemzése

3.4.1 A vazizomrostok felépitése

Az egyedi vazizomrostokat egy sajatos sejtmembran, a szarkolemma, veszi koril. A sejt
citoplazmajaban helyezkednek el a kontraktilis fehérjék, melyek jelentés tomegét alkotja a sejt
fehérjetartalmanak. A kontraktilis rendszert két {0 alkotoelem épiti fel: a vastag filamentumot
a miozin képezi, mig a vékony filamentum nagyrészt aktin molekulakb6l all [55]. A rostban
megtalalhatok még az energiatermeléshez nélkiilozhetetlen nagyszami mitokondriumok és a
szarkolemma alatt elhelyezked6  sejtmagok. A miofilamentumok  miofibrillumokba
rendezédnek, melyeket egy fejlett membranrendszer, a szarkoplazmatikus retikulum (SR) vesz
koril. Egy izomrostot néhany szaz miofibrillum épit fel, amelyek mindegyike a Z-lemezek altal
tobb, megkozelitéleg 1,9-2,1 pum hosszi szarkomerre bonthatd [56]. A vazizomrostok
fénymikroszkopos vizsgalata soran valtakozd vilagos és sotét csikok lathatoak, innen ered a
harantcsikolt elnevezés (5. abra). A szarkomer azon része, ahol az aktin és a miozin fehérjék
atfednek egymassal egy sotét, anizotrop (A) vonalat képez, a csak aktint tartalmazd részek
pedig egy vilagos, izotrop (I) vonalat. A csak miozinbol allo teriilet a H-zona, amely
kozépvonalaban M-vonalld vastagodik [57].
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Miofibrillum

| vonal A vonal I vonal

Zlemez M vonal

Vékony filament Vastagfilament Elasztikus filament
1 (aktin) (miozin) (titin) |
Szarkomer

5. dbra: A vazizom felépitése. Az izomrostokat felépitd miofibrillum-kotegek szerkezete a
szOvettani teriiletekkel. A vazizom és a kontrakcids apparatus szerkezeti egysége a szarkomer
[58].

3.4.2 A kontraktilis fehérjék

A kontrakciok kialakitasaért a mar emlitett kontraktilis rendszer két eleme, az aktin és a miozin
a felelds. Az 0sszehiizodasok soran a két fehérje kozotti molekularis szintli interakciok hozzak
létre az élethez elengedhetetlen mozgas alapjat.

A miozin egy, a vazizomban fellelhetd motorfehérje, ami az izomOsszehuzodasért felelds
energiaigényes  konformaciovaltozas kialakitasaban jatszik szerepet [59]. A miozin
molekulanak van egy kétfelé agazo fejrésze, ami ATPaz aktivitassal bir és egy nyaki szakaszhoz
kapcsolodik. A fej és a nyaki rész egyiitt alkotja a miozin nehéz lanc doménjét (Heavy Myosin
Chain), ami mintegy 200 kDa tomegii. A nehéz lanchoz csatlakozik a konnyii lanc (Light
Myosin Chain), ami az egész szerkezet farki részének tekintheté és egy 15-30 kDa tomegii
fehérjedomén [60]. Tobb szaz miozin molekula épiil ssze egyetlen komplexszé, ami kialakitja

a vastag filamentumot [61].
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A vazizom vékony filamentumanak {6 alkotoeleme az aktin. Ahogy mar korabban kifejtettiik,
a fehérje két ismert format wvehet fel: globularis monomerként (G-aktin, 42 kDa-0s
molekulatomeg), vagy fibrillaris polimer (F-aktin) alakjaban [62].

Az aktinnal szamos, a kontrakcid szabalyozisaban résztvevé fehérje all kapcsolatban. Az
ugyancsak filamentozus tropomiozin az aktin filamentum koré csavarodva helyezkedik el,
olyan konformacidban, amelyben a tropomiozin molekula lefedi az aktin monomer miozin-
kotéhelyét  (G-aktint). A tropomiozin szerepe az aktin és miozin kozotti  kapcsolat
kialakulasanak gatlasa és ezaltal a kontrakcid szabalyozasa. Az aktinhoz kapcsolodik tovabba
egy troponin komplex, ami hirom alegységb6l all. A troponin-C (TnC, MW=18 kDa) a Ca?*
ion megkotésében jatszik szerepet; a troponin-T (Tn-T, MW=37 kDa) egy kapcsolofehérje, ami
a troponin komplexet a tropomiozinhez rogziti; a troponin-1 (Tn-1, MW=24 kDa) kdzvetleniil
felelos a gatlo hatasért, mert megakadalyozza az aktin és miozin kozotti kereszthidképzodé st
[63]. A komplex mikkddése folyaman az elektromechanikai kapcsolas soran a megemelkedett
Ca?*-szint miatt a komplex Ca?*-ot kot és konformaciot valtoztat, aminek a kovetkeztében

megsziinik a Tnl gatld szerkezete és létrejohetnek az aktin-miozin kapcsolatok.

3.4.3 T-tubulus rendszer és szarkoplazmatikus retikulum

A vazizomrostok kontraktilis funkcidjanak elvégzéséhez a mar korabban emlitett kontraktilis
fehérjék nagy mennyiségben szikségesek. Ez a mennyiség akkora, hogy a roston belill egyéb
sejtalkotok szamara korlatozott térfogat all rendelkezésre. A nyugvo rostokban a sejtmagok a
periféridra szorulnak ki és a szarkolemma alatt lesznek megtalalhatdak. Az ilyen siiriin
strukturdlt szerkezetekben a mas sejteknél megszokott anyagtranszportok is modosulak. A
megfeleld anyagtranszportokért és az akcidos potencial vezetéséért a szarkolemmaban
transzverzalis ranyban a rostok belseje felé ranyuld betiiremkedések formalodnak, amelyek
egy specialis csatornarendszert, a T-tubulus rendszert alkotjak. A vazizomzatban a T-tubulusok
elhelyezkedése szigoriian meghatarozott, az A és I vonalak kozott helyezkednek el [64]. A T-
tubulus rendszer szoros kapcsolatban all a szarkoplazmatikus retikulummal (SR), ami a
vazizomrostokban jelenlévé modosult endoplazmatikus  retikulum. A szarkomerekkel
parhuzamosan elhelyezkedé longitudinalis (L) tubulusok a T-tubulus kozelében, a Z-lemezek
folott terminalis ciszternakka (TC) tagulnak és szoros fizikai kozelségbe keriinek a T-tubulus
membranjaval. A T-tubulusokhoz mindkét oldalrol csatlakozik az SR egy-egy kioblosodo
térrésze, a terminalis ciszterna, és a harom csO egyiittesen alkotja a tridd struktarat [65]. A

szarkolemma ¢és az SR kozotti fizkai kozelség a vazizommikodés egyk elengedhetetlen
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feltétele. A szarkolemmaban megtaldlhaté dihidropiridin receptor (DHPR) a membranon
tovaterjedd akcidspotenciat érzékelve, fesziltségszenzorként mikodve megvaltoztatja a
konformaciojat és a DHPR-rel kozvetlen kapcsolatban 16vé 1-es tipusii rianodin receptor
(RyR1) konformaci6 valtozasat idézi el (6. abra). A nyitott RyR1-en keresztil az SR
intracellularis Ca?*-raktarbol felszabaduld Ca?*teszi lehetévé az aktin-miozin kozotti kapcsolat
kialakulasat és a kontrakcid megkezdését. Ezt a folyamatot, amikor az elektromos impulzus
(akciés potencidl) kontrakciova alakul, elektromechanikai kapcsolasnak, vagy mas néven EC-

kuplungnak nevezziik.

T-tubulus

EC-kuplung

6. abra: Az izomrost elektromechanikai kapcsolata a T-tubulus és a szarkoplazmatik us
retikulum memranrendszere révén. A belso kalcumraktarbol felszabaduld kalcium biztositja

a kontrakciohoz szikséges teljes mennyiséget [66].

3.4.4 Az eml6s vazizomrostok tipusai

A makroszképosan csak fehér és vords izomnak nevezett képleteket molekularis biologiai
modszerekkel megvizsgdlva bennik kiilonféle fehérjéket talalhatunk. Az izmokat alkoto
izomrostok sokmagvii természetikbél adédoan egy heterogén rendszert képeznek. Ujabb
megfigyelések szerint az ugyanazon roston beliili egyes magok eltéré funkcidoval

rendelkezhetnek, ezért rost ésrost kozott a tulajdonsagok kiilonbozhetnek [67]. A rostok kozott
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a szinnek megfeleléen kiilonbséget tehetiink a mioglobin oxigénraktarozo fehérje mennyisé ge
alapjan is.

A tudomany fejlddésével amiozin ATPaz aktivitdsa szempontjabol osztottdk fel a rosttipusokat
az I. (lassu) és all. (gyors) aktivitasti rosttipusokra [68]. A miozin ATPaz aktivitas mértéke jol
korrelal a vazizomrostok kontrakcios sebességével [68]. A rostokat az energiatermelésiik
kinetikaja alapjan, vagyis aerob-anaerob reakciok alapjan is két csoportra lehetett felosztani. A
kétfele paraméter, vagyis a miozin ATPaz aktivitds ¢és a metabolikus kapacitds Osszefligg ¢és
ezek kombindciojaval haromféle rosttipust megkiilonboztetése keriilt bevezetésre. Ezen
rosttipusok a gyors glikolitikus, a gyors oxidativ-glikolitikus és a lassti oxidativ, melyek a

jelenleg is elfogadott altalanos besorolasi csoportok [69].

3.5 Az izom in vivo fejlodése (miogenesis) €s regeneracidja

Az izomsejtek osztodasa, fejlodése és differenciacidja nem csak az intrauterin élet soran fontos.
Az ¢letink soran a mindennapokban elszenvedett izomsériilések esetén szikséges
izomregeneracid is hasonldo folyamatokat igényel Az izomrostok kialakuldsdhoz hirom {6
épésnek kell megtorténnie. Az izomsejtek képzodésének a kezdeti épése az izomdssejtek
vagyis a szatellita sejtek (SC) aktivalodasa és osztodasa. Az igy képz6dé izomsejtek elbzetes
differenciaciot kovetden a masodik fejlddési fazisban Osszeolvadnak egymassal, amellyel
letrehozzak a jellegzetes sokmagvii izomrostokat. Az utolsd szakaszban a még éretlennek
tekinthetd izomrostok a megfeleld vazizomrosttipussa differencialoédnak.

A miogenezis kezdeti fazisat a prekurzor sejtek (szatellita sejtek) proliferacidja jellemzi,
amelyet az zomspecifikus gének kifejezodése kovet, és végiil a differencialodd mioblasztok
érett miotubulusokka torténd fizidja zarja le a folyamatot [70-72]. A miotubulusok innervaciot
kovetden valnak érett izomrostokka. A szatellita sejtek miogén novekedési faktorok vagy a
vazizom sériilésekor megjelend szignadlmolekuldk hatdsara kilépnek az Ossejtekre jellemzd
nyugalmi allapotbol, és aktivacios fazisba jutnak. Az igy keletkezd progenitor sejteknek vagy
mioblastoknak az izom iranyu differencidlédasat a MyoD, a Myf-5 és a miogenin transzkripcios
faktorok expresszioja indukalja [73]. Amig bizonyos nOvekedési faktorok (kiilonésen a
fibroblaszt eredetii ndvekedési faktorok) jelen vannak, a mioblastok differencidlodas nélkiil
osztodnak. Amikor ezek a hatdsok megsziinnek, a mioblasztok osztodasa leall, fibronektint
valasztanak ki az extracelluliris matrixba, €s az a5P1 integrin, a f0 fibronektinreceptoruk
segitségével kotddnek egymashoz [74,75]. Ha ezt az adhéziot kisérletileg blokkoljuk, nem
kovetkezik be tovabbi izomfejlodés, igy ugy tinik, hogy az integrin-fibronektin kotddésbol
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szarmaz6 kapcsolat elengedhetetlen a mioblasztok izomsejtekké wvald differencialoddsanak
ranyitdsaban. A masodik Epés a mioblasztok lancca torténd Osszeolvadasa. Ezt a Iépést a
sejtmembran glikoproteinek, koztik szamos kadherin ¢és egyéb sejt adhézios molekula
kozvetiti. A sejtek kozotti fizid csak akkor torténik meg, ha a két sejt mioblaszt-eredetii. Az
Osszeolvadas akar kiilonboz6 fajok mioblaszt tenyészete kozott is megtorténhet; a fajok
azonossaga nem kritikus [76]. A harmadik «Epés maga a sejtflizids esemény [77-79]. Az
izomsejtek fuzidja akkor kezdddik, amikor a mioblasztok kilépnek a sejtciklusbol. A
differencialéodo sejtek egymashoz rendezddnek és Osszeolvadnak, hogy az izomszovetre
jellemzd tobbmagvii miotubusokat alkossanak. Mint a legtébb membranfuzidban, a
kalciumionok itt is kritikus szerepet jatszanak. Az eddigi vizsgdlatok alapjan tgy tiinik, hogy a
fuziot a meltrineknek nevezett metalloproteindzok  kozvetitik  [80]. A terminalis
differencialodas a késéi miogén gének, példaul a MYH kifejez0dése révén azonosithatd [60].

A miogenesis folyamata ennél sokkal Osszetettebb, hiszen a folyamatot befolyasold, de az
izomrostok kialakulasanak konkrét folyamatdban nem kozvetleniil résztvevd Iépéseket is
tartalmaz. Természetesen ezek a molekularis folyamatok is elengedhetetlenck a funkcioképes
izomrostok ¢és izomszovet kialakuldsdhoz. Az egyik ilyen emlitett folyamat a szatellita sejtek
aktivacioja és migracioja, ami citokinek és miokinek egyiittes szabalyozo hatasara torténik.
Tovabba a sejteket és a kialakuld rostot koriilvevd kotdszovet szintézise is alapvetd a fiziolo gias
funkcid  biztositasahoz. Ehhez hozzatartozik a kifejlett izomrostok beidegzése ¢és a
neuromuszkularis junkcié (NMJ) kialakitasa.

A miogenezis folyamata komplex fehérjeszintézisszintli szabalyozassal és a vazizomra
jellemz6  transzkripcios  faktorok altal kozvetitett regulacioval is rendelkezik [81-84]. A
vazizomrostok vizsgalata szempontjabodl pontosan ezen jelenségek okozzak a kutatds
nehézségét. A tobbi sejttipushoz képest a vazizomrostok tobbmagvii tulajdonsdga Ujabb
variabilitast eredményez. Friss kutatdsok alapjan az izomrostban elhelyezkedé egyes magok
funkcidja a transzkripciés markerek sziirése alapjan bizonyos mértékben kiilonbozhet, vagyis
az egy roston beliil elhelyezked6 magok az egész rostra hato feladatok csak egy adott részét
végzik [67]. Ez a jelenség azt eredményezi, hogy az elvégzett feladatokat figyelembe véve az
egy roston beliili magok alcsoportokba sorolhatdak.

A szeptin7 a fentebb emlitett fejlddési folyamatok szinte mindegyikében részt vehet, a vazizom
mikkodésében azonban ezt a kérdést még nem vizsgaltak atfogdan.

Az egyedfejlodés alatt torténd miogenezis mellett szikkség van az izomrostok sériiléseinek soran
elvesztett/karosodott rostok potlasara/javitisara is. Ez az Osszetett folyamat a regeneracio. Ot

egymassal atfedd szakaszra oszthatd, ahol a fazisok szigorii sorrendben kovetik egymast (7.
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abra). A sériilés fajtajatol és mértékétdl fliggden a regeneracios lépések valtozd idétartamokat

vehetnek igénybe, azonban az egész folyamat jellemzOen 2 hét alatt befejezodhet [85].

Nekrdzis Gyulladas Miogén Szoveti Funkcio
_ regeneracio Ujjaépulés visszanyerése
sérilés DAJ’MP B

fehérvérsejtek _, kemokinek _
toborzasa citokinek _
|

szatellita sejtek . gyogyulas
o — miogén faktorok
aktivalasa |
ECM
szintézis
|

NMJ kiéplilése—izomerd helyreall

izomsejt differenciacio —

7. ébra: A regeneracio S fazisa. Az egymassal atfedd fazisok sorrendben: nekrozis, gyulladas,

regenerativ miogenezis, szoveti remodelling és a funkci6 visszanyerése.

Az elsé fazis maga a vazizomsériilés ¢és az azt kovetd nekrdzis. A szovetkarositd hatas
mértekétdl €s a behatasi idotol fliggden beszélhetiink mikrosériilésekrdl, rostsériilésekrol és az
izomszOvet teljes pusztuldsarol. A regeneracio vizsgdlata szempontjabdl a szovetkarositd hatas
megvalasztasa kiemelt fontossagi [86-89]. Kisérletes szempontbol megkiilonbo ztetiink fizikai
¢s kémiai agenseket, azonban megjegyzendé, hogy in vivo fertézések is okozhatnak
izomsériilést. A fizikai behatdsok a hdsokktdl a fagyasztasig terjedhetnek, de alkalmaznak karos
erdsségli elektromos stimulust és tompa traumat is. A sz€lsOséges homérsékleti hatisok és a
nagy erejii aram hatasara a sejtmembranok destabilizalodnak és elvesztik integritasukat [90].
Ez a fajta szovetkarosodas jellemzOen a vazizomrostok tapanyaghianyos sériilését modelle zi.
Ilyen korilmények a szervezetben a vérellatds megsziinésekor jelennek meg. A tompa trauma
esetén is hasonld folyamatok jatszodnak le, csak ott a szovetekben keletkezd 6déma fogja
elzarni a vérellatast és vezet az izomszovet tapanyaghianyahoz [85]. A mikrosériilések
szimulaldsara alkalmazhatdé modszer a vizsgdlni kivant izomcsoport tlledzése. A kémiai
izomroncsolas kivaltasahoz citotoxikus vegyiiletek (pl: BaCly) vagy allati toxinok (pl.:

kigyoméreg) is rendelkezésre allnak. A sériilés hatdsara jellemzéen membransériilés alakul ki
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¢s a szarkolemma permeabilitisa fokozddik. Ebben az esetben makroszkdposan megduzzadt és
eosinnal csak halvanyan festddo rostokat lathatunk. Amennyiben a sériilés talzott mértékii,
akkor apoptozissal, de jellemzéen nekrozissal elpusztul a rost. Ha a nekrozis az adott
izomteriileten teljes, akkor a nekrotizalo rostok mellett a kotdszovet, az erek és a szatellita sejtek
is elpusztulnak. Ilyen esetben egy halott zona (dead zone) keletkezik. Ennek regeneraciojdhoz
a szomszédos, épen maradt izomteriiletr6]1 vandorolhatnak ide Gssejtek [71,91,92].

A nekrozist kovetd folyamat a sériilés kivaltotta gyulladds. Ezen folyamat résztvevdi az
immunrendszer sejtjei, pontosabban annak természetes immunitas oldala. A neutrofil
granulocitak és a makrofagok az elpusztuld izomrostokbol felszabaduld sériilésre utalo jeleket
(damage associated molecular paterns, DAMP) és gyulladasos mediatorokat felismerve
aktivalodnak [93,94]. Az immunvalasz lefolyasa alatt megtorténik a sériilt szoveti elemek
eltavolitasa, valamint a felszabaduld citokinek, kemokinek és miokinek (pl.: TNF-o (tumor
nekrozis faktor alfa), IFN-y (interferon-y), IL-1P (interleukin-1p), IL-1, IL-8, IL-6) aktivaljak
a regeneraciohoz sziikséges Ossejteket [77,95-97].

A korabban mar emlitett vazizomspecifikus Ossejtek, a szatellita sejtek feleldsek a regenerativ
miogenezis fazisaért. A szatellita sejtek konnyen felismerhetdk ésazonosithatéak azegészséges
vazizomszOvetben, ugyanis nyugvd allapotban szubszarkolemmalisan helyezkednek el [98].
Az zomrostok kozott nem véletlenszerlien jelenlévd szatellita sejtek a kortilottik 16vo térrész,
mas néven niche fenntartasaért felelések [99-101]. A nyugalmi allapotban v szatellita
sejteket a Paired box transzkripcids faktorok (Pax3 és Pax7), az idegsejt adhézids molekula
(NCAM), az M-cadherin (Mcad), a tirozin-protein kindz Met (c-Met), az ér eredetii adhézios
fehérje 1 (VCAM-1), aCD34, a 3-as és 4-es tipusu szindekan transzkripcios faktorok és szoveti
markerek jellemzik [81-83]. A szatellita sejtek aktivalodasa és differencidlodasa soran a
megvaltozd funkcid érdekében genetikai és epigenetikai valtozasok is torténnek, amik
dinamikusan hatnak a fehérjeexpressziora. A legfontosabb aktivaciés markerek a Pax7, az
Mcad, a VCAMI, és szamos miogén marker is, mint a dezmin, a myogenic factor 5 (Myf-5) és
a izomsejt elkotelezodési fehérje (MyoD) [81,82].

A szatellita sejtekb6l kialakuld ¢és az Gjonnan képzod6 rostokba beépiild izomsejtek nek
differenciacion és érésen kell keresztiilmenniik. Ezen fiazisban a fokozott fehérjeszintézis miatt
az alapesetben perifériasan elhelyezkedd sejtmagok centralis poziciot foglalnak el a rostban,
ami a fehérjeszintézis és anyagtranszport megkonnyitése miatt torténik [102-104]. A mar
beépiilt sejtek novekedése és az ismételt fiziok miatt a rostok érése a rost ndvekedésével jar. A
rost koriili extracellularis matrix (ECM) szintézise is ebben a fazisban zajlik, amit éppen ezért

szoveti Ujjaépitésnek, mas néven remodellingnek neveznek [105]. Az ECM valtozatos
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Osszetételben tartalmaz fehérjéket, proteoglikdnokat ¢és glikoproteineket, amelyek fontos
szerepet jatszanak strukturdlis tamasztoelemként, az erdatvitelben, valamint a sejtosztodas és
differenciacié szabalyozasaban [106]. A membrana basalis (alaphartya) foleg lamininb6l és IV-
es tipusu kollagénbdl all, mig az I-es, Ill-as és VI-os tipusu kollagének a fibronektinnel egyiitt
egy proteoglikanban gazdag haldzatot alkotnak a membrana basalis koriil [107-110].

A regeneracid utols6 fazisa az érett izomrostok beidegzése a motoneuronok altal. Ennek
létrejottéhez Gjra ki kell alakulnia a neuromuszkularis kapcsolatnak (NMJ). A specializalodo tt
kémiai szinapszisban a megfeleld jelatvitelhez az izom tipust nikotinos acetilkolin receptorok
(nAchR) Klaszterizacidja szikséges. A klaszterizacio folyamata jelenleg nem teljesen ismert,
de a citoszkeleton és a szarkolemma mterakcioi fontos szerepet jatszhatnak benne. Az (jjonnan
kialakult NMJ-k kimutatisa az izomer$ visszatérésével igazolhato.

Mind az egyedfejlodés, mind pedig a sériilések miatt sziikséges a miogenezis komplex
folyamatanak ismerete. A sejtek kozotti kapcsolatok ¢és az izomrostok citoszkeletalis
rendszerének fizioldgias mikodése elengedhetetlen a folyamat eredményes lefolytatasaho z.
Ezen ismereteket alapul véve belathatd, hogy a citoszkeletalis rendszer vazizomzatban betoltott

funkci6jdnak pontos megismerése nagy jelentdséggel bir.
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4 Problémafelvetés és célkituzés

Eddigi ismereteink alapjan a szeptin fehérjék fontos szerepet tolthetnek be a vazizomrostok
szamos molekularis folyamatdban, ugyanakkor jelentdségiikk feltdrdsa még messze nem teljes.
A szeptinek, ¢és kiemelten a szeptn7 feladatainak feltérképezése hozzasegithet szamos, a
vazizom mikodését érintd, és jelenleg még nyitott kérdés megvalaszolasahoz.
Munkacsoportunk célul tiizte ki a szeptin7 vazizommikodésben jatszott szerepének részletes
vizsgalatat, amihez egy in vivo egérmodell létrehozasat is elvégezte.

Jelen dolgozatban az in vivo, génmddositott, indukalt szeptin7 knock down egértorzson nyert
eredményeket mutatom be, amelyek az izommiikddést és a regeneracios képességet érintik.
Tovabba targyalasra keriilnek az ugyanezen egértdrzsekbdl szirmazd mintdkon in Vvitro
elvégzett Kisérletsorozatok, amelyek a molekularis biologiai és morfologiai méréseket,

valamint az izomerd valtozasat foglaljak magukban.

Kisérleteinkben a kovetkezd kérdéseket terveztik megvalaszolni:

e Milyen mértékben mutathatok ki a szeptinek egerekben ¢és human izommintakban?
Valtozik-e az expresszid mérteke az egerek egyedfejlodése soran?

e Milyen szereppel bir a szeptin7 a vazizomban a kontroll és egy Cre-lox rendszerrel
vazizomspecifikusan IRtrehozott szeptn7 knock down egértorzs Osszehasonlitasa
alapjan?

e Milyen szerepe lehet a szeptin7-nek az izomeré generalasaban?

e Milyen hatasa van a szeptin7-nek a regeneracié folyamatara?
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5 Metodikak
5.1 Humén eredetli mintak vizsgalata

Az emberi eredetli vazizommintdk felhaszndlisa a Tudomanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsag
7917-1/2013/EKU 113/2013 szamti rendeletében leirtaknak megfelelden tortént. A vizsgalatok
soran amputacion atesett paciensek quadriceps femoris izommintdit hasznaltuk fel A
végtageltavolitd miitéteket €s az izomszovetbdl torténd mntavételt a Debreceni Egyetemen, a

Kenézy Gyula Oktatokorhdzban végezték.

5.2 Allatkisérletek és a kisérleti allatok tartasa

Az allatkisérletek kivitelezése az Eurdpai Uni6 86/609/ EEC szamu rendelete és a Debreceni
Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaganak 2/2019/DEMAB szamii rendelete alapjan
tortént. Az egereket racsos tetdvel ellaitott milanyag ketrecekben tartottuk ¢&s szabad
hozzaféréssel rendelkeztek az egértaphoz és az vovizhez. A lakdhelyik megvilagitdsa
automatizalt volt 12 drés sotét és vilagos ciklusokkal, a szoba hdmérséklete 22-25°C kozott volt
beallitva.

5.3 Tamoxifen etetés

A szajon keresztiil torténd Tamoxifen etetés 4 hetes korban kezd6dott, kozvetleniil az anyarol
vald levalasztds utan, mindegyik kisérleti allatcsoport esetén. A kisérletekhez felhasznalt
egyedek 3 honapig folyamatosan kaptak a Tamoxifent tartalmazd tapot (Envigo, Indianapolis,
IN, TD, USA 130857). Az alkalmazott tapszer dozis 500 mg Tamoxifent tartalmazott
kilogrammonként a tapban, igy 3-4 grammos napi fogyasztas mellett az egerek atlagos
testtomegére (20-25 g) vetitve a napi Tamoxifen bevitel 80 mg/testtomeg (kg) volt [111,112].

5.4 A HSA-MCM transzgenikus egértorzs létrehozasa

B6.Cg-Tg(ACTAL-cre)79Jme/]  transzgenikus egértorzs keriit beszerzésre a Jackson
Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) kutatolaboratoriumtol. A HSA-Cre génre nézve hemizi gdta
egyedek nem mutatnak eltérést életképességben, fertilitdsban, testméretben és viselkedésben a
kontroll egyedekhez képest. A HSA-Cre transzgenikus egerekben jelen van egy human
vazizomspecifikus aktin (ACTA1) promoterrel kombinalt Cre rekombinaz gént kodold szakasz,
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ezért a Cre enzim kifejezodése csak Kifejlett és differencialt harantcsikolt vazizomrostokban
torténkk meg. A HSA-MerCreMer (HSA-MCM) génszekvencia egy Cre rekombinaz (Cre)
enzimet ¢s egy modositott Osztrogén kotd domént (ERT2) is tartalmaz, eziltal a Cre enzim
expresszioja Tamoxifen jelenlétében indukalhaté, vagyis a Cre enzim kifejez6déséhez a
Tamoxifen jelenléte szikséges [113]. Abban az esetben, ha a HSA-MCM torzset keresztezziik
egy a modositani kivant, loxP-szekvencidkkal hatarolt gént tartalmazd torzzsel, egy
vazizomspecifikus, indukalhatd delécio ltrehozasara nyilik lehetdségiink [114]. Az altalunk
keresztezett B6.Cg-Tg(ACTAL-cre)79Jme/)  egértorzset a allatok  ujjperceibdl  izolalt
genomialis DNS alapjan PCR vizsgalat soran ellenériztik a HSA-MCM transzgén megléte
szempontjabol.

5.5 A Szeptin7 delécidjanak ellenOrzése genotipizalassal

C57BL/6J Szeptin7flox/flox (SS00) egértorzs keriilt beszerzésre Prof. Dr. Matthias Gaestel
laboratoriumabol, a Hannoveri Orvostudomanyi Egyetemrdl, az Orvosi Kémiai Intézettél. Az
emlitett egereket kereszteztik B6.Cg-Tg(ACTAL- cre)79Jme/J (ssCO) egerekkel. A
megsziiletett utddokat (SsCO0) visszakereszteztiik SS00 genotipust egyedekkel. Az igy letrejott
utddokat Tamoxifennel etettiik. Az utddok kozott jelen volt olyan egyed, melynek genomja
tartalmazta a flox szekvencidkat a Szeptin7 gén 4-es exonja hatarain €s a Cre enzimet kodolo
génszekvenciat is. A szeptin7 moédositas mértékének ellenérzésére vazizom mintakat (m.
quadriceps femoris, m. biceps femoris és m. pectoralis) gytjtottiink a Cre+szeptin7flox/flox
egerekbdl (a tovabbiakban Cre+) és genomi DNS-t izoldltunk. A 4 honapos felndtt egyedek
specifikus zmainak kipreparalasa mellett jszilott (4 napos) egerekbdl is tortént mintavétel,
melynek sordn dekapitaciot kovetéen az allatok végtagjait kitlizve a végtagokon talalhatd
valamennyi izmot egyiittesen tavolitottuk el. Kontroll mintinak azon alomtars egyedeket
tekintettiik, melyek nem tartalmaztdk a MerCreMer konstruktot. A delécios helyre tervezett
PCR primereket (lasd 1. tablazat) hasznaltuk a flox szekvenciat tartalmazo és a vad tipusq,
vagyis kontroll mintak elkiilonitésére.
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5.6 Invivo kisérletek

5.6.1 Invivo CT vizsgalat

Az in vivo képalkotashoz az egereket 3% izofurannal altattak egy kisallatok altatasara szant
készilékkel. Egy nanoScan SPECT/ CT (Mediso Kft, Magyarorszag) késziilékkel teljes test CT
szken felvétel készilt, az alabbi beallitasokat kovetve: a rontgencsd fesziiltsége 60 kVp,
aramerdssége 86 mA; az expozcidos id6 képenként 170 ms; voxel mérete: 1 x 1 mm. A CT
képek elballitasa ¢s elemzése a Nucline and InterView FUSION program (Mediso Kft,
Magyarorszag) segitségével tortént [115,116].

5.6.2 Onkéntes futas futdmalomban

A kiilonb6zd csoportokba tartozdo egereket futomalommal (Campden Instruments Ltd.,
Loughborough, Egyesiilt Kirdlysag) ellatott ketrecekben tartottuk az onkéntes futds vizsgalata
céliabol [117]. A szamitogéphez kapcsolt futdmalmok 20 perces id6k6zonként mérik a
készilek fordulatszamat ¢és ezzel az egerek Onkéntes aktivitaisait 14 napon keresztiil.
Egyedenként meghatdrozasra keriilt a naponkénti atlagos és legnagyobb futdsi sebesség ¢€s
tavolsag, valamint a futas ideje. Ezeket az eredményeket a vizsgalati csoportokra vonatkoztatva
atlagoltuk.

5.6.3 Mells6 lab erejének mérése

Az elsO végtag fogasi erejének mérését egy erre a célra kialakitott mérérendszerrel végeztiik.
Az allatot a farka tovénél fajdalommentesen megfogva egy, az egerek szamara kényelmesen
megmarkolhatd fémdréthoz tartjuk. Az allat megragadja a drotot, és ekkor a hizoerdt
folyamatosan mérve elkezdjiik a kisérleti alanyt hatrafelé mozgatni a maximalis erd kifejtéséig,
azaz amikor a drotot a kisérleti allat mar elereszti. A drot elmozdulasat pedig egy
szamitd géphez kapcsolt erémérd észleli. Allatonként a vizsgalatot 10-15alkalommal elvégezve
¢és ezen mérésekkel atlagolva kaptunk egy mérési pontot. A fogasi er6 mérése mindig az allatok

felaldozasa eldtt egy nappal tortént [118].
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5.7 Invitro kisérletek

5.7.1 Izomerod mérése

Gyors és lassu izomtipusok, vagyis m. extensor digitorum longus (EDL) és m. soleus (Sol),
kipreparalasa utdn az izmokat a végeiknél taldlhato inaknal felkotve egy kiilonle ges
mérétaralyba helyeztiikk [118]. A Sol izmok | tipust lasst oxidativ valamint Ila tipusa gyors
oxidativ rostokat tartalmaznak, az EDL pedig sznte kizarolag IIb tipusti gyors glikolitik us
rostokbol épiil fel [119]. A mérétartalyban az izmokat egykk végikon rogzitettiik, mig a masik
végik az erdmérd karjdhoz volt kotve. A vizsgidlat folyamatos oldatdramoltatds soran
(10 ml/perc) Krebs oldatban (135 mM NaCl, 5 mM KCI, 2,5mM CaCk, 1 mM MgSO4, 10 mM
HEPES, 10 mM glik6éz, 10 mM NaHCOs; pH 7.2; 95% O2 és 5% CO2 tenzio mellett,
szobahdmérsékleten) tortént. Az izom mozgasat egy kapacittiv mechano-elektromos erdmérd
(Experimetria, Budapest, Magyarorszag) érzékelte. Az egyedi rangasok kivaltasahoz az izmok
koré helyezett két platina elektrod kozott kivaltott 2 ms hosszisagi szupermaximalis impulzust
hasznaltunk. Az ingerlés hatdsara regisztralt erdgenerdlds mérése egy TL-1 DMA
mérémiiszeren tortént 2 kHz frekvenciaval, az adatokat Axotape szoftver (Axon Instruments,
Foster City, CA, USA) segitségével értékeltik ki A megfeleld izomhossz beallitasanal a
legnagyobb erd generalasa volt a cél, ezek utan az izmokat 6 percig a megfeleld
szarkomerhosszisag mellett hagytuk az uj egyensulyi allapot beallasanak érdekében. Az egyedi
rangasokat 0,5 Hz ingerlésfrekvencia mellett vizsgaltuk, ahol legaldbb 10 egyedi rangast
elemeztiink minden izom esetén. A rangas-sorozatokon beliil az egyedi ciklusok amplituddja
kevesebb, mint 3 % eltérést mutatott, igy az egyes izmok jellemzésére az egyedi rangasok
amplitidojanak az atlagat valasztottuk. A tetanusz vizsgalata soran EDL esetén egy 200 ms
hosszi, 200 Hz-es, mig a Sol esetén egy 500 ms hosszi, 100 Hz-es impulzussal ingereltik az
izmokat. A rangasok ¢és a tetanusz idétartamanak meghatarozasahoz a teljes Osszehuzodas és a

10 %-o0s elernyedési allapot kozotti idotartamot vettiik alapul.

5.7.2 Egyedi izomrostok elkiilonitése

M. flexor digitorum brevis (FDB) izombol enzimatikus emésztés soran egyedi izomrostokat
nyertink. Az FDB izmokat 0,2 %-0s 1-es tipusti kollagenaz (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) tartalmi kalcium mentes Tyrode oldatban 37°C-on az egér tomegének megfeleld

idotartamig (testtomeg (g) + 10 perc) emésztve az FDB izmokat a kotdszovet felbomlott
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[120,121]. Az izmokat Tyrode oldatban (1,8 mM CaCk, 0 mM EGTA) enyhén tituralva egyedi,
¢ép rostokat kaptunk. Ezek az egyedi rostok egy iiveg feddlemezre kitapadva, tapfolyadékban
4°C-on 2 napig tarolhatoak.

5.8 Az egyedi izomrostok és kriosztatos, illetve paraffinos
metszetek immunkémiai festése

Az immunkémiai vizsgalatok kivitelezéséhez a mintdkat eldszor 4% paraformaldehidben (PFA)
fixaltuk 20 percig. Az immunhisztokémidhoz haszndlt kriosztitos meszetek kezelése az
mmuncitolégiaval kezelt rostokkal teljesen megegyezik, az egyetlen eltérés, hogy a fixalas
elott 15 percig hagytuk kiolvadni a fagyasztott metszeteket. A 20 perces fixalas
eredményeképpen a minta megdrzi eredeti szerkezetét. A fixalas utdn kovetkezett a nem
keresztkotott PFA semlegesitése 100 mM glicin-PBS  oldat segitségével. Az antitestek sejtbe
vald jutdsahoz a sejtmembran permeabilizalasa szikséges 0,5 %-0s Triton-X (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) PBS oldataval 10 percig. A mintakat ezek utdn haromszor mostuk 10
percig PBS oldattal. A nem specifikus kothelyek lefedéséhez Serum-free Protein Blocking
Solution (Dako, Los Altos, CA, USA) oldatot hasznaltunk 30 percig. Az elsédleges antitestet
(anti-RyR1 (1:500; monoklonalis egérben termeltetett, Thermo, Waltham, MA, USA, MA3-
925), anti-szeptin7 (1:250; monoklonalis nyulban termeltetett, 1BL, Hamburg, Németorszag
JP18991), anti-CD45 (1:500; poliklonalis nyalban termeltetett, Thermo, Waltham, MA, USA,
AP5-96061) és vazizom specifikus anti-a-aktinin (1:1000; monoklonalis egérben termeltetett,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, A7811)) egy éjszakan keresztiil 4°C-on nedves kamraban
inkubaltuk a mintdkon. A nem bekd6tédott antitesteket PBS oldatos mosassal tavolitottuk el. Az
elsddleges antitest nehéz lanca ellenes ¢és egy fluoroforral konjugdlt masodlagos antitestet
(Alexa 488-konjugalt anti-nyal nehézlanc, 1:1000; monoklonalis kecskében termeltetett,
Thermo, Waltham, MA, USA, A32731; Cy3-konjugalt anti-egér nehézlanc, 1:1000;
monoklonalis kecskében termeltetett, Thermo, Waltham, MA, USA, A10521; Cy3-konjugalt
anti-nyal nehézlanc, 1:1000; monoklonalis kecskében termeltetett, Thermo, Waltham, MA,
USA, A10520) adtunk a mintdkhoz. A nem bekotddott antitestek ujabb mosassal torténd
eltavolitasa utan a metszeteket lefedtik. Az Alexa Fluor 488, TRITC és DAPI fluoroférokat
tartalmazd mintdkrol AiryScan 880 Iézerpasztazd konfokdlis mikroszkoppal (Zeiss,
Oberkochen, Németorszag) készitettiink képeket 20x levegés, valamint 40x és 63x olaj
immerziés objektiv hasznilatdval. A fent emlitett fluoroforokat 488, 543 és 405 nm
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hullamhosszon gerjesztettik és 520-550 nm, 560-580 nm, illetve 420-490 nm hullimhossz
tartomanyban detektaltuk az emissziot (a felsorolas sorrendjében).

A paraffinos metszeteket kezelés elott deparaffinalni kellett. Ezen metszetek, bar mar fixalva
voltak, de utofixalas tortént rajtuk a mar ismertetett modon. Az endogén peroxidaz enzimeket
0,5 %-0s hidrogén-peroxid oldattal (H202) gatoltuk. A paraffinos metszetekhez nem
fluoreszcens jeloléssel ellatott masodlagos antitesteket, hanem peroxidaz enzimmel kotott
antitesteket (HRP-konjugalt anti-nytl nehézlanc, 1:1000; monoklonalis kecskében termeltete tt,
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA, 170-6515; HRP-konjugalt anti-egér nehézlanc,
1:1000; monoklondlis kecskében termeltetett, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA, 170-
6516) adtunk. Ezek utan a DAB reagenssel kezelve, az antitest komplexek helyén barna
csapadék valt ki. A metszeteket viztelenités utdn lefedtiik és fenymikroszkoppal vizsgaltuk 20x
nagyitds mellett.

5.9 Izomregeneracid vizsgalata

A vazizomsériilés kivaltasa BaCly izomba valo injektalasaval tortént. 20 pl fiziold gias
sdoldatban oldott 1,2 %-o0s BaCl m. tibialis anterior (TA) izomba torténd beoltasa steril
gyulladast okozott [89]. Az egyes egerek egyik laba kontrollként szolgalt, amit fiziolo gias
sooldattal oltottunk be. A vizsgalati csoportok egyedei az oltast kdvetden a 4. és a 14. napon
kertitek felaldozasra. Mind az oltott, mind a nem oltott, vagyis kontroll labakbodl szarmazo TA
mintakbol a késdbbiekben western blot vizsgalat, illetve kriosztatos és paraffinos metszetek
késziiltek. A szovettani vizsgalatok sordn Hematoxilin-Eozin (HE) és DAB festés tortént. A
hematoxilin a sejtmagokat kékes-lildsan jelolte, mig az eozin a sejtplazmdt rdzsasziniire

festette.

5.10 Elektronmikroszkopos mintaelOkészités és feldolgozas

Frissen izolalt TA izmokat in situ fixaltunk 3 %-0s glutaraldehidos Millonig pufferban. A
levalasztott  kisebb izomkotegeket utodfixaltuk 1 %-0S OsOs vizes oldatdban. Gyors
etanolgradiensen keresztiili viztelenités kovetden propilkén-oxidos kezelés majd Durcupan
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) epoxigyantds beagyazas tortént. Ultravékony hossz-,
illetve keresztiranyu metszeteket készitettiink egy Leica Ultracut UCT (Leica Microsystems,
Bécs, Ausztria) ultramikrotommal. Az elkésziilt metszeteket uranil-acetattal és olom-citrattal

festettiik. A metszetekrdl egy JEM1010 transzmisszios elektronmikroszképpal (JEOL, Tokiod,
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Japan) késztettiink felvételeket. Az EM képeket Imagel] szoftver (NIH, Bethesda, MD, USA)
segitségével elemeztikk, ¢és meghataroztuk az egyedi miofibrillumok ¢és a mitokondriumok
tertiletét, keriiletét, tengelyaranyait, a kor alakhoz viszonyitott ardnyaikat a Cre— és Cre+

egértorzsek mintaibol készitett hossz- és keresztmetszeti képeken.

5.11 RNS-izolalas, Real-time PCR és kvantitativ PCR vizsgalat

A human eredetli izombiopszia mintakat ¢és az egerekbOl szarmazo (Ujsziilott (4 napos) és
fen6tt (6 hénapos)) izommintakat Trizolban (Molecular Research Center, Cincinnati, OH,
USA) homogenizaltuk ¢és szerves oldoszeres RNS izolalasi modszerrel vontuk ki az mRNS-t.
20%-o0s kloroform hozzaadasa utan a lizitumokat 4°C-on 16 000 g értéken, 15 percig
centrifugaltuk. A mintak feliiluszojat 500 ul RNaz-mentes izopropanollal szobahémérsékleten
10 percig precipitaltuk. 12 000 g értéken torténd centrifugalas utan a kicsapodott RNS-t 75
térfogatszazalékos etanol segitségével mostuk, majd ismét lecentrifugaltuk. A kicsapodott
NanoDrop 1000 spektrofotométer (Thermo, Waltham, MA, USA ) segitségével lemértiik, és a
beoldott, ismert koncentracioju mintdkat felhasznalasig —80°C-on taroltuk. A reverz
transzkriptaz (RT) reakcio kivitelezéséhez a reakcioelegy (20 upl ossztérfogatra megadva) 1 ug
RNS-t, 0,25 Wl RNaz inhibitort, 0,25 pl oligo(dT)-t, 2 Wl ANTP-t (200 uM) tartalmazott RT
pufferben. A specifikus cDNS-szekvenciak amplifikaciojat Primer Premier 5.0 szoftverrel
(Premier Biosoft, Palo Alto, CA, USA) elére megtervezett specifikus primerparok segitségével
végeztik, amiket a Bio Basic-t6l (Toronto, Kanada) szereztink be. Az egyedi tervezésii
primerparok specificitasat és alkalmazhatosagat in silico moédon igazoltuk az NCBI Primer-
BLAST internetes adatbazis felhasznalasaval (http//www.ncbi.nlm.nih. gov/tools/primer-
blast/). A primerparok szekvenciajat, valamint azalkalmazott annelacios homérsékleteket és az
egyes polimeraz lancreakciok varhatd termékeinek méretét az 1. tablazatban tintettik fel. A
vizsgalni  kivant szekvencidk felsokszorozasat programozhatdé PCR készilék (Labnet
MultiGene 96-well Gradient Thermal Cycler; Labnet International, Edison, NJ, USA)
segitségével végeztik. A kezdeti denaturalas 94°C-on 1 percig tortént, majd 30 ciklus
kovetkezett egy denaturalasi Iépéssel 94°C-on (30 s); majd annelacid optimalizalt
homérsékleten minden primer parra 30 masodpercig; végil pedig extenzio 72 °C-on, 60
masodpercig tortént, majd a folyamat zarasaként a végs6 elongacio 72°C-on 5 percig. A PCR-
termékeket EZ-Vision Dye 6X (VWR, Radnor, PA, USA) pufferrel inkubaltuk. A DNS-savokat
1,2-2,5%-o0s agar6z gélen futatott elektroforézis utan UV fény megvilagitassal tettik lathatova.
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Kvantitativ  PCR (qPCR) soran a kiilonb6z6 vazizommintakbol (m. tibialis anterior, m.
pectoralis, and m. quadriceps) az izolalt RNS mintdkat DNaz kezelésnek vetettik ala és a
megmaradt RNS-ket egy revez transzkripcid utan cDNS-¢ alakitottuk. Az amplifikacids
program soran a qPCR mérés a kovetkezé 1épésekbdl allt: az elsé denaturacid 10 percig tartott
95 °C-on, majd 50 ciklus kovetkezett, melyben az egyes ciklusok soran 15 masodpercig 95 °C-
on ¢és 1 percig 60 °C-on tartotta a késziilék a homérsékletet. A qPCR vizsgalat soran egy
LightCycler 480 (Roche, Basel, Svajc) készilckben két kiilonb6z6 modszerrel vizsgaltuk a
mintdkat a meglévé primereinknek megfelelden. Az egyik lehetéség a SYBRGreen (PCR
Biosystems, Oxford, Egyesiil Kiralysag) keverék alkalmazisa volt, a masik modszer a magas
specificitast TagMan esszé (Szeptin7, Mm00550197_m1; GAPDH, Mm99999915 ¢1; 18S
riboszoma alegység, Mm03928990 g1; AP3D1, Mm00475961_ml) volt. Light Cycler 480 SW
1.5.0 szoftver (Roche) segitségével a triplkatumban vizsgalt mintdk ciklusidejébdl
meghataroztuk az atlagos Cp értéket. Ezekbdl a Cp értékekbdl a ACp mddszer segitségével
meghataroztuk a vizsgalni kivant mRNS-ek relativ expresszidjat a belsé kontroll gének

eredményeihez viszonyitva.

Gén Primer Nucleotid szekvencia (5'—3’) %\ecr;eBsiT:n No. ﬁ(’rilrillzlrii:fl; ﬁg}zr(n;;r)
SZEPTIN1 sense GGGTTTGACTTCACGCT AATG(101- NM_001365977 58°C 443
121)
Homo sapiens antisense gféA)\ATGACTGGGAT GATGTTG(523-
SZEPTINZ sense GCGAAGATTCTCATTACC (367-384) NM 001008491 52°C 476

antisene [ TACCACT GTCAGGCGT AG (825-842)

Homo sapiens
SZEPTIN3 sense TGAATGTTTGCGAAT GTTG(4315-4333) [ NM 019106 55°C 220
antisense | GATTGGCT GGGACT GGT A (4517-4534)

Homo sapiens
SZEPTIN4 sense CCGAAAGT CCGT GAAGAA (698-715) NM_004574 55°C 221
antisene | TGT CCACAATGGT GAGCC (901-918)

Homo sapiens

SZEPTING sense CT CAACCGAAAGAACAT CCAA(513- | NM_002688 55°C 319
533)
antisene | TGCCTATAACGGCGAAGG (814-831)

Homo sapiens
SZEPTING sense TTCACGCTTAAACAACCA (3403-3420) NM 145799 52°C 407
antisene [ CCTCGT ATCCAGGAAT GTA (3791-3809)

Homo sapiens
SZEPTIN7Y sense CTTATTGCCAAAGCAGAC (798-815) NM 001788 50°C 434
antisense [ AGAGGGCT CT TAGT CAGC (1214-1231)

Homo sapiens
SZEPTINS sense TGCCTCTACTTCATCACGC (559-577) NM_001098811 | 56°C 493
antisene [ TGTCACCATCGCTGT CCT (1034-1051)

Homo sapiens

SZEPTIND sense AGGGCACAGAT GACCAAAG (3043 NM 0011134951 | 36°C 287
3061)

Homo sapiens | @nTIsene SSG;)A)AGT CGGCAAAGT ARA (3311-

SZEPTINIO sense CT GGCAACAGGCAGCAAC (1449-1466) | NM 0013215092 | 56°C 366

antisene [ AGCAAAGGT GT CGGGT GG (1797-1814)

Homo sapiens
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SZEPTIN11 sense AGGAT GAT GGGCT T TCTA (2449-2466) NM 001306147 50°C 279
antisense [ CTTACGGGT CATGTTGTG(2710-2727)

Homo sapiens

SZEPTIN12 sense AT GT GGT GCCCGT GATTG (513-530) NM 001154458 | 56°C 324
antisene | GGAGGT GGGAGCGGAT AA (819-836)

Homo sapiens

SZEPTIN14 sense GAAGAAACT GCT GCT CAA (786-803) XM 011515373 | 50°C 488
antisense [ TTCCTTATCTCCTCCTGT (1256-1273)

Homo sapiens

Szeptinl sense CACGGCACAAACT CT GACC (222-240) NM 017461 56°C 500
antisense [ CAACGACT GCGAAAGGGA (704-721)

Mus musculus

Szeptin2 sense GAACAGGCGT CACAT CA (550-566) NM 001159719 50 °C 352
antisense [ AACCTTCTTGCCTTTGG (885-901)

Mus musculus

Szeptind sense CCACTGCTGCCTCTACT (776-792) NM 001358836 | 52°C 231
antisense [ TTGTCCTCCAAATCCTC (990-1006)

Mus musculus

Szepting sense GCAAACCGT GGAGATTA (654-670) NM 011129 52°C 325
antisene [ CGCCT TAGCCAAGATAG (962-978)

Mus musculus

Szeptins sense CGCAAGT CCGT CAAGAAA (194-211) NM 213614 55°C 268
antisense [ TGGGCTTCCAACATTCAG (444-461)

Mus musculus

Szeptinb sense ACATCATTCCCGTTATTGC (820-838) NM 001177324 | 52°C 221
antisense [ CATCATCTTGTTGCCTATCTT (1020-

Mus musculus 1040)

Szeptin7 sense CCT T GAGGGCT AT GTGGG (278-295) NM 009859 56°C 250
antisense [ CAGCAGCAACT GAACACCAC (508-527)

Mus musculus

Szepting sense CACAGAGGAGGT GAAGGT (1000-1017) | NM 033144 54°C 471
antisense [ TTGAAGGCGT TGGT CTC (1454-1470)

Mus musculus

Szeptin9 sense AACATTGT CCCAGTCATCG (1400-1418) [ NM 001113486 | 54°C 381
antisense [ GCGT TTCACTCGGT AGG (1764-1780)

Mus musculus

Szeptin10 sense GACACGACCT CCAAGAT (1088-1104) NM 001024910 | 52°C 349
antisense | GACGCT CACCAT AGAAC (1420-1436)

Mus musculus

SzeptinIT sense CCTGT GCGT GGGT GAGA (287-303) NM_ 001310669 55°C 433
antisene | GATGGT GT CGGCT TTCG (703-719)

Mus musculus

SzeptinlZ sense AGT CCAAAGT ATGGCAGT C (344-362) NM_ 027669 52°C 105
antisene [ GCTTCAATCCCTTCTCC (432-448)

Mus musculus

Szeptinl4 sense TCCACTCTTGGGCATTT (160-176) NM_028826 50 °C 290
antisense [ CTGGCTTCCTTGTTTATCT (431-449)

Mus musculus

HSA-MCM sense GCATGGTGGAGATCTTTGA 58 °C 717
antisense [ CGACCGGCAAACGGACAGAAGC

Mus musculus

Szeptin7 sensel CTTTGCACATATGACTAAGC 58°C 151 WT
sense2 GCTTCTTTTATGT AATCCAGG 197 Flox

WT-loxP-KD antisene | GGT AT AGGGGACT T TGGGG 256 KD

Mus musculus

Gapdh sense AAGGT CGGAGT CAACGGAT T TGG(99- NM_001289726.1 | 58°C 322

121)
Mus musculus antisense 4A5A0; GAGCCCCAGCCT T CTCCAT (399-
] sence CGGCT ACCACATCCAAGGAA
16Salegysés  antisence | CCTGTATTGTTATTTTTCGTCACTACCT
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1. tablazat: A primerparok szekvencidja, az alkalmazott annelacios hémérsékletek és az egyes

polimeraz lancreakciok varhaté amplimer mérete.

5.12 Western blot vizsgalat

A fehérje expresszid méréséhez az izommintdkat mechanikai feltaras soran lizis-pufferben (20
mM Tris—-HCI, 5 mM EGTA, Protease Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
homogenizaltuk egy HT Mini homogenizer (OPS Diagnostics, Lebanon, NJ, USA) készilék
segitségével. A mintdkat 4°C-on 2000 g értéken lecentrifugaltuk és a felilluszokbol BCA
protein esszé segitségével meghataroztuk a fehérjekoncentraciot, és azonos koncentraciokat
allitottunk be az elektroforézis mintapuffer oldat (20 mM Tris-HCI, pH 7,4, 10% SDS-ben
oldott bromfenol kék (0,01%), 100 mM B-merkaptoetanol) hasznalataval Az elkészilt ismert
koncetracioju mintakat 5 percig, 95°C-on foztiink, igy denaturdlva a fehérjéket. 10 %-0s SDS-
poliakrilamid gél segitségével 10 pg telies fehérjeminta kertilt elektroforetikus elvalasztasra.
Az elektroforézis utan a fehérjéket nitrocelluloz membranra transzferaltuk és PBS-ben oldott
5%-0s sovany tejpor segitségével blokkoltuk a nem specifikus kotohelyeket. A membranokat a
megfeleld elsédleges antitestekkel (anti-szeptin7 (1:250; monoklonalis nyulban termeltetett,
IBL,Hamburg, Németorszag, JP18991), anti-Pax7 (1:500; monoklonalis egérben termeltetett,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, SAB1404168), anti-miogenin (1:500; monoklonalis
egérben termeltetett, Santa Cruz, Dallas, TX, USA sc-12732), anti-laminin, 1:500; poliklonalis
nyalban termeltetett, Nowus Biologicals, Minneapolis, MN, USA, NB300-144) és vazizom
specifikus anti-a-aktinin (1:1000; monoklonalis egérben termeltetett, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA, A7811)) egy ¢éjszakan keresztil, 4°C-os homérsékleten inkubaltuk. A bekotodést
kovetden haromszor 15 perces PBS+1% Tween-20 (PBST) mosassal a nem kotodott
antitesteket  eltavolitottuk, majd egy oran keresztil szobahémérsékleten HRP-konjugalt
masodlagos  antitestekkel ~(HRP-konjugalt anti-nyal nehézlanc, 1:1000; monoklonalis
kecskében termeltetett, Bio-Rad Laboratories, 170-6515; HRP-konjugalt anti-egér nehézlanc,
1:1000; monoklonalis kecskében termeltetett, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA, 170-
6516) inkubaltuk a membranokat. A Kkialakult jeloldé immunkomplexek lathatova tétele
felersitett kemilumineszcencia segitségével tortént (Thermo, Waltham, MA, USA). A jelek
denzitometrias vizsgalatat Image] szoftver segitségével végeztik, ugy, hogy a detektalt
szeptin/ jelet ugyanazon minta belsé kontroll fehérjére, az o-aktinin jel eréségére
normalizaltuk. A vizsgalatokat legalabb harom fliggetlen mmntabol végeztik el, technikai

ismétlések szama pedig szintén harom volt.
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5.13 Statisztikai modszerek

Az adatokat atlag + standard hiba (SEM) formaban abrazoltuk. Az cltéréseket a kontroll és a
Tamoxifen diétan Iévo allatok kozott egyutas ANOVA ¢és Bonferroni post hoc tobbszords
Osszehasonlitd teszt modszerrel vizsgaltuk a GraphPad Prism5 szoftver hasznalatdval
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Student-fele t-probat alkalmaztunk a

szignifikancia szintek meghatarozasahoz és a p<0,05 értéket tekintetiik szignifikans eltérésnek.
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6 Eredmények

6.1 A harantcsikolt vazizomrostok kiilonbozd szeptin izoformakat
expresszalnak

Human vazizom mintdk (amputacid soran nyert m. quadriceps femoris biopszia) teljes
lizaitumaban mRNS szinten a kiilonb6z6 szerkezeti csoportokba tartozo szinte valamennyi
szeptin kimutathatd volt RT-PCR reakciokkal (8. abra). Kivételt képeznek a szeptin 12 és 14,
amelyeket nem tudtunk detektalni. Hasonld eredményre jutottunk ujszilott (4 napos) C57BL/6J
egerekbOl szarmazo vazizmok analizise soran: MRNS szinten a 12-es és 14-es izoforman kiviil
az 0sszes szeptin izoforma jelenlétét igazoltuk. Az expressziés mintdzat hasonldo volt felndtt (4
honapos) egerek izomzataban is, habar egyes szeptin izoformak MRNS-expresszidja (Szeptin

- szeptinl0) életkorfliggést mutatott.

A B Szeptin izoformak
P1 P2 P3 ntc P1 P3 P3 ntc 12345678 910111214ntc

800 bp a SEPTIN7 800 bp
- - == e
200 bp 200 bp
800 bp - SEPTINS SEPTIN11 800 bp
200 bp R L 200 bp

8. abra. A szeptinek a vazizom citoszkeletalis rendszerének szerves részét képezik. (A)

Agardz gél-elektroforézis eredményének képei, amelyek a szeptin izoformdk mRNS szintli
expressziojat mutatjdk emberi vazizomban (m. quadriceps femoris amputalt végtagokbol). Az
egyes szerkezeti alcsoportok egy-egy képviseloje lathatdo. Harom betegtdl szarmazo fliggetlen
mintdk eredményeit abrazoltuk. A 1étrak elsé és utolsd sora 200, illetve 800 bp-nek felel meg.
(B) Az 0Osszes szeptin izoforma expresszioja mRNS-szinten Ujszilott egerekben (felsé panel)
¢és egerek felndttkori vazizomzataban. A nem templat kontroll (ntc) mintdk c¢DNS helyett

nukleazmentes vizet tartalmaznak.
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6.2 A szeptin7 az egyedfejlodés sordn valtozd expressziot mutat

Mivel a szeptn mRNS expresszios szintek valtozast mutattak a C2C12 immortalizalt
izomeredetli proliferacid soran, ezért felmeriilt lehetséges szerepikk a vazizomzat fejlodésében
is [122]. Elsésorban a szeptin7-re fokuszaltunk. A Szeptin7 valtozd mértékii expresszidjat az
izomfejlédés soran fehérjeszinten is megfigyeltik. A szeptin7 fehérje atirasanak iiteme
fokozatosan csokkent az életkorral, amint azt az jsziilottekbdl, a 4 hetes €s a 4 hénapos
egerekbol szarmazd izommintainak Osszehasonlitaisa mutatta (9. abra). Megfigyeltiik, hogy a
szeptin7  expresszioja az adott életkorban fliggetlen az izomtipustdl, mivel azonos
mennyiségeket detektaltunk a kiilonb6z6 izomtipusokban (m. tibialis anterior — TA, m.
extensor digitorum longus — EDL és m. soleus — Sol). A szeptin7 fehérje expressziojanak ez az
egyedfejlodéssel  bekovetkezd csokkenése Osszhangban van az mRNS-szinten  mért
eredményeinkkel. A szeptin7 relativ expresszidja figyelemreméltoan magas az jszilo tt

egerekben (NB) a kés6bbi idopontokbol szarmazd izommintakhoz képest.

A NB 4 hetes ! 4 hénapos
1
250kDa | s Total TA EDL Sol ; TA EDL Sol

1

1

. ki

100 kDa - — ————— — | 0-2Ktinin
e '
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55kDa |- ! _
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9. adbra. A szeptinek expresszidja az egerek vazizomzataban. A szeptin7 (50 kDa) fehérje
szintli expresszidja (A) Western blot eredménye egerekben a fejlodés kiilonb6z6 stadiumaiban
kiilonb6z6 vazizomokban. Normalizalo, belsé kontrollként a-aktinint (szarkomer specifik us)
(110 kDa) hasznaltuk. A ltra els6 és utolsd sora 55, illetve 250 kDa-nak felel meg. Az
oszlopdiagramok a szeptin7 (B) és a-aktinin (C) abszolit, valamint a szeptin/ o-aktininre
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normalt (D) relativ expresszidjat mutatjak a kiilonb6z6 mintakban: Ujsziilott egerek teljes
vazizom lizituma (NB), TA: m. tibialis anterior; EDL: m. extensor digitorum longus; és Sol:
m. soleus. A bemutatott adatok harom egér/korcsoport adatai. Az adatok az atlag + standard
hibajat jelentik (SEM), *p<0,05 ANOVA analizis alapjan.

6.3 A szeptin7 elhelyezkedése a vazizomrostokban

A szeptin7 vazizomzaton beliili pontos lokalizdicidjanak vizsgalatahoz BL6 egerekbdl szarmazo
enzimatikusan izolalt egyedi m. flexor digitorum brevis (FDB) rostokat immunfluoreszcens
jelolésnek vetettiink ald. Mivel a vazizomra specifikus a-aktinin és a RyR1 helyzete jol
meghatarozott az izomrostokon belill, ezeket referenciapontként hasznaltuk fel ezekben a
kisérletekben. A szeptin7-et immuncitokémiaval tettik lathatova, ¢és egyesitett képeket
allitottunk eld (szarkomerben talalhato) a-aktininnel és RyR1-gyel, hogy meghatarozzuk a
szeptin7 viszonylagos lokalizaciojat a mar emlitett referencia fehérjékhez képest (10. abra). A
konfokalis képekbdl nyert adatok azt mutattadk, hogy a szeptin7 az a-aktininhez hasonléan a Z-
vonal mellett helyezkedik el, és Szeptin7 jelolést figyeltiink meg a RyR1 altal jellemzett

terminalis ciszternak kozott is.
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10. abra. A szeptin7 elhelyezkedése egerek FDB izmabol szarmazo vazizomrostokban. (A)
a-aktininhez  (Z-vonalhoz)  viszonyitott  Szeptin/  intracellularis  lokalizaici6  FDB

vazizomrostban. (B) RyR1-hez (szarkoplazmatikus retikulumhoz) viszonyitott szeptin7
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immunfluoreszcens festédés FDB mintakon. A skala 5 pm, 63x olajimmerzioés objektiv mellett.
Az egyesitett felvételen (C) feltiintetett téglalap alaku teriiletekb6dl szamitva a diagramok (D) a
szeptin7 (z0ld, Alexa 488) és az a-aktinin (piros, Cy3), illetve (E) a szeptin7 (z0ld, Alexa 488)
¢s a RyR1 (piros, Cy3) fehérjéket jelold fluoroforok fluoreszcencia intenzitasvaltozasait

abrazoljak a rost mentén.

6.4 A szeptin7 vazizom-specifikus csokkenése moddosult
fenotipushoz vezet

A vazizomzatban a szeptin7 altal betoltott feladatok vizsgalatara a Szeptin7 gén vazizom-
specifikus leiitéséhez a Cre/Lox rendszer segitségével egy egérmodellt allitottunk eld. A HSA-
Cre transzgenikus egerekben a Cre rekombindz gént a vazizom-specifikus human alfa-aktin
(ACTAL) promoter hajtja. Ezeket az egerekkel paroztatjuk egy olyan egértérzzsel, amelyekben
a szeptin7 GTP-koté P-hurkat kodold 4-es exon loxP szekvenciaval hatarolt. A Cre-kozvetitett
rekombinacido katalizdlla a 4-es exon kivagasat, ami egy tovabbi kereteltolodasi mutdciot
eredményez az exontol lefelé. Az igy keletkezd szeptin7 mRNSek csonkoltak lesznek és nem
fog roluk funkcioképes fehérje atirddni. Az invivoés in vitrokisérleteinkhez a Cre+ hemizi gota
egereket hasznaltuk fel, melyeket a vizsgalatok el6tt 1 honapos koruktol kezdve 3 honapos
Tamoxifen etetésnek vettetiink ald. Ezekben az egerekben a Tamoxifen indukalta a Cre enzimet,
ami elvégezte a szeptin7 4-es exonjanak kivagasat, eziltal megakadalyozta a funkcioképes
szeptin7  fehérje  transzlacidjat. A Szeptin7  fehérje  expresszidja  izom-specifik us
downregulaci6janak méréséhez m. quadriceps femoris és m. pectoralis mintakbol készitett
teljes sejtlizitumot hasznaltunk. A delécid a rostok tobbmagvisdga miatt részleges volt, de igy
IS a szeptin7 fehérje expressziojanak szignifikans csokkenését eredményezte, ami mindegyik
izomtipusnal megfigyelhetd volt: 59 + 8 és 63 + 8 %-0s csokkenés a Cre— egerekhez képest, m.
quadricepsben és m. pectoralisban (11. abra). Ezen eredmények jol korrelaltak a gDNS PCR-
modszerrel torténd vizsgalatabol meghatarozott koriilbelil 50 %-o0s delécioval. A Cre+
egerekben kialakult egy latvanyos fenotipus, ami egy kifejezett gerincdeformitas formajaban
mutatkozott meg, ahol a gerinc tllzottan kifelé gorbiilt, igy plpos, gorbe hati megjelenéssel

rendelkezé egyedeket eredményezett (12. abra).
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11. abra: A szeptin7 vazizom-specifikus leiitése latvanyos fenotipust eredményezett. (A)
Tamoxifennel etetett Cre— és Cre+ egerekr6l 4 honapos korukban késztett felvételek. (B)
Harom specifikus primer parral végzett PCR eredménye a szeptin7 gén részleges delécidjanak
kimutatasara a Cre+ egerek kiilonb6zé vazizomtipusaiban (Q: m. quadriceps femoris; B: m.
biceps femoris; P: m. pectoralis). Igazoltuk a deléci6 hianyat BL6 kontrollbol és Cre- allatokbol
készitett mintakban. A Cre— egyedekbdl szarmazo mintakban a floxolt 4-es exont, mig a vad
tipusua Tamoxifennel taplalt egerekben a normalis 4-es exont mutattuk ki. A létra elsé és utolsod
sora 200, illetve 300 bp-nek felel meg. (C) A diagramon az 6sszevont adatok lathatdak a 4-es
exon delécid %-os kifejezésérél Cre+ egerek kiilonboz6 izomtipusaiban. Harom alombol 14
alomtarsat (kilenc Cret+ és 0t Cre—) vizsgaltunk. Itt és minden tovabbi abran a négyzetes
diagramok téglalapjai a medidnt, valamint a25 és 75 %-0s értékeket mutatjdk, mig a hibasavok
1 és 99%-ot jelentenek.
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12. abra: A szeptin7 vazizom-specifikus leiitése gerincdeformitast okozott. (A) Az egerekr6l
készilt teljes test fenyképeken és (B) CT fevéteken jol lathatd a gerincdeformitas. (C)
Meghataroztuk a hati gerincszakaszon az egyes csigolyak altal bezart szoget. (D) A T1, T10,
T14 szogek atlagos értékét a diagramon tiintettiik fel. *p<0,05
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6.5 Az in vivo erégeneralas sériil a szeptin7 knockdown egerekben

Az in vivo kisérletek soran egyértelmiien megfigyelhetd Wvolt, hogy a szeptin7 csokkent
mennyisége kisebb testsulyt eredményez ¢és rontja az izomteljesitményt. A testtdmegre
normalizalt atlagos fogasi erd hasonld volt a kontroll BL6 allatokban és a Cre— egerekben, mig
a Cre+ allatokban szignifikdnsan kisebb értékeket mértink (13. dbra). Az Onkéntes futasi
tesztek hasonld eredményekre vezettek. A futas Osszes paramétere (tavolsag, idGtartam,
atlagsebesség, maximalis sebesség) szignifikdnsan kisebb volt a Cre+ allatokban a BL6

allatokhoz vagy a Cre— egerekhez képest, mig a kontroll és a Cre— egyedek kozott nem volt

kiilonbség a futas paramétereiben (2. tablazat).

Futasi paraméterek BL6 Cre- Cre+

n=3 n=2 n=4
Tavolsag (km/nap) 2.46+0.19 2.34+0.06 0.83+0.02%***
Idétartam (perc/nap) 343.3+15.2 317.1+11.1 264.4+4 2%**
Atlagsebesség (m/perc) 7.27+0.44 7.30+0.32 4.01£0.13%**
Maximalis sebesség (m/perc) | 14.04+0.56 15.71+0.62 10.31+0.20%**

2. tablazat: A BL6, Cre— és Cre+ egércsoportok futdsi paramatereinek Osszehasonlitdsa. A

statisztikai 0szehasonlitas a Cre— és Cre+ kozott tortént. ***p<0,001

6.6 Az in vitro erOgeneralas csokken a szeptin7 knockdown egerek
izmaiban

A szeptin7 csokkenés szignifikans hatasa az in vitro modszerekkel mért izomeré paramétereien
is megmutatkozott. Mind az egyedi rangas, mind a tetanusz soran mért erd szignifikansan
csokkent a Cre+ egerek EDL és Sol mintdiban a Cre— alomtarsak megfelelé izmaihoz képest
(13. abra). A maximalis erd csokkenése a csokkent szeptin7 expresszid eredménye, mivel a
Tamoxifen kezelés Gnmagaban nem volt hatissal a kontraktilis paraméterekre. Frdekes modon
a rangasok ¢és a tetanusz kinetikdja, valamint a fairadékonysag csak a Cret egerek Sol-ban
valtozott. Az in Vivo és in vitro erdmérések tehat arra utalnak, hogy a Szeptin7 alapvetéen
hozzajarul a normal vazizomzat teljesitményéhez. Tovabbd az izomerd meghatarozdsaban

fontos két kontraktilis fehérje, az aktin és a miozin (MYH4) expressziojat és térbeli eloszlasat
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is megvizsgaltuk a Cre- és Cre+ allatok FDB-jébdl izolalt egyedi izomroston. A kontraktilis
fehérjékben jelentds valtozast nem észleltiink; emellett az L-tipust kalciumcsatorna expresszios

mintazata szintén hasonld volt a Cre— és Cre+ mintak Osszehasonlitasakor.
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13. 4dbra: A szeptin7 vazizom-specifikus leiitése csokkentette azizomtomeget és az izomerot
(A) A diagramon az allatok testtomeg-valtozasa lathatd Cre— (z0ld haromszog, n=11) ésa Cre+
(piros négyzet, n=14) egereckben. Fekete folytonos vonal mutatja, hogy hol jelentkezett
statisztikai kiilonbség (p<0,05). A hibasavok SEM-et mutatnak. (B) A fogasi erd teststlyra
normalizalva Cre— (n=4) és Cret+ egerekben (n=7). Egyedi rangas (C) és tetanusz (E) soran
mérhetd reprezentativ tranziensek EDL esetén. Maximalas er rangas (D) éstetanusz (F) esetén
Cre— (n=7) és Cre+ (n=11) egerekbdl szarmazd EDL izmokon mért adatokbol **p<0,01,;
***p<0,005
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6.7 A szeptin7 csokkent expresszidja mdodosult miofibrillaris €s
mitokondrialis szerkezethez vezet

A szeptin7 csokkent expresszidja altal a vazizomrostok miofibrillaris rendszerében kivaltott
szerkezeti valtozasokat elektronmikroszkoppal (EM) tanulmanyoztuk TA izmokban. A Cre—
allatok  keresztmetszeti EM felvételein  az  egyedi  vazizomrostban  elhelyezkedd
szarkoplazmatikus retikulum (SR) altal j61 koriilhatarolhato miofibrillumok jelenléte figyelhetd
meg. A Cret egerek mintdiban azonban a miofibrillumok elkiilonitése kevésbé volt
nyilvanvalo. A tényleges latdbmez0 egy teriiletén beliili Gsszes miofibrillum azonositasa utan
megbecsiiltik a miofibrillumok Aatlagos Osszteriiletét adott teriiletegységen (1 pm?) beliil, az
egyes myofibrillumok teriiletét, keriiletét és a miofibrillumok atlagos szamat a latdbmezében
(14. ébra). A Cret+ allatokbol szarmazé miofibrillumok atlagos teriilete és keriilete is
szignifikdnsan kisebb volt, mint a Cre— egerekbdl szirmazd miofibrillumok megfeleld
paraméterei. A fenti észrevételeinkkel Osszhangban a miofibrillumok szama egy adott
latomezoben szignifikdnsan megnétt a Cre+ egerekbdl szarmazd mintdkban a Cre— allatok
metszeteihez képest. A Cret egerek miofibrillumaiban az Osszes fent emlitett paraméter
szignifikansan kiilonbozott a kontroll BL6 mintakto]l (a BL6 egértdrzson végzett megfigyelések
eredményeit jelen dolgozatban csak hivatkozzuk, de itt nem mutatjuk be). A BL6 allatokbol és
a Cre— allatokbol izolalt miofibrillumok megfelelé paraméterei kozott nem volt szgnifikans
kilonbség. Mindezen eredmények arra utalnak, hogy a csokkent szeptin7 expresszid az
egységnyi teriiletre jutd egyedi miofibrillumok méretében csokkenést, szamaban viszont

jelentés emelkedést okozott a Cre+ egerek vazizomzataban.
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14. 4bra: A szeptin7 vazizom-specifikus leiitése modositotta az izomrost szerkezetét
Reprezentativ elektronmikroszkopos (EM) felvételek az izomrostok keresztmetszetérél Cre—
(A) és Cret+ (B) egerek TA izmaibol. A skala 1 um-nek felel meg, a nagyitas 10000x illetve
20000x. EM felvételekbol meghataroztuk az egyes miofibrillumok teriiletét és kertiletét (C),

valamint az adott latomez8 1 pum?-ére esd miofibrillumok szamat (D). Itt és minden tovabbi
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abran a z0ld oszlopok a Cre—, mig a piros oszlopok a Cre+ allatok adatait jelentk (atlag +
SEM). A miofibrillumok szamanak, terilletének és keriiletének szamitisahoz a vizsgalt
miofibrillumok 6sszes darabszama Cre— és Cre+ egerekben 3012, illetve 3174, mig a vizsgalt
latomezok szama 72, illetve 74 volt, (*p<0,05; * **p<0,001)

A fent emlitett paramétereket a mitokondriumokra vonatkoztatva is meghataroztuk a kiilonb6z6
allatcsoportokbol  szarmaz6 TA izmok kereszt- és hosszmetszeti felvételein is. A
mitokondriumokra nézve is elvégeztik a morfologiai valtozasok leirasat. Minden egyes
azonositott mitokondrium esetében kiszamitottuk a teriiletet, a keriiletet, a tengelyaranyt (AR)
¢és az alaktényezot (FF) (15. abra). Az alaktényezOt az alabbi képlet szerint hatiroztuk meg:
FF=4n*teriilet/keriilet?>. A szimitott atlagos keriilet és teriilet szignifikinsan megnétt a Cre+
mintikban a Cre— allatokbol szarmazd izmok adataihoz, illetve a kontroll BL6 egerek
mintaihoz képest. Kismértékben a mitokondrialis teriilet relativ eloszlasa is megvaltozott a
Cret mintdkban, ami a nagyobb mitokondriumok megjelenésével magyarazhatd. Az AR
szignifikdnsan csokkent a Cre+ mintdkban a Cre— mintdkhoz képest, mig a szdmitott FF
paraméterekben nem volt szignifikdns kiilonbség. Az egységnyi teriiletre jutd mitokondriumok
szama a kivalasztott latomezokben belill szintén szignifikdnsan megndtt a Cre+ egerekbol
szarmaz6 mintdkban a Cre— vagy BL6 egerek izmaihoz képest (a BL6 egértorzson végzett
megfigyelések eredményeit jelen dolgozatban csak hivatkozzuk, de itt nem mutatjuk be). A
mitokondriumokkal kapcsolatos paraméterek nem kiilonboztek a BL6 kontroll és a Cre—
csoport kozott. A Cre— és BL6 kontroll mintakban a miofibrillumok/mitokondriumok teriilete
¢és kerilete valtozasanak jobb szemléltetésére az adathalmazok statisztikai ecloszlasat
kiszamitottuk és hisztogramok formajaban abrazoltuk. Sem a miofibrillumok, sem a
mitokondriumok teriilete és kertilete nem, vagy csak nagyon csekély eltolodast mutat a kontroll
¢s a Cre— mintdk kozott. A kiilonb6zo allatcsoportok  hosszmetszeteinek transzmisszids
elektronmikroszkopos analizise normalis miofibrillaris szerkezetet (Szarkomer hosszat, triad
Osszetételt) tart fel a Cre— mintakban, mig a legtobb Cre+ izmokrdl készilt felvételen nagy
mitokondridlis halézatok eléfordulasat azonositottuk. A hosszanti metszetekben a morfologiai
paraméterek értékelése egyértelmli valtozdsokat mutatott az atlagos tertiletben, a keriiletben, az
AR-ben és az FF-ben egyarant. Ezek a paraméterek szignifikdnsan magasabbak voltak a Cre+
mintdkban, mmnt a Cre— tarsakk képemn. A mitokondrialis terillet relativ megoszlasanak
eltolodasa arra utal, hogy nagy teriiletli mitokondriumok jelennek meg a Cre+ allatok izmaiban.
A mitokondriumok Osszteriiletét az adott latomez0 teljes teriiletének %-aban a BL6 és Cre—

allatokban is megvizsgaltuk, de ebben a paraméterben nem volt szignifikdns kiilonbség ezen
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egerek kozott. Meghataroztuk a mitokondridlis DNS-tartalmat is a kiilonb6z6 izomtipusokban
(m. pectoralis és m. quadriceps) [123,124]. Mindkét vizsgalt izomban a mitokondrialis (16S)
RNS-tartalom erdsen csokkent a Cre+ egerek izmaiban, a Cre— egerek adataihoz viszonyitva.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a szeptin7 expressziojanak csokkenése a vazizmokban
nemcsak a mitokondridlis morfologiat, hanem feltehetden a mitokondridlis miikodést is

stlyosan befolyasolja.
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15. abra: A szeptin7 in vivo leiitése megvaltoztatia a mitokondrialis paramétereket.
Reprezentativ  elektronmikroszképos (EM) felvételek  mitokondriumokkal —rendelkezd
izomrostok keresztmetszeti mintaibél Cre— (A) és Cre+ (B) egerek TA izmaiban. (C) Az egyes
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mitokondriumok keriilete, AR és FF értéke (atlag + SEM; **p<0,01; ***p<0,001). (D) A
mitokondriumok teriiletének Statisztikai eloszlasa a Cre— (z0ld) és a Cre+ (piros) mintak EM-
felvételein. Az 4atlagtSEM van feltiintetve. (E) Az adott latomezoben az 1 un?-re es
mitokondriumok szama. Az Osszes mitokondrium szama 811, illetve 866, mig a vizsgalt
latomezOk szama 50 és 43 volt Cre— és Cre+ allatokban (***p<0,001). Reprezentativ EM
felvételek a miofibrillumokrol és mitokondriumokrdl Cre— (F) és Cre+ (G) egerekbdl szarmazo
TA izommintak hosszmetszetein. (H) A keriiletet, az AR-t és az FF-t a hosszanti metszetekbdl
meghataroztuk mind a Cre— (n=1635), mind a Cre+ (n=713) mintak esetében (atlag = SEM;
***p<0,001). A Cre— és Cret+ vazizomrostokban a mitokondrialis teriilet relativ megoszlasat
az |, a mitokondriumok atlagos teriiletét a Kis diagram mutatja. A vizsgalt latdbmez6k szama 42,
illetve 41 volt (atlag = SEM; ***p<0,001). A skala minden képen 1 pum-nek felel meg, a
nagyitas  10000x. (J) A mitokondrialis DNS-tartalmat specifikus gPCR primerek
alkalmazasaval a m. pectoralis és m. quadriceps femoris izmokban vizsgaltuk a Cre— és Cret
egerek esetében. A mintak szama mindkét esetben 8 volt, kisérleti triplikatumok alkalmazasaval
(***p<0,001).

6.8 A szeptin7 megvaltozott expressziot mutat izomregeneraciod
soran

Korabbi adatok arra utaltak, hogy a szeptin7 kiemelkedé szerepet jatszik az Gjsziilott allatok
izomfejlodésében és az izomrostok szerkezeti felépitésében, ezért megvizsgaltuk a szeptin7
expressziojanak feltételezhetd valtozasait az izomregeneracid soran. A BL6 egerek TA
izmaiban kismértékii steril gyulladast és ezzel enyhe izomkarosodast indukaltunk BaCk
mjekcioval. Két kiilonbozo idopontban kriosztatos metszeteket késztettiink a BaCl—dal
injektalt és az ellenoldali, BaCk—dal nem, de fiziologias sooldattal ijektalt kontrollként kezelt
izmokbol. A metszeteket hematoxilin-eozin (HE) festésnek vetettiik ala. A regeneracid soran
szatellita sejtek aktivacidjanak kovetkeztében megemelkedett Pax7 expressziot, valamint az
izomrostokban kozponti elhelyezkedésti sejtmagokat figyeltink meg az injektalt izmokban,
Osszehasonlitva a kontroll mintakkal (16. abra). A gyulladast kovetden kialakuld regeneracio
soran megemelkedett Pax7 expressziot a fokozott barna festédés mutatja. A Szeptin7 fehérje
mennyiségét a regeneracio soran 2 hétig figyeltiik, és az elvégzett western blot mérések minden
vizsgalt idépontban emelkedett értéket mutatottak. A szeptin7 megemelkedett expresszidja,

amelyet a BaCl, altal kivaltott izomkarosodast kovetden észleltiink, felveti annak lehetGségét,
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hogy a citoplazmatikus szeptinek potencidlisan hozzajarulnak a regeneracibhoz az Gjonnan

képzodott izomsejtek proliferacidjanak és differencialodasanak szabalyozasan keresztiil
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16. abra: A szeptin7 szerepe az izomregeneracié soran. Reprezentativ szovettani képek BL6
egerek kontroll (A) és BaClk-ijektalt (B) TA izommintaibol 14 nappal az izomsériilést
kovetden. A 6 um-es kriosztatos metszeteket Pax7-specifikus DAB jeloléssel végzett
immunfestésnek vetettik ala (bal), és HE-festéssel egésztettiik ki (jobb). A HE festés a BaCk-
dal injektalt mintdkban centralis magokkal rendelkezd regeneralodd izomrostok kimutatasara
is szolgalt, ezeket nyilakkal jeleztik. A skala 100 pm-nek felel meg, a nagyitds 40x.
Fehérjemintakat készitettiink a kontroll (K) és az mnjektalt (I) izmokbol az adott idépontokban
(4. nap [D4] és 14. nap [D14]). A szeptin7 (C) és a Pax7 (D) fehérje expresszidjat minden
mintaparban meghataroztuk, normalizalé kontrollként a-aktinint hasznaltunk. A normalizalt
szeptin7 (E) és Pax7 (F) expresszios szintet meghataroztuk a kontroll (fekete korok) és az
mjektalt izmokban (lla gyémantok), és kiilon-kiilon abrazoltuk a vizsgalat minden

idépontjaban. Minden pont egyedi adatot jelent (*p<0,05,**p<0,01).

6.8.1 A vézizomregeneraci® soran morfologiai valtozasok mennek végbe

Mivel az izomsériilés karositja azizomrost szerkezetét, feltételezhetd, hogy aregeneracid soran
a helyreallitds a citoszkeletalis OsszetevOket érinti, azok részvételét igényli. A szeptinekrdl
szerzett eddigi eredményeink alapjan feltételeztik, hogy a szeptinek részt vesznek az
izomregeneracioban. A szeptin7 vazizom-regenerdcidban betoltott szerepének vizsgalatdhoz a
mar emlitett Cre—Lox rekombinacids technologiaval generalt indukalhatd szeptin7 knockdown
allatmodellt hasznaltunk. A szeptin7 regeneracioban betoltott szerepének pontosabb
feltarasahoz steril vazizomgyulladast és ezaltal karosodast valtottunk ki a fent leirt BaCk
mjektalasi modszerrel. A fiatal Cre— és Cre+ egerek bal oldali labban steril gyulladast
indukaltunk, mig a jobb oldali TA fiziologids soéoldattal mjektalt kontrollként szolgalt. Ezt a
fajta sériilést a megerdltetd izommunka soran fellépd izomkarosodds, vagyis mikrosériilések
szimulacidjaként hasznaljak. A gyulladds morfologiai jelei az injekcid beadasa utan 4 nappal
mind a Cre+, mind a Cre— egerekben lathatok voltak, és csokkent mértékben még 14 nappal a
sériilés utan is jelen voltak, amint azt a HE-festés is mutatja (17. abra). A gyulladasos sejtek
(neutrofil granulocitak, makrofagok) mvazidja a BaCl injektalt teriileten jol megfigyelhetd
volt, mig a kontroll labakon gyulladasra utald jelek nem mutatkoztak.
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17. 4bra A szeptin7 leiités fokozott gyulladast okozott. 4 és 14 nappal a BaCl injekcio utan
a Cre— és Cret egerek TA izmabol HE metszteket késztettink. A kontroll mintakban is
elvégeztiik a festést. A fekete nyilak a gyulladasos sejteket jelolk, a fehér nyilak a kozpontilag
elhelyezkedd sejtmagokra mutatnak. A skala 100 pm-nek felel meg, a nagyitas 20x.
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6.9 A vazizomsériilés a szeptin7 expresszidjanak emelkedését
valtja ki

Az izomrostok karosodasa a szeptin7 filamentumok szerkezeti valtozasdhoz vezethet. Ennck
vizsgalatara specifikus immunjelolést végeztiink. Konfokalis mikroszkoppal késziilt felvéte lek
alapjan csak mérsékelt kiilonbséget észleltink a szeptin7 filamentumok expresszios
mintazatdban a Cre— és a Cre+ egerek kozott (18. abra). A képek statisztikai elemzése
megerdsitette, hogy a fehérjeexpresszi6 mind a Cre—, mind a Cre+ egerek izomzataban
megemelkedett az injekcié hatasara (67,9 £ 5,2%-r61 83,0 &+ 2,8%-ra; és 53,7 £+ 2,9%-r6l 80,8
+ 5,3%-ra). A Cret+ allatok izommetszetében szignifikansan alacsonyabb expressziot
detektaltunk, mint a Cre— allatokban (p < 0,05).
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18. abra: A regeneralédé izomrostokban megvaltozott a szeptinszerkezet. Keresztmetszeti
TA mintak fluoreszcens festése 14 nappal a BaClo beadasa utan Cre— és Cre+ egerekben. A
kontroll panelek a nem befecskendezett labakat abrazoljak. A szeptin7 (Cy3) pirossal van
jelolve, mig a magok kékek (DAPI). A skala 50 um-nek felel meg, a nagyitas 63x. A relativ
gyakorisag a szeptin7-jelként azonositott pixelek aranyat jelenti az adott képen Iévé Osszes
pixelszamhoz viszonyitva. A relativ gyakorisdgot a kontroll (K) és az mjektalt (I) ldbakban is
meghataroztuk. A zold szin a Cre— adatot jeloli, apiros szin pedig a Cre+ adatokat. A csillagok
statisztikailag szignifikans kiilonbséget jeleznek (* p <0,05).

Az mmunfestések soran észlelt szerkezeti kiilonbségnek a tovabbi vizsgalatara kvantitativ
analizist végeztlink mind mRNS, mind fehérje szinten (19. édbra). A szeptin7 mRNS szintjében
a Cre— egerekben a vazizom sériilése nem okozott valtozast a regeneracid korai szakaszaban.
Hasonloképpen, nem volt kimutathaté valtozas a szeptin7 mRNS-ben a BL6 vad tipusu
egerekben. Azonban a szeptin7 letitétt (Szeptin7-KD) egerekben a BaCly kivaltotta sériilés a
szeptin7 mRNS ndvekedését indukalta az mjekcid utdni 4. napon. A Western blot analizis
részben hasonld eredményeket mutatott. Csakugy, mint MRNS szinten, a szeptin7 fehérje
expresszidjaban nem volt megfigyelheté kiilonbség a Cre— egerekben a sériilés kivaltotta
reakcioban. Bar a Cre+ egerek injektalt izmaban a szeptin7 mRNS szinten megemelkedett, ezt
a jelenséget a fehérje expresszioban a vizsgalt idépontban nem lehetett kimutatni.

Az oltds utdn 2 héttel mindkét egér reagilt az izomsériilésre, és ez a szeptin7 expresszidjaban
bekovetkezett valtozasokban is megmutatkozott. A BaClz injekcid eredményeként a szeptin7
mRNS megndvekedett mind a Cre—, mind a Cre+ egerekben. A szeptin7 fehérjeszintii
valtozasai alatamasztottdk az mRNS adatainkat. Az izomsériilés aszeptin7 fehérje emelkedését
okozta mind a Cre—, mind a Cre+ egerekben, bar a Cre+ dllatban a fehérje mennyisége még a

14. napon sem érte el a Cre— egerekben mért értékeket.
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19. abra: A BaCl, injekcio fokozott szeptin7 expressziot eredményezett. A zold szin a Cre—
adatokat, mig a piros szin a Cre+ adatokat jeloli. A zardjelben 1évé szamok a vizsgalatban
felhasznalt TA izommintak szamat jelzk. (A) Relativ szeptin7 mRNS expresszid (a belsd
kontrollként AP3D1-re normalizalva) a Cre— és Cre+ egerekben 4 nappal a BaCl> njekcié utan
a kontroll (K) és az ijektalt (O) labak esetében. (B) Relativ szeptin7 fehérje expresszio (o-

aktininre normalizalva belsé kontrollként) Cre— és Cre+ egerekben 4 nappal az injekcio utan.
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(C) A western blot reprezentativ képei, amelyek a szeptin7 fehérje expresszios valtozasait
mutatjak a 4. napon. (D) Relativ szeptin7 mRNS expresszio Cre— és Cre+ egerekbdl 14 nappal
az njekcid beadasa utdn. (E) Relativ szeptin7 fehérje expresszié Cre— és Cre+ egerekbdl 14
nappal az injekcid beadasa utan. (F) A western blot reprezentativ képei, amelyek a szeptin7

fehérje expresszios valtozasait mutatjak a 14. napon. A csillagok a statisztikailag szignifikans
kiilonbséget jelezik (* p<0,05, *** p<0,001).

6.10 A regeneraciét a Pax7 transzkripcids faktor megemelkedése
kiséri

Az izomregeneracié folyamatat izomspecifikus Ossejtek, tgynevezett szatellita sejtek végzik.
A nyugalomban 1év6 szatellitsejteket (SC) a Pax7 expresszidja jellemzi, ami a nyugvo
allapotbol aktiv sejtciklusba IEpéskor novekvd expressziot mutat. EzEért az mRNS ¢€s a fehérje
szintli expresszidjanak vizsgalata aBaCl injekcido utani regeneracios folyamatok ellendrzésére
alkalmazhat6 (20. abra). Ahogy az varhatd volt, a Pax7 mRNS szintje szgnifikansan
megemelkedett 4 nappal a vazizom sériilése utdn mind a Cre—, mind a Cre+ egerekben. Az
mRNS viltozasait ebben az idépontban jol kovette a Pax7 fehérje fokozott expresszidja. A
regeneracio végére (14. nap) a Pax7 mRNS szintje még mindig emelkedett volt a Cre— és a
Cret+ egerek mjektalt labaiban. A Cre— egerekben a Pax7 fehérje mennyiségének emelkedése
tovabbra is szignifikans volt. Azonban a szeptin7 knockdown Cre+ egerekben a Pax7 fehérje

mar nem mutatott szignifikdns emelkedést.
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a Cre— egerekbdl, a piros szin pedig a Cre+ allatokbol nyert adatokat jeloli. A zarojelben 1évé

szamok a TA izommintdk szamat jelzik. (A) Relativ Pax7 mRNS expresszid (a bels6

kontrollként AP3D1-re normalizalva) Cre— és Cre+ egerekbdl 4 nappal a BaClz injekcid utan a
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kontroll (K) és az oltott (O) labak esetében. (B) Relativ Pax7 fehérje expresszio (belsd
kontrollként o-aktininre normalizalva) Cre— és Cret egerekbdl 4 nappal az injekcid utan. (C)
A western blot vizsgalatok reprezentativ képei, amelyek a Pax7 fehérje expresszios valtozasait
mutatjak a 4. napon. (D) Relativ Pax7 mRNS expresszio Cre— és Cre+ egerekbdl 14 nappal az
mjekcid beadasa utdn. (E) Relativ Pax7 fehérje expresszid6 Cre— és Cret+ egerekbdl 14 nappal
az mjekcid beadasa utdn. (F) A western blot reprezentativ képei, amelyek a Pax7 fehérje
expresszios valtozasait mutatjak a 14. napon. A csillagok a statisztikailag szgnifikans
kiilonbséget jelzik (* p<0,05, ** p<0,005, *** p<0,001).

6.11A regeneracios szakaszban a miogenin transzkripcids faktor
emelkedett expresszi6 mutat

A kezdeti regeneracié utan a nyugvo szatellitasejtek differencialoddé mioblasztokka alakulnak.
A miogén program egyk kés6i markere a miogenin transzkripcios faktor, amelynek
aktivalodasa a differencialodashoz nélkiilozhetetlen fehérjék transzkripcidjat koordinalja. A
regeneracid folyamatanak részletesebb analizise érdekében a miogenin valtozasat is
monitoroztuk (21. abra). Négy nappal a vazizom sériilése utan a miogenin mRNS szintje mar
emelkedett volt a Cre— egerekben. Ezt a valtozast western blottal fehérjeszinten is
megerdsitettiik. A szeptin7 részleges lelitése nem befolyasolta a miogenin expresszios
valtozasait, itt is emelkedést tapasztaltunk. A regeneraci6 végére (14. nap) a miogenin mRNS
és fehérje szintje lecsokkent, és nem mutatott kiilonbséget akontroll és az injektalt labak kozott
a Cre— egerekben. Ellenben a Cre+ allatokban a miogenin fehérje szinten tovabbra is fokozott
expressziot mutatott, azonban a miogenin mRNS szntjében mar nem volt megfigyelhetd a

fokozott kifejezodés.
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21. éabra: A miogenin regeneracios marker szintje a regeneracio korai szakaszaban

megnovekedett. A zold szin a Cre— adatot jeloli, a piros szin pedig a Cret+ adatokat. A
zarGjelben 1vo szdmok a TA izommintdk szdmat jelzk. (A) Relativ miogenin  mMRNS

expresszio (a belsé kontrollként AP3DI1-re normalizalva) Cre— és Cre+ egerekbdl 4 nappal a
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BaCk mjekcié utan a kontroll (K) és az oltott (O) labak esetében. (B) Relativ miogenin fehérje
expresszid (belsé kontrollként a-aktininre normalizalva) Cre— és Cre+ egerekb6l 4 nappal az
mjekcid utan. (C) Western blot képek reprezentativ képei, amelyek a 4. napon a miogenin
fehérje expresszids valtozasait mutatjak. (D) Relativ miogenin mRNS expresszio Cre— és Cre+
egerekbdl 14 nappal az injekcid beadédsa utan. (E) Relativ miogenin fehérje expresszio Cre— €s
Cre+ egerekbdl 14 nappal az injekci6 beadasa utdn. (F) A western blot reprezentativ képei,
amelyek a 14. napon a miogenin fehérje expresszios valtozasait mutatjdk. A csillagok a

statisztikailag szignifikans kilsnbséget jelezik (* p<0,05, ** p<0,005, *** p<0,001).

6.12 A laminin expresszids valtozasa a regeneracié soran

Az izomregeneracio utolsdé IEpése az ECM tjraképzOdése, melynek soran szamos fehérje,
példaul a laminin, a proteoglkdanok ¢és a kollagén termelése zajlik. Ezen fehérjék
elengedhetetlenek az ujonnan képz6dott izomrostok megfelelé kornyezetének biztositisahoz és
szerkezeti tamogatasahoz. A laminin a membrana basalis aktiv és nélkiilo zhetetlen alapeleme,
mivel eldsegiti a differencialodast, részt vesz a migracioban ¢€s az adhézié folyamataban. A
regeneracio  zarolépésének nyomon kovetése érdekében mRNS és fehérje szinten laminin
kifejez6dést vizsgaltunk mindegyik vizsgalati csoportban 4 és 14 nappal a sérilés utan (22.
abra). Négy nappal a vazizom sériilése utdn kimutathato volt mind a laminin mRNS, mind a
fehérje mennyiségének fokozodasa a Cre— egerekben. Azonban a Cre+ egerek sériilt és nem
sérillt labai kozott nem volt kiilonbség sem az mMRNS-szintben, sem a fehérje expresszidjaban.
A regeneracid végére a laminin mRNS-novekedése lecsengett a Cre— egerekben. A laminin
fehérje western blot analizise megerésitette az MRNS-adatokat. Ellenben a Cre+ egerek sériilt
labaiban a laminin  MRNS-szintje ebben az id6pontban emelkedést mutatott, de a laminin

fehérje kifejezodése késést szenvedett, az mMRNS-szintli valtozasokat még nem kovette.
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22. dbra. Az ECM-remodelling eltér Cre+ és Cre— egerekben, ami megfigyelheté a laminin

expresszio-valtozasaban. A zold szin a Cre— adatot jeloli, a piros szin pedig a Cre+ adatokat.

A zarojelben 1vé szamok a TA zommintdk szamat jelzk. (A) Relativ laminin mRNS

expresszio (a belsé kontrollként AP3DI1-re normalizdlva) Cre— és Cre+ egerekbdl 4 nappal a



BaCk mjekcio utan a kontroll (K) és az oltott (O) labak esetében. (B) Relativ laminin fehérje
expresszid (belsé kontrollként a-aktininre normalizalva) Cre— és Cre+ egerekb6l 4 nappal az
mjekcid utan. (C) A western blot reprezentativ képei, amelyek a 4. napon a laminin protein
expresszios valtozasait mutatjak. (D) Relativ laminin mRNS expresszio Cre— és Cre+ egerekbdl
14 nappal az injekci6 beaddsa utdn. (E) Relativ laminin fehérje expresszio6 Cre— és Cre+
egerekbdl 14 nappal az injekcid beadasa utan. (F) A western-blot reprezentativ képei, amelyek
a 14. napon a laminin protein expresszios valtozasait mutatjak. A csillagok a statisztikailag
szignifikans kilonbséget jelezik (* p<0,05, *** p<0,001).

6.13 A szeptin7 leiitése késlelteti a regeneraciot, ami morfologiai
valtozasokat okoz

Adataink azt mutatjdk, hogy a szeptin7 hozzajarul az izomregeneracibhoz, mert a részleges
leiitése, igy aszeptin7 hidnya expresszids és kinetikai eltéréseket eredményezett a regeneraciot
kiséré molekularis folyamatokban. Az izomrostok esetén a kozpontilag elhelyezked6 magok a
szatellita sejt eredetli, uwjonnan differencialt mioblasztok sériilt izomrostokhoz torténd
mtegralodasat jelzk. Az utolsdé Iépésben a magok visszanyerik eredeti szarkolemmalis
helyiiket. A szeptin7 izomregenerdcioban betdltott szerepének tovabbi vizsgalatira morfologiai
elemzést is végeztink (23. abra). A gyulladasos sejtek szamat és a kozponti sejtmagokat
tartalmazd rostok szamat a sériilés utan 14 nappal HE-festett metszeteken vizsgaltuk. A
gyulladdsos leukocitdk altali invazid igazolasara fluoreszcens immunfestést végeztiink CDA45,
az altalanos leukocita antigén ellen. A BaClk injekcio a gyulladasos sejtek jelentds
felszaporodasa eredményezte mind a Cret+, mind a Cre— egerekben, melynek mértéke
szignifikdnsan magasabb volt a Cre+ egerekben, mint a Cre— egerekben. A kozponti
sejtmagokat tartalmazo izomrostok szama is jelentésen magasabb volt a Cre+ egerekben, mint
a Cre— egerekben. Kozpontilag elhelyezkedd sejtmagokat alig lehetett azonositani a nem

injektalt izmokban.
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23. abra: Kvantitativ szovettani analizis a regeneracio kinetikajanak vizsgalatara szeptin7-
KD egerekben. A z5ld szin a Cre— adatokat jeloli a piros szin pedig a Cre+ adatokat. A
zardjelben v szamok a TA izommintdk szamat jelzik. (A) Gyulladasos sejtek szama mm?-re
megadva Cre— és Cre+ egerekbdl szarmazd HE metszeteken 14 nappal a BaClz injekcio utan.
Vizsgalati csoportonként harom allatrol egyedenként tiz kép készilt. (B) A kozpontilag
clhelyezked6 magokkal rendelkez6 regeneralodd izomrostok szamat normalizaltuk az Osszes
izomrostra a 14 nappal az injekcid beadasa utan késztett felvételeken. A csillagok a

statisztikailag szignifikans kiilonbséget jeleznek (* p< 0,05, *** p< 0,001)
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7 Megbeszeles

Az eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a szeptin filamentumok a vazizomzat
citoszkeletonjanak szerves ¢és nékiilozhetetlen részeét képezik. Eddigi ismereteink alapjan mar
tudjuk, hogy kolcsonhatasba Iéphetnek a sejtvaz mas elemeivel, a sejtmembrannal és emellett
szamos jelatviteli utvonalban is részt vehetnek [29,125]. A kutatdcsoportunk a vazizomzatot
vizsgalva elészor mutatta ki a kiilonb6z0 szeptin izoformak jelenlétét és a szeptin7 fontossdgat
a vazizomzat megfeleld mikodésében, ezaltal tovabb bdvitve a szeptin rendszer elemeinek

sejtspecifikus hatasspektrumat.

7.1 Szeptin izoformak expresszidja a vazizomban

A szeptinek a citoszkeletalis rendszer negyedik alkotdelemei. Részt vehetnek a vazizomzat
felépitésében és a mikkodésében is fontos szerepet jatszhatnak. Egér és human vazizom
mintakban vizsgalt szeptin mRNS expresszios mintazatok alapjan kijelenthet6, hogy az egyes
homologiacsoportok (SEPT2, SEPT3, SEPT6 és SEPT7) legalabb egy tagja jelen van a
harantcsikolt vazizomban [34,35,38,126,127]. Ezek az eredmények az eddigi kutatasok altal
igazolt hexamerek, magasabb rendii oligomer szerkezetek jelenlétét feltételezik, bar a pontos
komplexképzodés megértéséhez tovabbi szerkezeti vizsgalatok szikségesek.

A szeptin7 az életkor elérehaladtaval csokkend expressziot mutatott mind a gyors, mind a lasst
kinetikaval rendelkezd vazizmokban. Ez arra utalhat, hogy az egyedfejlodés kezdeti
szakaszaban kifejezettebb a jelentdsége. Ezen megfigyelés Osszhangban 4ll a szeptin7 korabban
felismert, sejtosztodasban betoltott kiemelkedd szerepével. Az atény, hogy aszeptin7, szeptin9
vagy szeptinll gén mutacidja és kiilitése embrionalisan letalis, szintén a korai fejlédésben
betoltott alapvetd szerepiikre utal [128,129]. Tekintettel arra, hogy a szeptin7 az egyetlen tagja
a SEPT7 homologiai csoportnak, hianya feltételezhetéen nem potolhatd masik izoformaval az
oligomerekben, mert nincs masik hasonld szerkezetli szeptin izoforma. Kutatocsoportunk
korabban kimutatta, hogy a szeptin7 avazizomzat korai fejlédésében nélkiilozhetetlen és teljes
hidnya halalos. Ebben a kisérletsorozatban arra vilagitottunk ra, hogy mar a csokkent expresszio
is sulyosan roncsolja a vazizomrendszer fejlodését. Az egyedfejlddés soran bar lecsokkent a
szeptin7 expressziodja, de ez az alacsonyabb mennyisé¢g kritikusnak bizonyul szamos sejtélettani
folyamat szempontjabol. Vizsgalataink soran a kondicionalis szeptin7 KD (Cre+) egerek esetén
megfigyelt megvaltozott fenotipus és a csokkent izomeré is megerGsitette a szeptin7

fontossagarol felallitott tedriat.
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A szeptinek és mas citoszkeletalis fehérjék kozotti kapcsolat kiemelkedd szerepet jatszik a
mechanikai ingerek érzékelésében és kozvetitésében. Kimutattak, hogy a szeptinek egylitt
jelennek  meg az aktin filamentumokkal a fokalis adhéziés komplexekben és a
stresszfilamentumokban. A szeptinek tovabba részt vesznek a mechano-transzdukcioban
azaltal, hogy elésegitik a kontraktilis aktin-miozin kapcsolat kialakulasat emlés hamsejtekben

és egér szivizomsejtekben [130].

7.2 A szeptinek szerepe a mitokondrialis dinamikaban

Eredményeink arra utalnak, hogy a szeptinek szerepet jatszanak az egerek vazizomzatanak
mitokondridlis dinamikdjaban, mivel a mitokondridlis vizsgalatok sordan az EM képeken az
egyedi mitokondriumokbol szarmaztatott teriilet és keriilet adatok eltértek a kontroll és az
indukalt szeptin7-KD allatok mintaiban. Tovabba a szeptn7 hidnyos rostokban Kiterjedt
mitokondrialis halézatokat talaltunk. Azonban a mitokondrialis DNS-tartalom csokkent a
nagyobb mitokondriumok ellenére IS, ami a Cret+ egerek mitokondridlis funkcidjanak
karosodasara utal [131]. A citoszkeletonrol kimutattak, hogy megvaltoztatja a mitokondriumok
mozgasat ¢és eloszlasat az erdsen polaros sejtekben, és szerepet jatszk a mitokondrialis
dinamikaban is [132]. A szeptin fehérjék hianyaban a sejtekben megnyalt mitokondriumok
jelentek meg, ami a csokkent mitokondrialis osztodas, vagyis a sériit mitokondriumhasadas
folyamata miatt alakult ki, és nem a hibas mitokondrialis fizi6 miatt [133]. Kimutattak, hogy a
szeptin2 hianya befolyasolja a mitokondrialis morfologiat Hela sejtekben [133]. Ezt a képet
tovabb arnyalja a szeptin7 altalunk kimutatott, a mitokondriumokra kifejtett vazizomspecifikus
hatasa. Mar ismert, hogy a mitokondriumok miik6déséhez hozzajarulnak a korilottik 1évo
strukturalis funkcidval biré szeptinketrec szerkezetek is [132]. Vizsgalatok soran igazoltak,
hogy a szeptin expresszibjanak modositasa befolyasolja a Tetrahymena thermophila
mitokondrialis morfologiajat is [134]. Ez arra utal, hogy a szeptinek felelések a mitokondrialis
stabilitas fenntartasaért csillos baktériumokban és protozoakban. Mindezek a szeptinek

mitokondrialis dinamikaban betdltott evolicidsan konzervalt szerepét korvonalazzak.

7.3 A szeptin7 szerepe a vdzizomzat regeneraciojaban

Az rodalmi adatok alapjan tudjuk, hogy a szeptinek a szatellitsejtek aktivacidjaban is szerepet
jatszanak, igy az izomregeneracioban is fontos funkcioval rendelkezhetnek [72]. A kisérleteink

soran azt talaltuk, hogy a szeptin7 expresszidja megndvekszik a BaClz injekcio altal kivaltott
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enyhe izomkarosodast kovetkeztében. Az injekcid indukalta gyulladast és az azt kovetd
regeneracio megjelenését és mértékét a Pax7 poztiv szatellitsejtek jelenlétének kimutatasaval
kovettik, €s egyértelmii Osszefliggést taldltunk a kétmolekula expresszids mintdzatanak iddbeli
lefolyasaban. Ezen megfigyelésiink Gsszhangban volt a Pax7-re vonatkozd korabbi
eredményekkel [81,135]. A sériilés utan atlagosan 4 nappal a legintenzivebb a miogén
regeneracio, igy mind a Pax7, mind a szeptin7 expresszidjanak a ndvekedése ebben a fazisban
volt a legnagyobb. 14 nappal a nekrozis kivaltdsat kovetden a regenerativ folyamatok
Iényegében teljesen befejezodtek, és a két molekula expresszidja visszatért az alapszintre.
Mivel a Pax7 transzkripcids faktor megjelenése, valamint a rostban kozpontilag elhelyezkedo
magok az izomregeneracio elfogadott markerei, arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
szeptin7 fokozott expresszioja is Osszefliggésben lehet az izomregeneracio folymataval
[136,137]. Bar ezek az eredmények bizonyitottak a szeptin filamentumok jelentéségét az
izomsériilést kovetd regeneraciés Iépésekben, pontos szerepiik tisztdzdsahoz tovabbi
kisérletekre volt sziikség.

A szeptin7 izomregeneracidban betoltott feladatanak vizsgalatira az altalunk Ilétrehozott
kondicionalis KD egértorzset hasznaltuk fel. A szeptin7 szintjének 40 %-0s csokkenése a mar
emlitett gerincdeformitas és izomerd-csokkenés mellett rontotta a gyogyulas képességet is, ami
jelentdsen befolyasolta a regenerativ folyamatok dinamikajat.

A konfokalis felvételeken lathatd eltérések, vagyls a gyulladast kovetéen a szeptin7
expressziojaban bekovetkezé fokozodas megmutatkozott a fehérje és az MRNS szintek
valtozasaban is. Az injekcid hatasara mindkét allattorzsben (Cre— és Cret) nétt a szeptin7
MRNS mennyisége, ezek a valtozasok azonban kifejezettebbek voltak a Cre+ egerekben. Az
mRNS szinten ez az emelkedés a Cre+ allatban mar a 4. napon szignifikdns volt, mig fehérje
szinten ez csak a 14. napon volt detektalhatd. Ahogy az varhaté volt, a Cre+ allat kontroll
lababan az mRNS mennyisége abszolit értékben is szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a
Cre— allatban. A regeneracid beindulasa utan a Cret egerekben gyorsan megemelkedett a
szeptin7 mMRNS szintje, ami a regeneraciohoz sziikkséges megndvekedett szeptin7 mennyis é gét
kivanta biztositani, azonban a fechérje mennyiségének ndvekedése csak néhany napos késéssel
kovetkezett be. Ebben a folyamatban a gyulladas egy talkompenzalt szeptin7-termelést
okozhatott, ami az addigi hianyt is megprobalta kompenzalni. Feltételezhet, hogy a szeptin7
MRNS-ének ilyen nagymértékii megemelkedése sziikkséges, ami hangsulyozza a folyamatban
betoltott szerepét. Azt is valdszintisithetjiik, hogy egy adott szeptin7 mennyiség elengedhetetlen
aregeneracios folyamat lefolyasahoz, és ha arostok csak lassan képesek ezt megtermelni, akkor
a folyamat dinamikaja eltolodik.
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A Pax7 mint 3 szatellita aktivacios transzkripcids faktor nélkiilozhetetlen a regeneracios fazis
elinditisaban. FErdekes modon a Pax7 esetén a két csoport kozott nem volt szignifikans
kiilonbség sem a fehérje, sem az mRNS szintben. Ez arra utalhat, hogy a Cre— és a Cre+ egerek
regeneracios képessége kezdetben hasonlo, hiszen a szatellitsejtek altal kifejezett és az
izomregeneracidhoz sziikséges Pax7 szinte azonos szinteket ért el. Tovabba azis hozzajarulhat
ehhez, hogy a Cre rekombinaz gént a vazizomspecifikus alfa-aktin promoter vezérelte, ami csak
differencialt rostokban aktiv. Ebb6l adodoan a szeptin7 expresszidja csak a vazizomrostokban
csokkent, a szatellita sejteket nem befolyasolta, mivel a Pax7-pozitiv szatellitsejtek mas tipusu
aktint expresszalnak. A sériilés minden esetben kivaltotta a Pax7 szintjének emelkedését,
jelezve a regeneracios kaszkad kezdetét.

Egy masik transzkripcios faktor, a miogenin szintjét is megvizsgaltuk a Cre- és Cre+ allatokban.
A miogenin az izom eredetii éretlen sejtek terminalis differencialodasaban vesz részt, az ehhez
szilkséges fehérjék atirasat iranyitja. A nem oltott mintdkban nem lattunk kiilonbséget a Cre+
¢és a Cre— allatok ko6zott sem mRNS, sem fehérje szinten. Azonban a BaCk injekcid altal
kivaltott megndvekedett miogenin-fehérjeexpresszid a Cre+ allatokban még a 14. napon is
fennallt, ami valtozast okozott a regeneracid6 dinamikajaban és egy elhuzodo
izomrostképzodésre enged kovetkeztetni. Cre— egerekben a korabbi magas MRNS expresszid
a 14. napon mar nem volt egyértelmiien kimutathatd. Ez arra utalhat, hogy a szeptin7 a
folyamatok kés6bbi lépéseiben jatszhat inkabb szerepet. A jelatviteli folyamatok elindulnak, de
a folyamat lassulisa miatt nem kapcsolnak ki a fiziologias esetben tapasztalt idétartam
elteltével.

Ez nem az egyetlen arra utald jel, hogy a szeptin7 leiitése az izomgyogyulas dinamikajaban
negativ hatdst valt ki.

A laminin egy ECM molekula, amely a Cre— egerek esetén jelentésen felszaporodott 4 nappal
a sérilés utan, mig a szeptin7 részleges lelitése a Cre+ egyedekben akadalyozta a laminin
megfeleld idében torténd kifejez6dését. A Cre+ egerek esetén a laminin mRNS ndvekedése
csak a 14 napos mintakban kezd6dott el. A fehérje mennyiségének novekedése feltehetéen a
14. utan kovetkezett be, ami jelentds késés a Cre— allatokhoz képest. A laminin expresszidjanak
ez a mértékli eltolodasa a szeptin7 hianyaban kialakuld modosult citoszkeletonnak koszonhetd.
A stabil, érett sejtvaz nélkill az ECM szintézise nem indokolt, hiszen a szeptin hidnyaban még
ki nem ¢épiit vagy nem funkcioképes hemidezmoszomak nem tudnak az ECM elemeihez,
példaul a lamininhez kapcsolodni [25,138].

A regeneracios folyamat dinamikai valtozasait a 24. abra szemlélteti Ez a kombinalt

hipotetikus  Osszefoglald abra egyesiti a szakirodalomban fellelhetd korabbi adatokat a
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kisérleteinkben megfigyelt eredményeinken alapuld elképzelésiinkkel. Kisérleteink alapjan ugy
gondoljuk, hogy a csokkent Szeptin7 expresszid jelentdsen meghosszabbitja a regeneracid
fazisait. A kisérletes rendszeriinkben a Cre-lox rendszer indukatoraként alkalmazott Tamoxifen
onmagaban kis mértékben lassitotta a regeneracid folyamatat, Osztrogénanaldég természete ¢&s
hatdsa miatt. Kisérleteinkben ezért az sszehasonlitds mindig a Cre— és Cre+ egyedek kozott
tortént. Az egyedek kozott az indukalt gyulladasra adott valaszreakcid nagyfoku diverzitast

mutatott, ezért a regeneracios szakaszok valtozd mértékben lassulhattak le.
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24. abra: A szeptin7 hianyaban megnyilt regeneracio kinetikaja. A szeptin7 adott
mennyiségének elérése feltétlen sziikséges az egyes regenerativ fazisok lefolydsdhoz ¢és
lezarasdhoz. Szeptin7 hidnyaban akadalyozott aszervezet az izomsériilés kijavitisaban. Az abra

a BioRender.com felhasznalasaval késziilt.
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Osszegezve tapasztalatainkat megallapithatd, hogy a szeptin7 mennyiségének ndvekedése
minden allattorzsben megfigyelhetd volt, habar valtozd6 mértékben. Ez arra utal, hogy a fehérje
elengedhetetlen a regeneraciohoz. Ugyanakkor arra is kovetkeztethetiink, hogy a szeptin7
transzkripcidja ugyan lassabb a Cre+ allatokban, de hosszabb id¢ alatt mégis elérte a Cre-
allatok expresszidos mennyiségét, ezzel is azt a feltevést erdsitve, hogy adott mennyisé gii
szeptin7 nékiilozhetetlen az izomgyogyulas lezajlasahoz. Ezek alapjan ugy gondoljuk, hogy az
izomrostok terminalis differencidlodasa nem megy végbe a Szeptin7 hianyaban. Ezt tikrozi a
hosszan fennallo emelkedett miogenin szint is, ami annak tulajdonithatd, hogy az alacsony
szeptin7 szint mellett a kivant differencialtsagi fok nem érhetd el. A Cret+ allatokban a laminin
fehérje késleltetett expresszidja szintén Osszhangban van ezzel a képpel, igazolva a szeptin7
jelentdségét €s hatasat a regeneracio késobbi lépéseire.

Az expresszios vizsgalatok mellett a regeneraciot kisérd morfologiai valtozasokat is elemeztiik.
A gyulladasos sejtek szdma a sériillés kovetkeztében, a kialakuld steril gyulladds miatt
mindegyik mintaban megnovekedett. Kontroll koriilmények kozott a gyulladas lezajlasa utan a
fehérvérsejtek szama lecsokkent. Itt megjegyeznénk, hogy a kimutatott immunsejtek, fOleg a
makrofagok nemcsak a sériilt szovetek eltavolitasaban, de aregeneracio indukalasaban is fontos
szerepet jatszanak. A Cret+ egyedekben a leukocitabesziirddés mértéke szignifikdnsan
magasabb volt még a 14. napon is, ami azt jelzi, hogy a szeptin7 hianya késleltette a gyogyulast.
Az immunsejt infiltraci6 mellett a rostban kozpontilag elhelyezkedé magok szama is
alatdmasztotta elképzeléseinket. Az izomregeneracid jellemzd indikdtora a sejtmagok ilyen
lokalizaci6ja, mert ezek a gyogyulashoz és differencialodashoz szikséges nagymennyisé gii
fehérjeszintézist  jelzk. A kozponti magokat tartalmazo  izomrostok szama  szintén
szignifikansan magasabb a Cre+ egerekben, mint a Cre— egerekben, ami tovabb hangstlyozza

aregeneracid kinetikdjanak elnytlasat és a szeptin7 szerepét az izomgydgyulasban.
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8 Osszefoglalas

A szeptin7 citoszkeletalis fehérjével végzett vizsgilatok sordn a genetikailag moddositott
egereken megfigyelt izomer6-csokkenés ¢és gerincdeformitas a fehérje vazizomban betoltott
jelentds szerepére utal. Ez ahatds kettds természetll. A szeptin rendszer strukturalis feladatdnak
elégtelensége mellett a mitokondrialis funkcid is sériilt. Az egyes mitokondriumok szerkezeti
modosulasa és az Osszefliggd mitokondridlis haldozatok kialakulasa arra utalhatnak, hogy a
szeptinrendszer ¢és a mitokondrialis osztodas, valamint hasitas folyamata szoros kapcsolatban
all. Ezek a morfologiai valtozdsok hozzajarulhattak a rostszerkezet tovabbi atrendezddéséhez
¢s a mitokondrialis funkci6 romlasdhoz. A szeptin7 kifejez0dése korfliggést mutatott, melyben
a fiatal egyedekben a szeptin7 emelkedett expresszioja a sejtosztodasban jatszott fontos
szerepének tulajdonithato. A kor elérehaladtadval expresszidja csokken, feladata mkabb a
membranszervezodésben, a differencialodasban, a sejt-sejt kozotti kapesolatok létrehozasaban
¢s a belsd struktira kialakitasdban nyilvinul meg. Ezen folyamatok mindegyike jelentds
szereppel bir a regeneracid folyamataban, ennek kdszonhetéen a szeptin7 hianya tobb ponton
is akadalyozhatja az izomgyogyulast. A kisérleteink soran igazoltuk, hogy a szeptin7 hianyanak
kovetkeztében az izomgyogyulas markerei megvaltozott expressziot mutattak, ami arra utalhat,

hogy a regeneraci6 fazisai lelassultak és elhtizodott a gyogyulas.

Megemlitendd, hogy a szeptin7 hatasa nem feltétleniil kozvetlen az emlitett folyamatokban.
Szamos tanulmdny ramutatott az aktin vaz szerepére is, valamint a mikrotubulusok
dinamikdjanak jelentoségét is kiemelték az izomrostok képzddésben. Tovabba azt is igazoltak,
hogy a citoszkeleton tagjainak kolcsonhatasai jelentdsen befolyasoljdk egymast. Ezen
tilmenéen nem csak a citoszkeleton tagjai, hanem egyéb jelatviteli fehérjék is képezhetnek

komplexet a szeptin7 fehérjével

A szeptin7 szerepének pontosabb megértése ¢és interakcidos partnereinek feltdrasa eldsegitheti
az izomregeneracid ¢s az izomerd generdlds folyamatanak teljesebb feltérképezését. Az igy
szerzett ismeretek hozzijarulhatnak az izomsorvadasos betegségek, illetve az id6skori
izomgyengeség elleni terapiak kidolgozasahoz, valamint a mikrograviticioban bekovetkezo

izomleépiilés megeldozéséhez, igy javitva az érintett paciensek életmindségét.

76



9 Summary

Studies with the cytoskeletal protein septin7 in genetically modified mice have shown a
reduction in muscle strength and aspinal deformity, suggesting a significant role for this protein
in skeletal muscle. This effect is dual in nature. Due to structural defect loss of function could
be observed in the septin system, and mitochondrial function is impaired as well. The structural
modification of individual mitochondria and the formation of interconnected mitochondrial
networks may suggest that the septin system and the process of mitochondrial fission and
division are closely related. These morphological changes may have contributed to further
rearrangements of the fibre structure and to the impairment of mitochondrial function. The
expression of septin7 showed an age-dependence, with elevated expression of septin7 in young
individuals, which could be attributed to its important role in cell division. With age, its
expression decreases and its function is more focused in membrane organization,
differentiation, cell-cell contacts and internal structure formation. Each of these processes plays
a major role in the regeneration process, and as a result, the lack of septin7 can interfere with
muscle recovery at several points. In our experiments, we demonstrated that the lack of septin7
resulted in altered expression of markers of muscle healing, which may indicate that the phases
of regeneration are slowed down and recovery is delayed.

It should be noted that the effect of septin7 is not necessarily direct in these processes. Several
studies have also highlighted the role of the actin scaffold and the importance of microtubule
dynamics in muscle fibre formation. Furthermore, it has been shown that the interactions of
cytoskeleton members have a significant influence on each other. Moreover, not only
cytoskeleton members but also other signalling proteins may form complexes with the septin7
protein.

A more precise understanding of the role of septin7 and the exploration of its interaction
partners may help to more fully map the process of muscle regeneration and muscle force
generation. This knowledge could contribute to the development of therapies for muscular
atrophy and age-related muscle weakness, as well as to the prevention of muscle atrophy in

microgravity, thus improving the quality of life of the patients concerned.
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10 Uj eredmények

1.

Kutatdsaink  soran  els6ként igazoltuk a szeptin7  fehérje  expresszidjat
vazizommintakban.

Kimutattuk, hogy a szeptn7 hidnya esetén a vazizomzat nem képes megfeleld
kontrakcios er6 Kialakitasara.

lgazoltuk, hogy szeptin7 hianyaban modosul a mitokondridlis halozat az
izomrostokban.

Kimutattuk, hogy a szeptin7 szerepet jatszik a regeneraci6 folyamatdban.

Igazoltuk, hogy szeptin7 hidnyaban a regeneracid lelassul, és a gyogyulas elhiuzodik.
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Tovibba halaval tartozom Dr. Csernoch Laszd Professzor Urnak, aki megteremtette a
lehetséget, hogy az Elettani Intézetben kutathassak. Valamint mindig segitett abban, hogy a
felmeriild tudomanyos kérdéseket kritkusan vizsgaljam.

Koszonettel tartozom az Elettani Intézet Intracellularis Kalciumhomeosztazis Munkacsoport
valamennyi tagjanak, akik a képzésem alatt allanddo gyakorlati tanacsaikkal, segitségiikkel
hozzajarultak a gyakorlati és elméleti tudasom folyamatos fejlesztéséhez. Koszonom a jelenle gi
¢és volt PhD hallgatonak, hogy barati kornyezetet teremtettek és ezzel nagyban segitették a
munkamat.

Szeretném megkdszonni Edesanyamnak, Edesapamnak és Testvéremnek, hogy nem csak a PhD
tanulmanyaim alatt, de az ide vezetd hosszi uton is mindig segitséget nyujtottak a felmeriild

akadalyok megoldasaban. Koszoném, hogy szamithatok ratok.

A kutatds elkészitését a GINOP-2.3.2-15-2016-00044, ,,A gydgyszerkutatds uUjabb irdnyai:
peptid-fehérje kolcsonhatasok a magasabb rendii fehérjeszervezodések szabalyozasaban” cimi
projekt tamogatta.

A projekt az Eurépai Uni6 tdmogatdsdval, az Eurdpai Regiondlis Fejlesztési Alap
tarsfinanszirozasaval valosult meg ¢és TKP2020-NKA-04 - Jarmiipar, Inzulinrezisztencia,
Urkutatas (DE-SPACE) tamogatta.

A kutatast az EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00009 cimii projekt timogatta, amely az Eurdépai
Unié tdmogatasaval, az Eurdpai Szocidlis Alap tarsfinanszirozasaval valosult meg.

A kutatast a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacios Hivatal NKFI OTKA K 137600
tamogatta. A TKP2021-EGA-18 (a TKP2021-EGA tamogatasi program keretében) palyazat
hozzijarult a kisérletek elvégzéséhez. Az Eotvos Lorand Kutatasi Halozat (ELKH, DE
Sejtélettani Munkacsoport).

PhD képzésem soran az,Uj Nemzeti Kivalosag Program” cimii, UNKP-23-4-1-DE-333 szamu,
MECENATURA (MEC 21) cimii, MEC_R 21 szamii és a ,Nemzet Fiatal Tehetségeiért
Osztondfi” cimii, NTP-NFTO-21-B-0225 szami palydzat tdmogatta a kutatisomat.
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15 Fiiggelek

A disszertaciomhoz felhasznalt eLife cikk ,,Septin7 is indispensable for proper skeletal muscle
architecture and function” elkészitése soran a hozzijarultam a cikkben szerepld vazizmokon
elvégzett kisérletek tervezéséhez, modszertandnak bedllitdsahoz, ezek végrehajtasahoz,
valamint az adatelemzéshez és az eredmények kiértékeléséhez, tovabba részt vettem a kézirat

megirasaban, a témamat érintd részek kidolgozasaban.

A disszertaciomhoz felhasznalt 1JMS cikk ,,Reduced Expression of Septin7 Hinders Skeletal
Muscle Regeneration” esetében a kisérletek tervezése, modszertana, azok végrehajtasa,
valamint az adatelemzés és kiértékelés volt a hozzajarulasom. Tovabba, részt vettem az abrak

tervezésében ¢€s szerkesztésében, az eredeti kézirat megirasaban ¢és késobbi attekintésében.
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