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1 Roviditések jegyzéke

Rovidités
ADP Adenozin-difoszfat
Arp2/3 Actin Related Protein 2/3 complex (Aktin kapcsolt fehérje 2/3 komplex)
ATCC American Type Culture Collection - (Amerikai tipust Sejtkultira Kollekcio)
ATP Adenozin-trifoszfat
BAI 1/3 Brain-specific angiogenesis inhibitor 1/3 (Agy-specifikus angiogenezis inhibitor)
bHLH basic-Helix-loop-Helix
Borg5 Binder of Rho GTPases 5 (5-6s Rho GTPaz kot6 fehérje)
CAM Cell Adhesion Molecule (Sejtadhézios molekula)
Cas9 CRISPR-associated protein 9 (CRISPR-asszocialt fehérje 9)
CcC Coiled Coil
cDNS komplementer DNS
CK Kreatin-kinaz
CKIP-1 Casein kinase 2-interacting protein-1 (Kazein kinaz-2 kdlcsonhato fehérje-1)
CRISPR Clustered regularly interspaced short palindromic repeats (halmozottan eléfordulo,
szabdlyos kozokkel elvalasztott palindromikus ismétlddések)
Ctrl Kontroll C2C12 sejtvonal
DAPI 4' 6-diamidino-2-fenilindol
Diff Differencialt minta
dl1, d3,ds A differencialodasi kisérlet adott napja (1,3,5)
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
DNS Dezoxiribonukleinsav
DOCK1 Dedicator of cytokinesis protein 1
Dock180 Dedicator of cytokinesis protein 1 (Dock1)
Drpl Dynamin-related protein 1 (Dynamin kapcsolt fehérje 1)
EC Endothélsejt
ECFP Enhanced cyan fluorescent protein (Fokozott cian fluoreszcens fehérje)
ECM Extracellularis Matrix
EGTA etilén-glikol-bis(B-aminoetil-éter)-N,N,N’,N'-tetraecetsav)
ELMO Engulfment and Cell Motility fehérje
ER Endoplazmatikus Retikulum
ERBB2 errb-b2 receptor tyrosine kinase 2
ERK3 Extracellular signal-regulated kinase 3
FACS Fluorescence-activated cell sorting (Fluoreszcencia-aktivalt sejtvalogatas)
FBS Fetal Bovine Serum (szarvasmarha magzati szérum)
FCF Forklérfenuron
FITC fluoreszcein-izotiocianat
GDP Guanozin-difoszfat
GFP Green fluorescent protein (zold fluoreszcens fehérje)




GRAF1 GTPase-activating protein for Rho family proteins (GTPaz-aktivalé fehérje a Rho
csalad fehérjéi szdmara)
GTP Guanozin-trifoszfat
HCC Hepatocellularis carcinoma
HDR Homology-directed repair (Homologia iranyitott javitas)
HER2 Human epidermalis novekedési faktor receptor 2-es tipusa
HRP Horseradish peroxidase (tormaperoxidaz)
HS Horse Serum (L6szérum)
HUVEC Human Umbilical Vein Endothelial Cells (Human kdldokvénas endothélsejtek)
IGF-1 inzulinszer(i novekedési faktor-1
Jamb Junctional adhesion molecule B (Junkcios adhézidés molekula B)
Jamc Junctional adhesion molecule C (Junkcids adhézios molekula C)
JINK c-Jun N-terminalis kindz
KO Knock Out (génkiiitott)
LDH Laktat-dehidrogenaz
LSDI Lizin-specifikus demetilaz 1A
MAPK Mitogén-aktivalt protein kinaz
MCEC Egér sziv endothelidlis sejtek
MMP Matrix metalloproteindz
MRF Myogenic regulatory factor (miogén szabalyoz6 faktor)
Mrf4 Myogenic regulatory factor 4 (miogén szabalyozo faktor 4)
mRNS messenger RNS (hirvivd RNS)
MSC Mezenchimalis dssejtek
MYF5 Myogenic Factor 5 (Miogén Faktor 5)
MYH Miozin izoformak
MYH3 Miozin nehézlanc 3
MYH7 Miozin nehézlanc 7
MyoD mioblaszt determinacids fehérje 1
ND nem differencialt minta
N-WASP Neuralis Wiskott-Aldrich szindroma fehérje
NCBI National Center for Biotechnology Information (Nemzeti Biotechnologiai
Informécios Kozpont)
NIH National Institutes of Health (Nemzeti Egészségiigyi Intézet)
NSCLC Non-small-cell lung cancer (Nem kissejtes tiidorak)
ORAI Calcium release-activated calcium channel protein 1 (Kalcium-felszabadulas-
aktivalt kalciumcsatorna fehérje 1)
pl proliferal6 allapota C2C12
Pax3 Paired box gén 3
Pax7 Paired box gén 7
PB1 Polibazisos régiod
PBS Foszfat-pufferelt sooldat
PBST PBS+1V/V% Tween-20
PDB kod Protein Data Bank kod (Fehérje Szerkezeti Adatbazis)




PCR Polimeréaz-lancreakcio
PFA Paraformaldehid
PS Foszfatidil-szerin
PTC Papillaris thyroid carcinoma
RFP Red fluorescent Protein (Piros fluoreszcens fehérje)
RNS Ribonukleinsav
RT Reverz transzkriptaz
S7-KD Szeptin7 géncsendesitett C2C12 sejtvonal
SC Szatellita sejt
shRNS short hairpin RNS (r6vid hajtli RNS)
Scr Kevert Szeptin7 szekvencidval csendesitett C2C12 sejtvonal
SDS Natrium-dodecil-szulfat
SDS-PAGE | Natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gél elektroforézis
SEM Standard Error of the Mean (Az étlag standard hibaja)
SOCE Store-operated calcium entry (Raktar altal vezérelt Ca®* belépés)
SR Szarkoplazmatikus Retikulum
SRF Serum Response Factor (Szérum valasz faktor)
STIM1 Stromal Interaction molecule 1 (Stromalis Interakciés Molekula 1)
SUE Septin Unique element (Szeptin egyedi egység)
TCGA The Cancer Genome Atlas (A daganatos sejtek genom atlasza)
Tris Tris-(hidroximetil)-aminometan
TRITC Tetrametilrodamin-izotiocianat




2 Bevezetés

A XXI. szazad egyik legnagyobb kihivéasa az egészség megorzése, az egészségben eltoltott évek
szamanak novelése. A vazizom fejlédésével kapcsolatosan szamos génnek ¢és az altaluk kodolt
fehérjének a szerepét sikeriilt mar kimutatni, de még a mai napig vannak feltarando teriiletek a
témakorben. A vazizomsériilések soran a gyors regeneracionak kiemelt egészségiigyi, szocialis
¢s gazdasagi szerepe van. A legtdbb 1) gyogyszer engedélyezésekor a mellékhatasprofilban
mindig fel kell tiintetni a vazizmot érintd mellékhatasokat, mivel komoly farmakovigilanciai
kockazattal birnak. Barmilyen 0j informécié a vazizommal kapcsolatban egy lehetséges
terapids irany lehet az emberek életének jobba tételében. A citoszkeletalis rendszert a XX.
szazad végére mar leirtak és jellemezték, igy az aktin, intermedier filamentumok vagy a
mikrotubulusok szerepe viszonylag jol ismert. Az elmult 50 év kutatdsai ugyanakkor
ravilagitottak a tényre, hogy egy masik nagy fehérjeszervezddés, a szeptinek csoportja is
kiemelkedd szereppel bir a citoszkeleton felépitésében és szabalyozdsadban. Szerepiiket mar
szamos fiziologias és patologids folyamatban leirtak, ugyanakkor tobb sejttipusban, tobbek
kozott a vazizmokban sem vizsgaltdk még Oket. A szeptinek egymassal valtozatos mddon
képesek kolcsonhatdsokat 1étrehozni, ezzel olyan hetero-oligomereket és makromolekularis
komplexeket képezve, melyek a sejtosztodas, differencidlodas, migracid, immunvalaszok és
attétképzodések folyamataiban szerepet jatszhatnak. Szerkezeti hasonlésaguk alapjan négy
csoportba soroltak a szeptineket, melyek koziil a Szeptin7 egyediili a csoportjaban és eddigi
kutatasi eredmények alapjan a hetero-oligomerek felépitésében kiemelt szereppel bir. Mivel a
kiilonbozd szeptinek expresszidjanak megvaltozdsat mar szamos betegségben igazoltak, igy
jogosan tartjak 6ket potencialis gyogyszercélpontnak, legyen sz6 daganatok vagy idegrendszeri
betegségek terapiajarol. Kutatasaink soran egy olyan, eziddig ismeretlen teriiletet vizsgaltunk,
ahol a szeptinek, részletesebben pedig a Szeptin7 szerepét térképeztiik fel vazizomban.
Munkacsoportunk elészor irta le szerepliket in vitro €és in vivo, mely a vazizomfejlédés és
regeneracid folyamatainak megértésében 01 irdnyt ad a tudomany szamaéra. Jelen dolgozatban
az in vitro eredmények keriilnek bemutatdsra, melyek C2C12 sejteken végzett kisérletek

adataibodl szarmaznak.



3 Irodalmi attekintés

3.1 A vazizom

3.1.1 Avazizom altaldnos bemutatasa

A vazizom az emberi szervezet legnagyobb szerve, mely testiink tdmegének kozel 40%-at teszi
ki. A kozponti idegrendszer altal beidegzett, részben akaratlagosan, részben reflexesen
mikddtetett, harantcsikolattal rendelkezd izmokat nevezziik vazizomnak [1]. A vazizmok nagy
része a csontvazhoz régziil és egy vagy tobb iziiletet hidal at, melyek elsédleges funkcidja a
csontvaz elemeinek megfeleld helyzetben torténd rogzitése, illetve a hely- és helyzetvaltoztatd
mozgasok kivitelezése. A harantcsikolt rekeszizom kiemelt jelentségli tovabba a 1égzés
folyamataban is. Ugyanakkor az emberi testben szdmos helyen talalhat6 olyan vazizomcsoport,
ami nem rdgziil csontvazhoz. Ilyen példaul a tdpcsatorna és a vizeletelvalasztd rendszer
nyilasainal talalhato kiilonb6zd zardizmok vagy az arc mimikai izmai [1,2].

A vazizom tomege fizikai munkaval ndvekedhet, idoskorban, mozgasszegény életmodban és
betegségek soran viszont jelentés mértékben csokkenhet. Az élettani funkciok ellatdsdhoz
szlikséges energiat biokémiai Uton nyeri, amit a vazizom preciz szabalyozéassal mechanikai
munkava alakit at [3]. Az izomdsszehuzddas kozvetlen energiaforrdsa az ATP bomlasa, mely
folyamat sordn keletkez6 ADP molekulat a kreatin-foszfat folyamatosan refoszforilalja, igy
tudja viszonylag allando értéken tartani az ATP szintet a vazizomban. Az el6bb emlitett reakcid
meg is fordulhat, az oxidacios és glikolitikus folyamatok soran az ATP ¢és kreatin reakcigjaban
ADP ¢és kreatin-foszfat képzoédik. Egy aktiv, mikdodd vazizom hét termel, igy nagyban
hozzajarul a meleg vérii szervezetek héhaztartdsdhoz is. Az emldsok vazizomrostjai kiilonbdzo
tipusuak, az adott izomban vald eléfordulasi ardnyuk alapjan fehér (glikolitikus) és vords

(oxidativ) izomtipusokrol beszélhetiink [2].

3.1.2 Avazizom felépitése

A vazizom kotegekbe rendezett izomrostokbol épiil fel, melyet kdtdszoveti réteg vesz koriil. A
vazizomrostok mérete kiilonbozd, atmérdjiik 10 és 80 um kozott valtozhat, hosszuk viszont
né¢hany mm-t6l akdr 25 cm-ig is terjedhet. A harantcsikolt tobbmagvu izomrostok alkotjak a
vazizom cellularis és funkcionalis egységeit [3]. Ezek az ellapult, el nem é4gazo, hosszi

oriassejtek az izomrost hosszatol fliggden akéar tobb szdz magot is tartalmazhatnak a



sejtmembranjuk alatt [4]. Az izomsejtek plazmamembranjat szarkolemmanak nevezziik, mely
felépitése részben hasonlit més ingerlékeny sejtek membranjahoz [3]. Igy tartalmaznak ligand-
¢s fesziiltség-vezérelt ioncsatornakat, mint példaul a gyors Na*-csatornakat vagy a kés6i K*-
csatornakat. A szarkolemman beliil helyezkedik el a szarkoplazma és a miofibrillumok. Ez
utébbiak az izom hossztengelyével parhuzamosan futd kontraktilis elemek, melyeket a
szarkoplazmatikus retikulum (SR) vesz koriil, ami a vazizom Ca?" raktaraként funkcional. A
miofibrillumok szerkezetét a parhuzamosan elhelyezkedd vékony és vastag miofilamentumok
(aktin- és miozinmolekuldk), tovabba az ezekre merdlegesen és veliik parhuzamosan htzo6do
tartoelemek és a hozzajuk csatlakozo fehérjék adjak [3].

A szarkomerek a miofibrillumokon beliili alapegységek, melyek az izomrost hosszédban sorban
helyezkednek el. A hardntcsikolatot a szarkomeren beliil talalhato vastag és vékony
filamentumok strukturalis rendezettsége alakitja ki. A szarkomereket egymastol a Z-lemez
vélasztja el, ami a-aktinint tartalmaz. Ez segiti a vékony miofilamentumok lehorgonyzasat,
melynek 6 eleme az aktin. Ezekkel részben atfedve helyezkednek el a vastag filamentumok,
melyeket a miozin lancok alkotnak. Izom-kontrakcié esetén a szarkomer megrovidiil, igy a Z-

lemezek egyméshoz kozelebb keriilnek [3]. A fenti leirdst az 1. dbra szemlélteti.
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1. abra: A human vazizom sematikus felépitése. A szarkomereket, melyek a miofibrillumokon beliili
alapegységek, a Z-lemezek valasztjak el egymastol. Kontrakcio soran a szarkomer megrovidiil, igy a Z-
lemezek kozelebb keriilnek egymdshoz. A vastag filamentumokban a kézépso ponttol kiindulva (M-
vonal) tiikorszimmetrikusan rendezett miozinkotegek foglaljak el a szarkomer kézepét. Az egyes
megnyult miozinmolekulak farki részeikkel egymas felé rendezédnek kotegekbe, feji végeik pedig a Z-
lemez felé néznek. Az egyes kotegeket elasztikus titin-oriasmolekulak kétik a Z-lemezhez. A Z-lemezhez
egyik vegiikkel rogziilo vékony filamentumok polimerizalt aktin molekulakbol dllnak. A vékony
filamentumok masik vége szabad. Az a szakasz, amely csak a vékony filamentumokat tartalmazza, az I-
csik, ahol pedig a vastag és a vékony filamentumok fedésben vannak, az A-csik. A szarkomer kozépso
szakaszan csak vastag filamentumok talalhatok (ez a rész a H-zéna). Osszehiizédds sordn a miozinfejek
csapasai kozépre huzzak a vékony filamentumokat, amelyek igy a vastag filamentumok kozé csusznak
be, ezzel pedig a Z-vonalakat is kozelebb huzzak (tehat a szarkomer révidiil meg, viszont sem a vékony,
sem a vastag filamentumok hossza nem valtozik). Az dsszehiizédas jeladéja a mioplazma Ca’*-szintjének
emelkedése, mely tovabbi, ezen az dabran nem ismertetett folyamatokat foglal magaba. Az abra a
BioRender.com segitségével késziilt [1].

3.1.3 Miogenezis

Az izomrostok kialakuldsa a prenatalis ontogenezis sordn egy szigorllan programozott,
jelatviteli folyamatok sokasagéval szabdlyozott eseménysorozat eredménye [5], mely
folyamatot miogenezisnek nevezzikk [6]. Az izomrostok fejlédése szamos stadiumra
kiilonithetd el, melyek részben atfednek egymassal (2. dbra). A vazizom fejlédése embrionalis

szinten a mezoderma lateralis régi6jabol, az ugynevezett szomitakbol indul. A mezenchimalis
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Ossejtek (MSC-k) megfeleld biokémiai jel hatdsara szamos sejttipussa képesek differencialodni.
A korai differencidloddsi szakasz alatt transzkripcios faktorok altal precizen regulalt
molekularis események sorozata zajlik [6]. A transzkripcids faktorok koziil kiemelendd a Pax3,
mely expresszidja eldszor a pre-szomita paraxialis mezodermaban figyelhetd meg, majd végiil
testszegmensek vazizomzatdnak kialakulasahoz a Pax3-expresszald sejtek levalnak a
dermomiotdmarol, majd az ujonnan formalt szomitdk dorzomedialis részén kifejezédik a Myf5
transzkripcids faktor [7]. A Myf5 és MyoD expresszio aktivalodasaval a Pax3 expresszid
kikapcsol. A dermomiotdma kdzponti része késobb szétvalik és kialakul az elsddleges (primer)
miotoma. A primer miotdma a dermomiotoéma dorzéalisan és a szklerotdbma ventralisan
elhelyezkedo sejtjeinek dsszehtizodasaval kialakulo réteg. Ez a progenitor populacio a sziiletés
utan a vazizomzatban talalhat6 szatellita sejtek (SC-k) egy részét eredményezi. Az emberi test
kiilonb6z6 izomcsoportjainak a fejlédése mar ebben a korai szakaszban meghatarozott, mely
szintén pontosan ¢&s precizen szabdlyozott jelatviteli folyamatok eredménye az adott
sejtpopulaciokban. fgy példaul a hatizmok a dermomiotéma és a miotoma epaxialis részébél,
mig a torzs oldals6 izmai és a végtagizmok a hipaxidlis szakaszokbol szarmaznak [8].
Ugyanakkor a testfal hipaxidlis izmait a dermomiotoéma és a miotoma ventralis irdnyt
megnyuldsa generdlja [9]. A végtag izmai, a rekeszizom és a hypoglossalis hir izomzata
kiterjedt véandorloképességli miogén sejtekbdl szdrmaznak, amelyek a dermomiotéma
ventrolateralis ajkdbdl a végtagok szintjén delamindlodnak [10]. A fejizmokat a prechordalis és
a garatfej mezodermdbol szarmazo sejtek alkotjak. Osszegezve tehat, az egymast kdvetd
miotomak létrehozhatnak egymassal dsszeolvadva egy izmot (pl. m. erector spinae), vagy a
miotomak feltagozddhatnak és ugy alkotnak tobb izmot (pl. m. deltoideus). Ezen felill a
mioblasztok a keletkezési helyiikrdl tdvolabbra is elvandorolhatnak, igy képezve pl. a m.
latissimus dorsi izmot [11].

A mioblasztok a miocitak (mas néven izomsejtek) embrionalis prekurzorai. A miogenezis soran
a mioblasztok tobbmagvlii miotubulusokka egyesiilnek (fuzionédlnak), amelyek kés6bb
izomrostokka alakulnak megfeleld beidegzést kovetden [6]. A miogenezis folyamatat és a fobb

transzkripcids faktorokat a 2. dbra foglalja 6ssze réviden.
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2. dabra: A miogenezis folyamata és a kiilonbozé szakaszait szabdlyozo legfontosabb transzkripcios
faktorok idobeli megjelenése. Az embriondlis izomdifferencialodasban résztvevd progenitorok
kihagyjak a nyugalmi szatellita sejt (SC) stadiumot, és kozvetleniil mioblasztokka valnak. Egyes
progenitorok SC dallapotban maradnak sziiletés utan a vazizomban, igy a szatellita ossejtek és az

crer

crer

miotubulusok kialakulasahoz sziikségesek, a myogeninnek (MyoG) és az MRF4-nek van kielemelt
szerepe. Az abra a [6] alapjan modositva késziilt.

Az izomfejlédés sordn az elsd posztmitotikus sejtek a miocitak. Ezek a sejtek mar specifikus
fehérjéket fejeznek ki, melyek az izmok fejlédési iranyat vezetik. A miozin az egyik f6
kontraktilis fehérje, amely a kémiai energiat az ATP hidrolizise révén mechanikai energiava
alakitja at, igy barmilyen genetikai médosulas ezen a ponton stulyos izomfejlodési zavarokhoz
vezethet, ami szamos esetben letalis [12]. A miozin egy hexamer fehérje, amely egy par miozin
nehézlancbol (MYH-bol) és két par varidbilis konnytilancbodl all. A MY H-eket egy tobb génbdl
allo csalad kodolja. Emlésokben legalabb 10 kiilonb6z6 MYH izoformat irtak le, melyek

12



harantcsikolt, sima és nem izomsejtekben is eléfordulnak. Ezek az izoformak a fejlédés soran
térben és id6ben szabalyozott expressziot mutatnak. A Myosin Heavy Chain 7 (MYH7) gén
példaul a béta ()-miozin nehézlanc néven ismert fehérje expresszidjahoz jarul hozza. Ez a
fehérje a szivizomban és az . tipust vazizomrostokban talalhato [13]. A Myosin Heavy Chain
3 (MYH3) szintén a miozin kialakulasaban jatszik szerepet [14]. A fejlédés ezen szakaszaban
megjelennek a struktirfehérjéket, példaul az alfa-aktint és dezmint kodold gének is [1].

A differencialodasi folyamat soran a mioblasztok, miocitdk Gsszeolvadasabol alakulnak ki a
miotubulusok [6]. Ez a folyamat iddben ¢és térben meghatarozott 1épésekre bonthatd. Eloszor
az izomsejtek sejtadhézios molekulak (CAM-ok) altal kdzvetitett adhézidja valosul meg. Tobb
adhézios molekula koziil szamos vizsgalat tortént példaul a Nephrin fehérjével kapcsolatosan,
melynek hidnyaban izomfejlddési zavar kovetkezett be (3. dbra) [15]. A Nephrin mellett szdmos
mas, kiilonbdz6 immunologiai tulajdonsaggal bird molekula is szerepet jatszik, mely fehérjék
membranba torténd kihelyezddése a sejten beliili szignalizacids folyamatok és génexpresszios
valtozasok eredménye [16]. Az els6 1épésben kifejez0do sejtfelszini molekulak jelenléte viszont
onmagaban nem elég az 6sszeolvadashoz, ehhez szorosabb sejtmembran-kontaktus kialakulasa
sziikséges. Ezt a két fuzids partner egy par told és ellenalld erd kozvetitésével éri el. Ahhoz,
hogy a membranok kozelsége optimalis legyen, a két fizids partnernek at kell rendeznie az
aktin rendszerét és az aktomiozin haldzatat, ami a citoszkeletalis rendszer atszervezésével is jar
(3. 4dbra). Tobb modellrendszerben is vizsgaltdk mar a folyamatban szerepld molekuldkat és
nagyobb fehérje szervezddéseket. A citoszkeletalis atrendezddéseket kivalto jelek az Arp 2/3
emldsokben a Dockl, a Rac és az N-Wasp fehérjéken keresztiil regulalodik [17]. A folyamat
idében és térben szabalyozott moédon zajlik, ezen molekularis komponensek egy része sejttipus-
specifikus médon miikodik. A 3. dbran az dsszeolvadéasban szerepet jatszo molekuldk sematikus

illusztracidja lathato.
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3. abra: A mioblasztok fuziojaban szereplo fehérjék sematikus abrazolasa. A Jamb és a Jamc egy
esszencialis sejtfelszini receptorpar, amely a két sejt megfelelo kozelsége esetén kolcsonhatasba lépnek
egymassal. A Kirrel fehérje a tobbmagvu gyors izomrostok kialakulasaban jatszik szerepet. A Myomaker

crer

hianyos egereknél a sziiletés utani izmok keresztmetszeti teriilete jelentdsen és tartosan csokken, ami a
mioblaszt fuzio hibdjara utalhat. Tobb, kiilonbozo jelatviteli utvonalban szerepld fehérje kiilonbozo
erosségii kélcsonhatdasba léphet az Arp 2/3 fehérjével, mely végsé soron az aktin citoszkeleton
atrendezodéséhez jarul hozza. Az abra a Biorender.com segitségével késziilt, a [16] alapjan.

Harmadik Iépésként a lipid kettdsrétegek destabilizalasa torténik, ami hajlamossa teszi a
sejteket az 6sszeolvadasra [16]. C2C12 sejtekben in vitro kimutattak, hogy a foszfatidil-szerin
(PS) atmeneti expozicidja segiti a membranok 0sszeolvadasat [18], mig egér kisérletek alapjan
a Brain-specific angiogenesis inhibitor 1 (BAI1) fehérje szerepét vizsgaltak [19]. Az endogén
BAIl expresszio megndvekedett a mioblasztok fuzidja soran, és a BAIl overexpresszio az
ELMO/Dock180/Racl fehérjéken keresztiili jelatvitel révén fokozta a fuzidt. A fenti folyamat
eredménye tobbmagvi miotubulusok keletkezése. Az Osszehangolt jelatviteli rendszer a
citoszkeletalis szerkezet dinamikus atszervezddéséhez vezet, melyben szamos, még nem ismert

vagy nem kimutatott fehérje jatszhat szerepet.
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A miotubulusokbdl képzddnek késébb a tobbmagvi, harantcsikolattal rendelkezd izomrostok,
melyekben mar megtalalhatok a kontraktilis miofibrillumok. Fontos kiemelni, hogy
funkcionalis izomrost képzddéséhez tobbek kozott a megfeleld beidegzés, a neuromuszkularis-
junctio kialakulasa és a felszini nikotinos acetil-kolin receptorok megjelenése is sziikséges, ami

a dolgozatban nem emlitett, tovabbi sejtélettani és fejlddéstani folyamatokat foglal magaba [1].

3.1.4 Avazizomsérllésekrdl és regenerdacios folyamatokrél dltaldban

A vézizom fejlédése nemcsak a prenatélis idészakra korlatozodik. Eletiink sorén a vazizomzat
folyamatosan valtozik, szdmos kiilsé behatds éri. Kiemelendd, hogy a vazizom nagyfoku
regeneracios képességgel rendelkezik, mely folyamat hasonlit a fejlodési szakaszban leirtakra,
de fontos kiilonbség, hogy itt a meglévd rendszer javitasa torténik a mar emlitett nyugvo SC
populécié segitségével [13]. A vazizomsériilések soran lezajlé folyamatokat két nagy csoportra
oszthatjuk: a szoveti pusztulds szakaszéra és a rekonstrukcios fazisra [20]. Sériilést kovetden a
vazizomban kiillonb6z6 nekrotikus folyamatok indulnak el, amit lokalisan a szdvetek nem
képesek kompenzalni. Ennek soran olyan faktorok szabadulnak fel, mint a kreatin-kinaz (CK),
laktat dehidrogenaz (LDH) vagy troponin, melyek vérvizsgalat soran kdnnyen azonosithatok,
bar emelkedett szintjilk nemcsak véazizomsériilésre utalhat [21]. A kiilonb6zé mikroRNS-ek
szintén diagnosztikai jelentdségliek lehetnek kiilonb6zé mértékili vazizomsériiléseknél [22]. A
folyamat kdvetkezd 1épése az intracellularis sejttormelék megjelenése az extracellularis térben,
mely egy steril gyulladasi folyamatot indit el. Az igy kialakul6 immunologiai valasz szamos
neutrofil granulocitat és makrofagot vonz a sériilés helyére, melyek a sejttormelék
eltavolitasahoz proinflammatorikus faktorokat, protedzokat és szabadgyokoket szabaditanak fel
[20,23]. A steril gyulladasi folyamat lezajlasat kdvetden indul a regeneracios fazis, melyben
nagy szerepe van a vazizomban talalhaté nyugvd SC-knek [2], melyek mitotikusan inaktivak.
Az SC-k szerepe koziil kiemelendd az izomszovet regenerdldsa és a nyugvo SC populacid
fenntartasa. Ennek eléréséhez az SC-k szimmetrikusan és aszimmetrikusan is képesek osztddni
[24]. A szimmetrikus o0sztdodasbol azonos, Ossejt-tulajdonsdgokkal rendelkezd utddsejtek

jonnek létre. A folyamat szabalyozasaban két transzkripcios faktor bir kiemelt szereppel, a Pax7

crer

crer
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mas néven myoblast determinacids protein 1, egy olyan fehérje, amely fontos szerepet jatszik
az izomdifferencialodés szabalyozasaban [25,26]. A MyoD a miogenikus szabalyoz6 faktorok
(MRF) néven ismert fehérjecsaladba tartozik. Ezek az un. basic helix loop helix (bHLH)
transzkripcids faktorok egymaés utdn jelennek meg a miogenikus differenciacioban. A
gerincesek MRF csaldd tagjai koz¢ tartozik a MyoD, a Myf5, a myogenin és az MRF4 (Myf6)
is. A MyoD rendkiviil alacsony ¢és lényegében kimutathatatlan szinten fejezddik ki a nyugalmi
SC sejtekben, viszont expresszidja mar akar fizikai edzés hatasara is aktivalodik. Izomszdveti
karosodas esetén ugyanakkor drasztikusan megemelkedik a MyoD kifejezédése. Osszegezve,
egy aszimmetrikus folyamat sordn egyetlen SC létrehozhat egy Onmegujuld leanysejtet,
megtartva annak Pax7 expressziojat, és elnyomva a MyoD-t (Pax7™33s/MyoD?2csonY) ' tovabba
egy elkotelezett sejtet, amelyben elnyomja a Pax7-et ¢és kifejezi a MyoD-t
(Pax722eony/MyoD™a#2) Az dnmegujulas és az elkotelezettség kozotti finom egyensily
felboruldsa a regeneracios folyamat kudarcdhoz és/vagy az Ossejtkészlet kimeriiléséhez

vezethet [27].

Az elkotelezett SC-knek a fuzi6 és a differencialodas mellett nagyon fontos, hogy a megfeleld
helyre eljussanak, amit a sejtmigracios folyamatok segitségével érnek el. Ezekben a sejtekben
a transzkripcids faktor myogenin szintje megemelkedik és szdmos olyan jelatviteli utvonal
aktivalodik, mely a migréciot segiti [28]. A Wnt az egyik legfontosabb jelatviteli itvonal, amely
jelatvitel - foként a Wnt3a ligandumon keresztiil - az SC-k differencialodasat iranyitja, mig a
nem kanonikus Wnt jelatvitel a Wnt7a ligandumon keresztiil a szimmetrikus sejtosztodast, az
SC-k migracigjat és a rostok ndvekedését segiti el6 [30]. Bar nagyrészt a sériilés helyén torténik
az intenziv sejtosztodas, a sejtalak bizonyos foku megvaltozasa, tovabba a sejtek mobilitasa
mindenképp sziikséges. A sejt alakjanak és szerkezetének valtozasait nagyrészt a Rho GTPazok
csaladja (Rho, Rac és Cdc42) iranyitja. Ezek membranhoz kotott kis GTP-kotd fehérjék,
amelyek extracellularis jelzésekre valaszul kozvetitik a citoszkeletalis atrendezddéseket, a
downstream jelatvitelt és a transzkripcids valtozasokat [31]. Miutan az SC-k a céljukat elérték,
elkezdddik a regeneracids fazis kovetkezd 1épése, amikor 1étrejon az 0j izomszovet. Ezt a sejtek
tobbféle uton képesek megvaldsitani: vagy onmagukkal Osszeolvadva alakitanak ki egy 1j
rostot, vagy pedig illeszkednek, illetve bekotédnek mar meglévd izomrostokhoz [20,31]. A
regeneracids folyamatok Osszességében kb. két-harom hétig tartanak, mely még szdmos, a
dolgozatban nem részletezett molekuldris folyamat eredményeként jon 1étre. A regeneraciot a

4. abra szemlélteti sematikusan.

16



Proinflammatorikus Antiinflammatorikus Regenerélédott

sejtek ejtek miofibrillumok
N - 87
Proliferacid

| £\ | ¢
\ 0 Ablvieis - Differencialodas 0
_p —_ ;
Izom Migraci6 0
sérilés

Szatellita sejtek

4. abra: A Vazizom regenerdciojanak sematikus folyamata. Izomsériilés kévetkeztében egy steril
gvulladasos folyamatot indit el az intracellularis termékek megjelenése az extracellularis térben, mely
hatasara szamos, jelen dolgozatban nem részletezett immunologiai folyamat aktivalodik. A regeneracios
folyamat soran a nyugvo SC sejtek aktivalodnak és intenziv sejtosztoddsuk indul meg transzkripcios
szabdlyozds kovetkeztében. Igy Osszességében a proliferdciés, migrdcios és differencidcios 1épések
segitségevel elérik azt, hogy a miofibrillumok minél gyorsabban regeneralodjanak.

3.1.5 Avdzizom citoszkeletalis rendszerének felépitése és szerepe a migracidban

A sejtmigracid a multicellularis szervezet olyan folyamata, mely képessé teszi azt feladatainak
ellatdsara, a megujulasra és nagyfoku szervezddésre. A migracid folyamatdt mar szamos
fiziologias ¢és patologias koriilmény kozott vizsgaltak. Kitiintetett szerepe van a sejtek
mozgasanak az embrionalis fejlédésben, sériilések soran, regeneracios folyamatokban,
kiilonbozé  tipusi  immunvalaszokban, de patolégias esetben példaul tumorok
attétképzodésében is [32]. A migracio folyamata sordn a sejt az egyik pontbol a masikba

mozdul, a folyamatot sematikusan az 5. dbra szemlélteti.
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5. abra: A migracios folyamat sematikus abrazolasa. Egy migralo sejt kétpolusava valik, ahol a vezér
elt és a hatulso élt lehet elkiiloniteni egymastol. A vezer élen (1) gyors aktin polimerizacio zajlik, mely
képessé teszi a sejtet az uj tapadasi felszin kialakitasara (2). Az athelyezodés folyamataban (3) fontos
szerepe van a mikrotubularis rendszer dinamikus datrendezodésének is, mely tobbek kozott a tapadasi
felszin megsziinéséhez jarul hozza (4). Az abra a BioRender.com segitségével kesziilt.

A vazizom fejlédése és regeneracidja sordn a citoszkeletdlis elemek atrendezddése és a
sejtadhézios folyamatok szignalizacids szabalyozasa a migracids folyamatok fO hajtdereje
[33,34]. A citoszkeleton egy komplex rendszer, melynek épitéelemei a mikrotubulusok, az
intermedier filamentumok és a mikrofilamentumok. Az elmult 50 év kutatasi eredményei arra
utalnak, hogy az el6bbieken kiviil egy masik nagy fehérjeszervezddés, a szeptinek a
citoszkeletalis rendszer negyedik elemét alkotjak [35].

Az o- és PB-tubulin alegységek kozott 1étrejové dinamikus kolcsonhatasok eredménye a
mikrotubulusok képzddése [36]. A mikrotubulusok 13 parhuzamos protofilamentumbol
¢épiilnek fel, amelyek a-tubulint és B-tubulin heterodimereket tartalmaznak. A tubulin dimerek
Osszeszerelddése fejtdl farokig torténik, és ennek a biokémiai folyamatnak az eredménye egy
25 nm atmérdjii makromolekula [37]. A mikrotubularis rendszer szdmos sejtbiologiai szerepe

koziil kiemelendé a sejtalak meghatarozasa €s a sejtmozgds iranyitdsa [36]. Az aktin
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filamentumok vagy mikrofilamentumok atmérdje 7 nm. A 40 kDa molekulatomegli aktin
alapjat egy globularis fehérje, a G-aktin képezi. Az ATP-t ADP-vé hidrolizalva az aktin
monomerek F-aktinnd polimerizalddnak, igy képzddnek az aktin filamentumok [38]. Az aktin
filamentumok polarisak, pozitiv és negativ végekkel rendelkeznek, ezzel segitve a szalak
dinamikus 0ssze- s szétszerelését. Az intermedier filamentumok mérete a fent emlitett fehérjék
kozott van, koriilbeliil 10 nm-es atmérdvel, és noveli a sejtek mechanikai stabilitdsat [35]. Nem
polarisak ¢és tetramer komplexekbdl épiilnek fel (6. abra).

nem izomspecifikus (6. abra). A folyamatot a citoszkeleton atrendezddésének dinamikaja
jelentdsen befolyasolja. Ebben a fOszerepet jatszo fehérje az aktin, amely bonyolult
strukturdkba (filopodia, lamellipodia, stresszrostok vagy podoszémak) szervezddik [39]. A
stresszrostokon beliil az aktomiozin komplex kontraktilis tulajdonsagait azok a fehérjék
szabalyozzak, amelyek a plazmamembran adhézidés komplexeiben helyezkednek el [40].
Ilyenek példaul a mar emlitett Rho csaladba tartozo kis GTPazok (Rhol, Cdc42 és Racl),
melyek a szubcelluldris aktin-Osszeszerel6dés szabadlyozasaban mds komplexeket céloznak
meg, beleértve az Arp2/3-at, aminek szerepe van a filamentumok eldgazodasanak
szabalyozasaban is [39]. Ezen tulmenden tobb tanulmanyban bebizonyosodott, hogy a fent
emlitett fehérjék nem csak aktin filamentumokkal, hanem mas citoszkeletalis fehérjékkel,
példaul a jelen dolgozatban részletesebben bemutatott szeptinekkel is kdlcsonhatasba 1épnek

[41,42].
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6. abra: A sejt citoszkeletalis elemei egy migralo sejtben. Sejtpolarizaciot (1) kovetden a vezér élen az
un. lamellipodium formalodik (2), ami egy aktin gazdag halozatnak felel meg és az wj tapadasi pont
kialakulasaban jatszik szerepet (3). A fokdlis adhézio egy olyan nagyobb fehérjekomplex dsszefoglalo
elnevezése, mely az extracellularis elemekkel valo kapcsolatot segiti. A sejttest dsszehuzodasaban (4) az
energetikai folyamatok f6 vegrehajtoi a mikrotubulusok és intermedier filamentumok, mely fehérjék
dinamikus atszervezodése soran a hatso él visszahuzodik (5). Az abra a [43] alapjan szerkesztve.

3.2 Aszeptinek

3.2.1 Aszeptinekrdl dltaldban

A szeptinek felfedezése 50 éves multra tekint vissza, €s egyre tobb kutatasi eredmény arra utal,
hogy a citoszkeleton szerves része ¢€s egyik f6 meghatdrozoi. A szeptineket elOszor
Saccharomyces cerevisiae bimb6z6 élesztOben irtdk le, azota szdmos prokaridta és eukariota
szervezetben mutattdk ki expresszidjukat és szerepiiket. A szeptinek guanozin-trifoszfatot
(GTP-t) koto fehérjék, eukariotakban egy erdsen konzervalt fehérjecsaladba tartoznak [35]. A
szeptinek fontos szerepét szamos fizioldgiai és patoldgias sejtfolyamatban igazoltak, beleértve
a karcinogenezist, exocitozist, endocitdzist €s a sejtosztodast [44,45]. Eddig 13 human szeptin

fehérjét azonositottak, amelyeket a szekvencia hasonlosag alapjan négy csoportba soroltak
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(SEPT2, SEPT3, SEPT6, SEPT7), a 7. abran ezen csoportok bemutatasa lathat6, fobb
doménszerkezetiikkel egytitt [35].

A N-terminalis (variabilis, GTP-koté domén C-terminalis (variablis,
Pro- gazdag) (G1,G3,G4) Coiled Coil)
I N S ~ SEPT2 csoport (1, 2, 4, 5)

| NC felszin (polibazikus) || G felszin || NC felszin || SUE
L N SEPT3 csoport (3, 9, 12)
IR D SEPT6 csoport (6,8,10,11,14)
I ) I SEPT7 csoport (7)

B

Szeptin7 Szeptinb Szeptin2

7. abra: A szeptinek csoportositdsa és fobb doménjeik. A szeptin csoportok utan zardjelben taldalhatoak
a csoportba tartozo szeptin fehérjék (A). A kanonikus Szeptin7-6-2 komplex kristalyszerkezetének
dbrazoldsa (PDB: 2QAG), ahol a Szeptin7 szerkezetében lathato domének az (A) abran bemutatott
szinek szerint mutatja a domének térbeli elrendezodesét (B). Az abra a [46] alapjan modositva. A (B)
dabra a PyMOL szoftverrel késziilt.

3.2.2 Aszeptinek szerkezete és strukturdlis szervezédésiik

A szeptinek szerkezetében megtaldlhatdo egy GTP-specifikus motivum (AKAD) valamint a
Walker A (GxxxxGKS/T) és B (DxxG) motivumok, amelyek egyrészt a GTP guanin
alegységével 1épnek kolcsonhatasba, masrészt a GTP foszfatcsoportjaihoz kotédve, egy Mg?*
bevonasaval segitik a GTP hidrolizist. A Ras szupercsalad monomer kis GTPazaival ellentétben
a szeptinek oligomerizalodnak GTP-k6td doménjeiken (G felszin) keresztiil, ezzel fonalas
hetero-polimereket képezve (7. és 8. dbra) [47]. Az NC felszin az N-terminalis és a C-terminalis

részEt jelenti a fehérjének (7. és 8. dbra). Ez utdbbi régid GDP-t kotott allapotban stabilabb,
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mint a GTP-hez kapcsoltan [47—49]. A strukturalis vizsgélatok azt mutatjak, hogy a GTP-kotés
olyan konformécios valtozasokat valt ki, amelyek destabilizaljak az NC felszint, mig a GTP
hidrolizis ellentétes hatast gyakorol a G felszinre. A szeptin monomerek gyorsabban bontjak a
GTP-t, mint a dimerek vagy oligomerek, mivel az utobb emlitett komplexek GTP koté doménje
nem mindig hozzéaférhetd. Ugyanakkor nem minden szeptin képes a GTP hidrolizisére, mivel a
folyamathoz mindenképp sziikség van egy treonin aminosavra a megfelel6 pozicioban [47]. Igy
példaul a SEPT6 csoporton beliil hidnyzik a mar emlitett kulcsfontossagu treonin, ami
megakadalyozza, hogy a GTP-t GDP-v¢ hidrolizaljak. Ezek a szeptinek konforméciosan a
GTP-hez kotott allapotban vannak, igy az NC és G felszineken vald kdlcsonhatasi képességiik
nem szabalyozhaté GTP-hidrolizissel [50].

A szeptinek szerkezetében fontos megkiilonboztetd jegy a Septin Unique Element (SUE) [51],
amely a G-t6l az NC felszinig terjed, és lehetévé teszi a filamentum képzdédést. A SUE
nagyjabol 60 aminosavat tartalmaz, és két részre oszthatd. Az elsé fele harom kis B-szalat
tartalmaz, amelyek egy nagyon csavart B-meandert (Ba-fc) alkotnak. A SUE mésodik része két
egymast kdvetd, tobbnyire konzervalt aminosavakbodl all6 fordulattal kezdddik, és az a5 és a6
hélixeken keresztiil folytatodik, ez utdobbi a G-domén masodik leghosszabb hélixe, amely az
NC felszin részét képezi [51].

A legtobb szeptin C-terminélis doménjében Coiled Coil (CC) szekvenciak talalhatok, néhany
kivételtdl eltekintve (pl. a huméan SEPT3 csoport tagjai és az élesztd szeptin Cdc10). Emberben
a CC hossza a kiilonb6z6é csoportok kozott valtozik: a SEPT2 csoportban koriilbeliil 30
aminosavat tartalmaz, mig a SEPT6 és SEPT7 csoportokban koriilbeliil kétszer olyan hosszu.
Magan a CC-n kiviil a C-doménben potencialisan két kisérd régio talalhatd: Cn, a G-domén
utolsd hélixe (06) és a CC-ben részt vevd hélix kozotti régio, valamint CC-t kdvetd régio. A
Cn-régié igen valtozatos és meglehetdsen rugalmasnak tekinthetd. Ugy tiinik, hogy zsanérként
miikodik, lehetové téve a CC mozgéasat a G-doménhez képest [52,53]. A Coiled Coil C-
terminusat kiséré régiot tobbnyire rendezetlen szerkezetlinek tartjdk. A SEPT6 és SEPT7
csoportokban a C-terminalis domén legvégén egy polibazisos szekvencia van jelen
(K/RK/RDKxK/RKN/K, illetve EKNKKKGK). Ez a motivum a szeptinekben talalhaté mas
polibazisos doménekkel (PB1 és PB2) egyiitt segitheti a membraninterakciodt [54-57].

A szeptinek N-terminalis doménje a legkevésbé vizsgalt szerkezetii és a legvaltozatosabb régio
az 0sszes szeptinben. Az itt taldlhat6 a-hélix régid (a0, a G-domén elétt) gyakran tartalmaz egy
polibazisos régiot (PB1), amelyrél ugy gondoljak, hogy szintén dontd fontossdgu a
membraninterakcié szempontjabol [58]. A szeptinek N-doménjének nagyobb része azonban

szintén rendezetlen szerkezetii [59].
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Mint ahogy a fenti jellemzésbdl is kitlinik, a szeptinek rendkiviil véltozatos szerkezettel bird
fehérjék, melyek egymadssal reagalva még bonyolultabb struktirakat alkothatnak (8. abra).
Ahhoz, hogy magasabb rendii fehérjeszervezddésként tudjanak miikodni, nagyon fontos az
adott szeptin csoportok képviseldinek (SEPT2,3,6,7) jelenléte a komplexekben (lasd példaul a
8. abra, B panel). Az igy kialakult komplex akéar tobb ponton is képes lehet egyszerre mas
fehérjékkel reagalni. Az ilyen fehérje-fehérje kolesonhatasok vizsgdlata rendkiviil nehéz és
Osszetett. A szeptin filamentumok szervezddése magéaban foglalja a nukleotidok megkotését és
hidrolizisét, a pontos mechanizmus azonban még mindig nem teljesen tisztazott [47,60]. Eddig
szdmos elméletet publikaltak kolcsonhatdsaikrol, a szerkezeti adatok azonban
ellentmondasosak. Eldszor is, a bimbo6zd élesztével és a Drosophila-val végzett vizsgalatok
kimutattak, hogy tobb szeptin fehérje is részt vehet egy hetero-oligomer molekulakomplex
felépitésében. A vizsgalt oligomerek kristalyszerkezete szerint az N- és C- termindlis részek az
alegységek kozotti kolesonhatasi  pontok, ezenkivil a G-domén felszinének (G)
felhasznalasaval is 1étrejohet kotddés [60]. A szeptin komplexek és a veliik kdlcsonhatasban
1év0 fehérjepartnerek feltérképezése korunk tudoményos kutatasainak egy rendkiviil intenziven
vizsgalt teriilete. Ahogy a csoportok beosztasabol és eddigi szerkezeti ismereteinkbdl tudjuk, a
Szeptin7, mint a SEPT7 csoport egyediili képviseldje elengedhetetlen szerepet jatszik a hetero-
oligomer szeptin komplexek, ezaltal pedig a magasabb rendli citoszkeletalis struktarak

kialakitasaban.
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8. dbra: A szeptinek szervezodésének lehetoségei. (A) Egy szeptin molekula egyik oldalan a GTP-koto
doménnel (G felszin), a masik oldalon a fehérjelanc N- és C-terminalis felszinével (NC felszin) mas
szeptinekkel egyiitt komplexet képezhetnek. Igy példaul a szeptinek GTP kétott dllapotban képeznek
heterohexamer komplexet, mely aztan filamentumokba és még nagyobb kotegekbe rendezodhet. Nagyon
fontos a folyamat reverzibilitasa, mely alapjan az atépiiles rendkiviil dinamikus, ezaltal a szeptinek
alkalmazkodnak a sejt adott feladataihoz. (B) a klasszikus Szeptin7-6-2-2-6-7 hexamer rontgen
szerkezete (PDB kod: 2QAG). Az abra a PyMOL szoftver segitségével késziilt.
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3.2.3 ASzeptin7 fehérje jellemzése

A Szeptin7-et kodold génszakasz (SEPTIN7) 1254 nukleotidot tartalmaz a 7P14.4-14.1
kromoszoman, ez 418 aminosavat kodol, beleértve a GTP-k6té motivumot is. A human
Szeptin7 cDNS-szekvencidja homolog a cdci0-el élesztdben, ezért kezdetben a Szeptin7-et
emberben AhCdcl0-nek nevezték. Az egyes szeptinek haromdimenzids rontgenszerkezete
alapjan kimutattdk, hogy a Szeptin7 a tobbi szeptinhez hasonl6éan egy kanonikus Ras-szerti G-
domént tartalmaz, amely 6 B-szalbdl és 5 a-hélixbdl all (9. abra). A Szeptin7 egy G-feliileten
keresztiil dimert képez [45,52,56].

9. dabra: A Szeptin7 dimer GDP kétéssel. Narancs és a magenta szinek az individudlis Szeptin7
feherjéket, mig a kék az altaluk kétott GDP molekulat szemlélteti (PDB kod: 3T5D). Az abra a PyMOL
szoftver segitségevel késziilt.

A Szeptin7-nek szamos interakcios partnerét mar feltérképezték kiilonb6z6 rendszerekben,

melyben néhany partnert a 10. dbra szemléltet.
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10. dabra: A Szeptin7 interakcios partnerei, kifejezetten a szeptin interakcios hdlozatra fokuszalva.
(Humdan Szeptin7 fehérje, STRING adatbazis alapjan, kisérletesen igazolt partnerek, ahol a minimalisan
sziikséges interakcios pontszam:0.7). (Elérve: https:/string-db.org, 2023.09.23.).

3.2.4 A Szeptin7 fehérje szerepe fizioldgias és patoldgias folyamatokban

A Szeptin7 szerepét mar szamos sejtélettani folyamatban leirtdk. A Drosophila
modellrendszerben a dseptin7 hidnya és emelkedett kifejezddése egyarant repiilési
rendellenességet okozott, ami a STIM1- ORALI fehérjék szabalyozasan keresztiil, a raktar altal
vezérelt Ca®* belépés (SOCE) folyamataban tortént hibara utalhatnak. Az igy kapott
eredmények a Szeptin7 intracellularis Ca?" szint szabalyozasaban betdltott szerepére utalnak
[61-63].

A Szeptin7 szerepét az idegrendszer tobb pontjan is kimutattdk. A fehérje a dendritikus
nyulvanyok tovében ¢és a dendritikus eldgazasi pontokon lokalizalodik tenyésztett
hippocampalis neuronokban. A dendritekben a Szeptin7 Gsszetett struktarakat, példaul korivet
vagy géz-szerl szerkezetet alkot, amelyek hasonldak az élesztOben a citokinézis soran szeptinek
altal kialakitott gyliri- ¢s homokora-struktarakhoz [64].

Szamos kutatds igazolta a Szeptin7 szerepét kiilonb6zd daganatos elvaltozasokban, példaul
bizonyos gliomdkban, papillaris pajzsmirigykarcindmaban (PTC-ben) ¢s hepatocellularis
karcinoméaban (HCC-ban). A Szeptin7 tllzott jelenléte gatolja a sejtproliferaciot és ledllitja a
sejtciklus progresszidjat a GO/G1 fazisban glioma sejtekben, ezaltal a tumorsejtek apoptozisat

indukalhatja. A Szeptin7 downstream hatast fejt ki a rakos sejtek Extracellular signal-regulated

crer

--------

ami eldsegiti a tiidordksejtek migraciojat és invaziojat [65]. A Szeptin7-et
tumorszuppresszorként irtdk le a pajzsmirigyrak leggyakoribb forméjdban, a PTC-ben. A
Szeptin7 expresszidja és szubcellularis elhelyezkedése bizonyitottan oOsszefiigg a PTC

specifikus altipusaival [66].
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A HCC a m4j elsddleges daganata, mely kronikus alkoholizmus és virusos hepatitis fertdzés
kovetkeztében alakulhat ki. A MiR-127 szintje csokken HCC-ben, és csokkenti a HCC sejtek
(Huh7) novekedését, valamint a Szeptin7 szuppresszidjan keresztiil megallitja a sejtciklust
G2/M fazisban a fent emlitett sejtekben [67]. A sejtosztddas két, térben és iddben elkiiloniild
folyamat soran igényli a szeptineket, eldszor a kontraktilis gyliri szervezddéséhez, majd a
kozéptest abszcisszidjahoz. Az eldbbi a nagy prominencia €s evolucids konzervaltsdga miatt
mar koran ismertté valt, mig az utdbbi a sejttipus-fliggdsége miatt ismeretlen maradt [68].
Kimutattak, hogy az emlds sejtek citokinézisének szeptinektdl vald fliggése nagymértékben
kiilonbozik az egyes sejttipusok kozott. A fibroblasztok, tipikusan adherens sejtek, in vivo mas
sejtekkel és/vagy kotdszovettel, in vitro pedig extracelluldris matrixszal és mesterséges
szubsztratummal érintkezve osztddnak. A Szeptin7 kifejez0désének génszinten torténd in vivo
kititése azt mutatja, hogy a szeptinek nélkiilozhetetlenek a citokinézishez fibroblasztokban. A
Szeptin7 hianyos egérembriok nem gasztruldlnak, és a szeptinhidnyos fibroblasztok pleiotrop
hibdkat mutatnak a f0 citokinetikus gépezetben, beleértve a mikrotubulusok
hiperacetilacidjat/stabilizacigjat ¢és a kozépsé test abszcisszidjanak megrekedését, ami
konstitutiv tobbmagvisaghoz vezet [69]. Ezzel szemben az amdboid vérképzo sejtek in vivo
planktonikusan ndvekednek és szuszpenzioban egyedileg osztddnak. Menon és munkatarsai
megerdsitették a szeptinek szerepét a mikrotubulus-hasitd gépezet szervezdésében [69]. Ugy
tlinik, hogy ez a rendszer a Szeptin7 hidnyaban inaktiv a fibroblasztokban, ami a kdzéptest
stabilizaci6jahoz vezet. A vérképzd rendszerben a stathmin fehérje magas szintje ¢és
kifejez6dése viszont passziv mentéshez vezet az altaldnos mikrotubulus destabilizacié miatt,
igy a citokinézis ebben az esetben példaul szeptin fliggetlen mdodon zajlik [69].

Ahogy a fenti példadk is mutatjdk, a szeptinek - tobbek kozott a Szeptin7 - szerepe eltérd
funkciodkkal is birhat kiilonbz6 sejtekben, ez egyrészt a sejtspecifikus kornyezettdl, masrészt

az adott sejttipusokban kifejez6dd partnerfehérjéktol is fligg.

3.2.5 ASzeptin7 szerepe a sejtmigracios folyamatokban

A szeptinek szerepét a migracioban szdmos sejttipusban igazoltak, beleértve a hamsejteket, a
fibroblasztokat, a limfocidkat és a neuronokat [37]. A szeptinek expresszidjaban bekovetkezd
rendellenességek fokozhatjak a rakos sejtek migracids és invaziv tulajdonséagait [37,70-72],
rdaadasul az alternativ hasitdssal 1étrejott varidnsoknak ellentétes hatasai is lehetnek, amit a
Szeptin9 esetében mar bebizonyitottak [73]. Emldrakos sejtvonalakban a Sept9 il tdmogatta a

sejtmigraciot, mig a Sept9 12 esetében ez a hatas nem volt kimutathato, ami azt bizonyitja, hogy
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az alternativ fehérje izoformak expresszidja eltérden szabalyozhatja a kiilonbozo sejttipusok
szovetspecifikus kolesonhatd partnerek is képesek szabélyozni és koordindlni a szeptin-aktin
halézatok kialakulasat [42]. A CDC42EP5/BORG3 fehérje aktin struktarakhoz kapcsolodik, és
a Szeptin9 fehérjén keresztiil szabalyozza az aktomiozin kontraktilitasat. Ez a biologiai
folyamat segiti a melanoma sejtek amdboid jellegli mozgésat [42]. Ezenkiviil ismert, hogy a
[74]. Egy masik rendszerben, human nem-kissejtes tiidérak (NSCLC) sejtvonalakon végzett
vizsgalat igazolta, hogy a szabalyozo fehérjék, pl. a lizin-specifikus hiszton-demetilaz 1 (LSD1)
szabalyozza a tumor metasztazisat a demetildldé SEPT6 promoéteren keresztiil, a Szeptin6
overexpresszidja bekapcsolhatja a TGF-B1 tutvonalat, mely hozzédjarul a tumoros allapot
kiterjedéséhez [75].

A kiilonbozd szeptinek hatdsa tehat sokszor tinik ellentmondasosnak, amivel kapcsolatban
szintén szdmos irodalmi adat all rendelkezésre. A Szeptin7 expresszidja kiillonbozd glioma

sejtvonalakban alacsonyabb volt, mint a normal agysejtekben, ami ahhoz vezetett, hogy a

crer

crer

fentiekkel ellentétben, a Szeptin2 és Szeptin7 expresszidjanak csokkentése gatolt proliferaciot,
migraciot és invaziot eredményezett mellrak sejtvonalakban [72]. Humén osteosarcoma U2-OS
sejtmigraciot, mig csokkent Szeptin7 expresszional csokkent ezen sejtek migracidja [77]. Az
ereket béleld endothélsejtek (EC-k) az angiogenezis legfontosabb szerepldi. Liu és munkatarsai
vizsgaltak a szeptinek szerepét egér szivben taldlhatdé EC-ben (MCEC) [41]. A Binder of the
Rho GTPase 5 (Borg5) és a szeptin citoszkeleton szabalyozza az aktomiozin rostok
pozicionalasat és szervezddését az MCEC-kben, ami fontos ezen sejtek in vitro megvaldsulo,
immortalizalt egér embriondlis fibroblasztok szintén gatolt irdnyitott migraciét mutatnak a
kontrollokhoz képest, a szeptinek ezen folyamatokban betoltott kiemelt szerepe egyértelmiinek

tiinik [70].
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3.2.6 Aszeptin rendszer szervez6désének modositasi lehetdségei

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

A forklérfenuron (FCF; N-(2-klor-4-piridil)-N9-fenil-karbamid; CPPU, 11. abra) egy kis
molekuldja vegyiilet, amelyrél ismert, hogy befolydsolja a szeptin filamentumok
Osszeszerelddését [47,78]. Az FCF egy szintetikus novényi citokinin, egy klorozott piridinbdl
¢és egy karbamidcsoporttal dsszekapcsolt fenolgytirtibdl all. Az FCF hatasait a S. cerevisiae
bimbdz6 ¢élesztdben mutattak ki eldszor, ahol a szer reverzibilisen befolyasolta a szeptin
komplexek lokalizacigjat és megjelenését. Napjainkban ez az egyetlen elérhetd szer a szeptin
rendszer dinamikdjanak vizsgalatara, szdmos in silico adattal is rendelkeziink a szerrel
kapcsolatosan. Bizonyos gydgyszerkutatdsok a szeptinek dinamikus atrendezddésének
gatldsara iranyulnak, kiilonb6zé FCF analégokat mar vizsgaltak daganatos sejteken is [79-81].
Kimutattak, hogy az FCF ¢és az 01j analdgok citotoxikus hatast okoznak mind kezeletlen, mind
ciszplatin-rezisztens rosszindulati mesothelioma-eredetli sejtekben [79]. ECC-1 és a HCH-1
endometrium- és petefészekrak sejtvonalakban az FCF csokkenti a human epidermalis
novekedési faktor receptor 2 (HER2, human génszimbolum: ERBB2) expressziojat, amely
fehérje bizonyos daganattipusokban tilzottan expresszalodik [81].

Angelis és mtsai mérései szerint, az FCF dokkoldsa a szeptinek Osszes ismert
kristalyszerkezetével azt jelzi, hogy az FCF elényben részesiti a GTP-kotd zsebet (11. abra).
Azt talaltak, hogy az FCF kotési szabad energidi €s affinitasa a szeptin csoportoktdl fiiggden
véltozhat in silico, ami arra utal, hogy az FCF egyes szeptinek nukleotid zsebeihez jobban
hozzaférhet vagy illeszkedhet, mint masokéhoz. Az FCF a predikci6 szerint kdlcsonhatasba 1ép
a szeptinek jellegzetes motivumaival, mint példaul a Gl Walker A motivummal
(GxxxxGKS/T), a G4 GTP-kotési specificitasi AKAD motivummal is, valamint egy erésen
konzervalt treonin-aminosavval, amely katalizalja a GTP hidrolizisét. Ezek a kolcsonhatasok
Osszességében azt sugalljak, hogy az FCF utdnozza a nukleotid kotését, zavarja a GTP-kotést

¢és valoszintileg ezaltal a hidrolizist is befolyasolja [47].
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11. abra: A forklorfenuron (FCF) és a Szeptin7 kapcsolodasi lehetdségei. Az (A) panelen sziirkével van
jeldlve a Szeptin7 dimer, melyben sarga szinnel jelenik meg a GDP molekula. A Szeptin7 dimeren beliil
fekete szinnel vannak kiemelve azon aminosavak, melyek 5 Angstrom tavolsagra vannak térben a GDP
molekulatol. A (B) panel a GDP kérnyezetét mutatja kinagyitva. (C) panel a GDP szerkezeti képlete,
mig a (D) panelen az FCF szerkezeti képlete lathato. Angelis és mtsai in silico dokkolasi vizsgalatai

alapjan az FCF elonyben részesiti a GTP-koto zsebet. Az (A) és (B) panelen bemutatott abra PDB kodja
375D és a PyMOL szoftver felhasznaldasaval késziilt.
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4 Problémafelvetés és célkitlizés

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

Jelen dolgozat keretében az in vitro, C2C12 sejteken kapott eredményeket ismertetem. A
C2C12 egy immortalizalt egér eredetii mioblaszt sejtvonal, ami elfogadott modellrendszer az

emlds vazizomzat fejlédésének vizsgalatara.

Munkank soran az alabbi célokat thztik ki:

A szeptinek kifejez0désének vizsgdlata mioblasztokban ¢és a miotubulusok

differencidlodasi folyamatanak kiilonb6z6 stadiumaiban.

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

- A Szeptin7 szerepének feltdrasa a C2C12 sejtek migracidja soran megfigyelhetd

intracellularis Ca?*-valtozasban.

crer

leirasa.
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5 Anyagok és Mddszerek

5.1 (C2C12 sejtek tenyésztése és differencialtatasa

Az egér eredetli C2C12 mioblasztok (ATCC, Cat# CRL-1772; RRID:CVCL _0188) tenyésztése
magas gliikdz tartalmt tapoldatban (Dulbecco's Modified Eagle Medium, DMEM, Biosera,
Nuaille, Franciaorszag) tortént, mely 10 térfogatszazalékban (V/V%) magzati szarvasmarha
szérumot (FBS, Gibco Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), Penicillin (100 IU/mL) és
Streptomycin (100 pg/mL) antibiotikumokat (Biosera), ¢s 2mM koncentraciéban L-glutamint
(Biosera) tartalmazott. Az igy elkészitett és alkalmazott tdpoldat (proliferald tapoldat) cseréje
kétnaponta tortént, a sejtek passzalasa pedig 80-90%-0s konfluencia elérését kovetden lett
végrehajtva.

A kisérletek egy részében a C2C12 sejtek 80-90%-o0s konfluencia elérését kovetden, egy
foszfat-pufferes (PBS, Biosera) mosas utan differencidl6 oldatot kaptak. A differencial6 oldat
DMEM alapu volt, mely 2 V/V%-ban l6szérumot (Horse Serum, HS, Gibco, Billings, Montana,
USA), tovabba Penicillin (100 IU/mL) és Streptomycin (100 pg/mL) antibiotikumokat
(Biosera), és 2mM koncentracioban L-glutamint (Biosera) tartalmazott. Az igy elkésziilt

tapoldatot alkalmaztuk a differencialodasi folyamat soran (miotubulus képzddés).

5.2 Proliferacios vizsgalatok

A sejtproliferacio vizsgalata CyQUANT NF Cell Proliferation Assay Kit (Invitrogen, Carlsbad,
California, USA) segitségével tortént. A C2C12 sejtek (2500 sejt/lyuk) tenyésztése 96-lyuku
fekete sejttenyészté edényben tortént (Greiner Bi-One, Mosonmagyarovar, Magyarorszag) 72
oran keresztiil. A mérés napjan a gyarto leirdsa alapjan jartunk el. Roviden, 1x HBSS (Hank’s
balanced salt solution, Hank-féle sooldat) puffert készitettiink ionmentesitett vizzel a gyari 5x
HBSS felhasznaldsaval, majd hozzédadtuk a CYyQUANT NF festékreagenst (1x fest¢kmegkotd
oldat elkészitése). A mérés elott a tapoldatot 100 pl 1x-es festékmegkotd oldatra cseréltiik, majd
a 96-lyukt edényt lefedtiik és 37°C-on 30 percig inkubdltuk. A fluoreszcenciat 485 nm-es
gerjesztés és 530 nm-es emisszios hullamhosszon mértiik FlexStation 3 Microplate Reader
leolvasoval (Molecular Devices, San Jose, CA, USA). A relativ fluoreszcencia értékeket a

100%-nak tekintett, Ctrl sejteken kapott értékek szazalékaban fejeztiik ki.
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5.3 Afuzids index meghatarozasa

A miotubulus differencialodas elérehaladasat immuncitokémia segitségével szamszertisitettiik.
A sejteket liveg fedélemezekre szélesztettiik, és a differencialodési folyamat minden napjén a
mintakat 4%-os paraformaldehid oldatban (PFA) fixaltuk, majd ezt kovetéen a mintakat
dezmin-specifikus immunjeldlésnek és DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) festésnek vetettiik
ala (a protokoll részletes leirdasa az Immuncitokémia pontban taldlhatd). A megfelelé mintakbol
konfokalis képeket készitettiink. Az Alexa Fluor 488 és DAPI-jel6lésti mintak képeit AiryScan
880 lézer pasztazd konfokalis mikroszkoppal (Zeiss, Oberkochen, Németorszag) készitettiik,
ahol 20x levegds és 40x olajimmerzids objektiveket hasznaltunk. A fizios indexet a két vagy
tobb maggal rendelkez6 miotubulusok sejtmagjainak szdmanak és a latdbmezdkben 1évé magok

teljes szamanak aranyaként szamitottuk ki.

5.4 RNSizoldlds és RT-PCR elemzés

A sejttenyészetek mintdit 4°C-os PBS-sel torténd mosast kovetden Trizolban (Molecular
Research Center, Cincinnati, OH, USA) vettiik fel és altalanos RNS izolalasi protokollnak
vetettiik ald. El6szor 20%-o0s kloroform hozzaadasa utan a mintdkat 4°C-on 16 000 x g-n, 15
percig centrifugdltuk. A mintdk fels¢ vizes fazisdt 500 pl RNaz-mentes izopropanol
segitségével precipitaltuk szobahémérsékleten 10 percig. Centrifugalast (12 000 x g) kdvetden
a kicsapodott RNS-t 75 V/V%-os etanol segitségével mostuk, majd ismét centrifugaltuk. A
1000 Spektrofotométer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) segitségével
hataroztuk meg. Sikeres izolalast kdvetden a nukledz mentes vizben beoldott mintakat -80 °C-
on taroltuk. A reverz transzkriptaz (RT) reakcio elegye (20 pl) (Omniscript, QIAGEN,
Germantown, MD, USA) 1 pug RNS-t, 0,25 ul RNéz inhibitort, 0,25 pl oligot (dT)-t, 2 pl ANTP-
specifikus primerparok segitségével végeztiik, amelyeket a Primer Premier 5.0 szoftverrel
(Premier Biosoft, Palo Alto, CA, USA) terveztiink a GenBankban kozzétett egér nukleotid
szekvenciak alapjan, és a tervezés alapjan a Bio Basic-tdl (Toronto, Kanada) vasaroltunk. Az
egyedi tervezésli primerparok specificitasat in silico igazoltuk az NCBI Primer-BLAST

szolgaltatas felhasznalasaval (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). A

primerparok szekvencidja, az alkalmazott annelacios homérsékletek és az egyes polimerdz

lancreakciok varhatdé amplimer mérete az 1. tdblazatban lathat6. Az amplifikaciokat
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programozhat6 PCR késziilékben (Labnet MultiGene 96-well Gradient Thermal Cycler; Labnet

International, Edison, NJ, USA) végeztiik a kdvetkezo beallitasokkal: kezdeti denaturalas 94°C-

on 1 percig, majd 30 ciklus denaturalas 94°C-on (30 s); anneldci6 optimalizalt hdmérsékleten

minden primerparra 30 mésodpercig — lasd 1. tablazatot; extenzi6é 72 °C-on, 60 masodpercig,

majd végso elongécid 72°C-on 5 percig. A PCR-termékeket EZ-Vision Dye 6x (VWR, Radnor,

Pennsylvania, USA) pufferrel kevertiikk 6ssze, és a DNS-savokat 1,2-2,5%-0s agar6z gélen

végzett elektroforézis utan tettiik lathatova (Fujifilm Labs-3000 késziilék, Fuji, Tokid, Japan).

1. Tablazat: A primerparok szekvencidja, az alkalmazott annelacios homérsékletek és az egyes

polimeraz lancreakciok végén varhato amplimer mérete.

. Amplimer
Gén Primer Nukleotid szekvencia (5°—3’) jenBal.ak Ar}ne’lac,zos méfet
ccession No. homeérséklet (bp)
Septinl sense CACGGCACAAACTCTGACC (222- NM_017461 56 °C 500
240)
Mus antisense | CAACGACTGCGAAAGGGA (704-
musculus 721)
Septin2 sense GAACAGGCGTCACATCA (550-566) | NM 001159719 50 °C 352
antisense | AACCTTCTTGCCTTTGG (885-901)
Mus
musculus
Septin3 sense CCACTGCTGCCTCTACT (776-792) | NM 001358836 52 °C 231
antisense | TTGTCCTCCAAATCCTC (990-1006)
Mus
musculus
Septind sense GCAAACCGTGGAGATTA (654-670) | NM 011129 52 °C 325
antisense | CGCCTTAGCCAAGATAG (962-978)
Mus
musculus
Septin5 sense CGCAAGTCCGTCAAGAAA (194- NM 213614 55°C 268
211)
Mus antisense | TGGGCTTCCAACATTCAG (444-
musculus 461)
Septin6 sense ACATCATTCCCGTTATTGC (820- NM_001177324 52°C 221
838)
Mus antisense | CATCATCTTGTTGCCTATCTT
musculus (1020-1040)
Septin7 sense CCTTGAGGGCTATGTGGG (278- NM_009859 56 °C 250
295)
Mus antisense | CAGCAGCAACTGAACACCAC
musculus (508-527)
Septin8 sense CACAGAGGAGGTGAAGGT (1000- | NM_033144 54 °C 471
1017)
Mus antisense | TTGAAGGCGTTGGTCTC (1454-
musculus 1470)
Septin9 sense AACATTGTCCCAGTCATCG (1400- | NM_001113486 54 °C 381
1418)
Mus antisense | GCGTTTCACTCGGTAGG (1764-
musculus 1780)
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Septinl0 | sense GACACGACCTCCAAGAT (1088- NM_001024910 52 °C 349
1104)

Mus antisense | GACGCTCACCATAGAAC (1420-

musculus 1436)

Septinll | sense CCTGTGCGTGGGTGAGA (287-303) | NM 001310669 55 °C 433

Mus antisense | GATGGTGTCGGCTTTCG (703-719)

musculus

Septinl2 | sense AGTCCAAAGTATGGCAGTC (344- NM_027669 52 °C 105
362)

Mus antisense | GCTTCAATCCCTTCTCC (432-448)

musculus

Septinl4 | sense TCCACTCTTGGGCATTT (160-176) NM 028826 50 °C 290

Mus antisense | CTGGCTTCCTTGTTTATCT (431-

musculus 449)

HSA- sense GCATGGTGGAGATCTTTGA 58 °C 717

MCM

Mus antisense | CGACCGGCAAACGGACAGAAGC

musculus

Septin7 sensel CTTTGCACATATGACTAAGC 58 °C 151 WT

wT- sense2 GCTTCTTTTATGTAATCCAGG 197 Flox

loxP-KD

Mus antisense | GGTATAGGGGACTTTGGGG 256 KD

musculus

Gapdh sense AAGGTCGGAGTCAACGGATTTGG (99— | NM_001289726.1 | 58 °C 322
121)

Mus antisense | AATGAGCCCCAGCCTTCTCCAT

musculus (399-420)

5.5 Geénkiutés a CRISPR-Cas9 moddszerrel

A CRISPR/Cas9 KO ¢és HDR (Homology-directed repair) plazmid konstruktok, mely
specifikusan az egér Szeptin7 gént céloztak 3 kiilonb6zd kodold régidban (exon #3, #4, és #5),
a Santa Cruz Biotechnoldgiai cégtdl lettek beszerezve (Santa Cruz, Dallas, Texas, USA). A
Szeptin7 CRISPR-Cas9 KO plazmid 3 kiilonb6z6 guideRNS-plazmidbol és HDR-plazmidbol
allo  készlet volt. Sense A: TCAGCAACCGAAGAACCTTG (exon3), Sense B:
CTGACAATAGTTGATACTCC (exond), Sense C: CTGGAGAATACAAATCTGTG
(exon5).

A C2CI12 sejtek transzfektdlasa a KO és HDR plazmidokkal szérummentes Opti-MEM
oldatban (Thermo Fisher Scientific) tortént, melyhez Lipofectamine 2000 transzfekcios
reagenst hasznaltunk (Invitrogen). 48 ora elteltével a sejteket puromycin-tartalmi szelekcios
tapoldatban (2 pg/ml) tartottuk 5 napon keresztiil, majd a vektorok GFP (Green Fluorescent
Protein, zold fluoreszcens fehérje) és RFP (Red Fluorescent Protein, piros fluoreszcens fehérje)
fehérjéket kodolo tulajdonsagai alapjan a megfeleld egyedi sejteket FACS Aria (Fluorescence
Activated Cell Sorting) éaramlasi citométerrel (BD Biosciences, San Jose, CA, USA)
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szelektaltuk. A sejtek proliferal6 tapoldatba keriiltek, a sejtosztodast transzmisszios mikroszkop

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

5.6 Géncsendesités

A C2C12 sejtek tenyésztése 6-lyukt edényben tortént. 50-60%-os konfluencia elérését
kovetden a sejtekre szérummentes Opti-MEM oldat (Thermo Fisher Scientific) keriilt és
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) transzfekcios reagens segitségével egy retrovirus alapt,
Szeptin7-specifikus shRNS konstruktot tartalmaz6 pGFP-V-RS vektorral tortént a transzfekciod
(12. abra). Kontrollként egy kevert szekvenciajia shRNS (short hairpin RNS) vektort kaptak a
sejtek (Scr sejtek). A transzfekciot kdvetden 3 oraval a sejtekre Gjra proliferalod oldat kertilt,
majd 48 oran at regeneralodtak és szintetizaltak a kodolt shRNS-t. Az inkubacids id6 utan a
sejtek puromycin (2 pg/ml)-tartalmu tapoldatban szelektalodtak addig, mig jol koriilhatarolhatod
sejtklonok jelentek meg a tenyésztéedényben. Az egyedi klonok kiilon tenyésztdedénybe
keriiltek, megfeleld sejtszam elérését kovetden a géncsendesités eredményességét
fehérjeszinten, western blot modszer segitségével igazoltuk. Azokat a klonokat, melyek a
Szeptin7 kifejezédésben szignifikans csokkenést mutattak, tobb passzalast kovetden is
teszteltlik és csak azokat hasznaltuk fel késdbbi kisérletekhez, melyekben a csdkkent Szeptin7

fehérje expresszid folyamatosan kimutathat6 volt (S7-KD sejtek).

Loop

- - AA . -
T 6 NN ‘ TITTTTG GAA

pGFP-V-RS
(7584 bp)

Kan"

S
$

McS

| RC*: Reverz komplement |

12. abra: A Szeptin7-specifikus shRNS konstruktot tartalmazo pGFP-V-RS vektor sematikus abrdzolasa.
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5.7 Afuzids fehérje el6allitdsa és sejtekbe torténd transzfektalasa

Szeptin7-N-mCherry ¢€s Szeptin7-N-ECFP (Enhanced cyan fluorescent protein) kodolo
szekvenciakat pcDNA 3.1 (+) expresszios vektorba kloénoztattuk (Thermo Fisher Scientific)
(13. abra). A sejtekre 50-70%-0s konfluencia elérését kovetden szérummentes Opti-MEM
tapoldat keriilt és a fuzios fehérjéket kodold vektorok transzfektdlasa (mCherry vagy ECFP)
Lipofectamine 2000 (Invitrogen) reagens segitségével tortént. Harom oraval a transzfektalast
kovetden a sejtekre a proliferacids tapoldat kertilt €s 24 vagy 48 o6ra elteltével tortént a mintak
tovabbi vizsgalata. Elsejtes mikroszkopos vizsgalatok elétt Hoechst 33342 festékkel jeloltiik
meg a sejtmagokat. A képeket AiryScan 880 laser scanning konfokalis mikroszkop segitségével

készitettiik (Zeiss).

Ampicillin®
CMV
promaoter

Kpn 1

( EcoR V
ColE (

pcDNS 3.1 alapu His-tag
‘ expresszios vektor 3x Flag-tag
(7481 bazispar) TEV- hely
SacB
~
Neomicin®
SV 40 EcoR |
Prométer

13. abra: A Szeptin7-N-mCherry és Szeptin7-N-ECFP kodolo szekvencidkat tartalmazo pcDNA 3.1 (+)
expresszios vektor abrazolasa.

5.8 A fuzids fehérje kifejez6désének nyomonkovetése él6 sejtekben

A C2C12 sejteket 96 lyuku Cell Carrier Ultra lemezeken (6055302, Perkin Elmer, Waltham,
MA, USA) novesztettiik 10 V/V% FBS-t tartalmazé6 DMEM-ben. 70%-o0s konfluencia elérését
kovetden a tapkozeget szérummentes Opti-MEM-re cseréltiik (Thermo Fisher Scientific), és a
sejteket Szeptin7-N-mCherry kodold plazmiddal transzfektaltuk. A sejteket 24 6ran keresztiil
hagytuk a kodolt fehérjét kifejezni. A kozel 95-100% konfluens tenyészetek esetén sejtmentes

zonat hoztunk létre egy Tecan Freedom EVO folyadékkezeld robot segitségével, a
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folyadékkezeld kart hasznalva, 10 pl-es pipettavéggel. A képeket az Opera Phenix High
Content Confocal System-en készitettilk (Perkin Elmer). Lyukanként Osszesen 24 mezot
vettiink fel 200-250 sejttel, és mindegyik képalkotd pozicidhoz lézer alapu autofokuszt
hasznaltunk. Az atesd és az Alexa-647 csatornak képeit az optikai lemez aljdhoz képest a Z

crer

1,15).

5.9 Immuncitokémia

A sejteket PBS-sel torténd mosast kovetéen 4 V/V%-os PFA oldattal fixaltuk 15 percen
keresztiil. A felesleges paraformaldehid inaktivalasa 0,1M Glicin tartalma PBS segitségével
tortént. A sejtek permeabilizalasdhoz 0,25 V/V% Triton-X (TritonX-100, Sigma, St. Louis,
USA) tartalmt PBS oldatot hasznaltunk 10 percig, melyet harom PBS-es mosas kovetett (3 x
15 perc). Ezutan szérummentes fehérjeblokkolast alkalmaztunk (DAKO, Los Altos, CA, USA)
30 percig. A blokkolast kovetden a blokkold oldatban higitott elsédleges Szeptin7 antitest (IBL,
1:250) kertiilt a mintakra és 16-18 6ran at, nedves kamraban, 4°C homérsékleten inkubalddott.
Az inkubdcios idot kovetden PBS-el mostuk a mintakat (3 x 15 percig), majd a masodlagos,
fluorofér-konjugalt antitest (1:1000), valamint FITC-phalloidin (1:1000) vagy TRITC-
phalloidin (1:1000) keriilt a mintakra 1 6ra id6tartamra, szobahOmérsékleten. A phalloidin-nel
konjugalt fluorofor specifikusan az F-aktinhoz ko6tddik. Hairom PBS-es mosast (3 x 15 perc)
kovetden fedomédium segitségével fejez0dott be a mintak eldkészitése. Az Alexa Fluor 488,
TRITC, FITC, Hoechst33342 és DAPI jelolt mintakrol a felvételek az AiryScan 880 laser
scanning konfokalis mikroszkop segitségével késziiltek (Zeiss), 20x levegds, valamint 40x és
63x olajimmerzids objektivvel. A masodlagos antitestek és/vagy fuzios fehérjékrol (Szeptin7-
N-mCherry és Szeptin7-N-ECFP) a felvételek fluoreszcencids detektalhatdsag fiiggvényében
488 nm, 543 nm ¢és 405 nm excitdciés hullimhosszokon, mig az emisszid hosszi

hullamhosszokon atereszt6 szirdvel, 550 nm felett tortént.
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5.10 Mitokondriumok kimutatasa C2C12 sejtekben

A C2C12 sejteket iiveg fed6lemezekre szélesztettiik, 24 ora elteltével a gyartd protokollja
szerint a mitokondriumokat MitoTracker™ Red CMXRos (Thermo Fisher Scientific) festék

segitségével jeldltiik, majd az immuncitokémiai protokoll szerint fixaltuk és vizsgaltuk tovabb.

5.11 Kolokalizacids vizsgalat

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

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

_ _ L/(RR)X(Gi-G)
VX, (R-R)’xY, (Gi-G)’

PCC

ahol R; és Gj a vOrds és a zoOld csatorna intenzitasértékére utal, illetve az 1 képpont
intenzitasértékére, R és G pedig a vords és zold csatornak atlagos intenzitasara utalnak a teljes
képen. A PCC értékek 1-t6l terjednek két olyan kép esetében, amelyek fluoreszcencia-
intenzitasa tokéletesen, linedrisan kapcsolodik egymashoz, és -1-ig két olyan kép esetében,
amelyek fluoreszcencia-intenzitasa tokéletesen, de forditottan kapcsolodik egymashoz. A

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

5.12 A Szeptin7 filamentum vastagsaganak meghatarozasa

A Szeptin7 filamentum szerkezetében bekdvetkezett valtozasok szamszerlsitését a Szeptin7
filamentumok vastagsdganak meghatarozasaval értékeltik a Ctrl C2C12 tenyészetek
fluoreszcens képein. A C2CI12 sejteket 24 oras FCF kezelés (Sigma, 100 uM) utan, az
immuncitokémia fejezeten beliil leirt modszer segitségével kezeltilk, majd felvételeket

készitettiink a mintdkrol az AiryScan 880 laser scanning konfokalis mikroszkdp (Zeiss)
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segitségével. Az igy késziilt képeket elemeztiik tovabb. A Zen 3.5 Blue (Zeiss) szoftvert
hasznaltuk a képfeldolgozashoz, ahol az egyes sejteken beliil 6t régiot valasztottunk ki
véletlenszerien, ezeken a jelolt Szeptin7 filamentumok fluoreszcencia intenzitasabol

hataroztuk meg azok vastagsagat.

5.13 Fehérjekimutatas

A fehérje kifejez0dés vizsgalatdhoz a sejteket lizis-pufferben gytijtottiik dssze (20 mM Tris—
HCIL, 5 mM EGTA, Protease Inhibitor Cocktail, Sigma). A mintdkbol BCA protein esszé
segitségével meghataroztuk a fehérjekoncentracidt, majd azonos koncentraciok bedallitasat
kovetéen 5x elektroforézis mintapuffert (20 mM Tris-HCI, pH 7,4; 10% SDS-ben oldott
bromfenol kék (0,01%), 100 mM B-merkaptoetanol) adtunk a teljes sejtlizatumhoz, amit 5
percig, 95°C-on fOztlink, igy denaturdlva a fehérjéket. 7,5%-os SDS-poliakrilamid gél
segitségével 8-10 pg teljes fehérjeminta keriilt elektroforetikus elvalasztasra. Ezt kdvetden a
fehérjéket nitrocelluloz membranra transzferaltuk és PBS-ben oldott 5%-0s nem-zsiros tejpor
segitségével blokkoltuk a nem specifikus kotddéseket. A membranok a megfeleld elsédleges
antitestekkel 16-18 oran keresztiil, 4°C homérsékleten inkubalodtak (Szeptin7, IBL, 1:250; a-
aktinin, Sigma, 1:250). A bekotddést kovetden 30 perces PBS+1V/V9% Tween-20 (PBST)
mosas kovetkezett, majd HRP-konjugalt masodlagos antitestekkel inkubaltuk a membranokat
szobahdmérsékleten. A specifikus kotddések detektalasa felerdsitett kemilumineszcencia
segitségével tortént (Thermo Fisher Scientific). A jelek denzitometriai analizisét szemi-
kvantitativ 0sszehasonlitasat Image]J (NIH, Bethesda, MD, USA) szoftver segitségével
végeztiik, a detektalt Szeptin7 jelet ugyanazon minta a-aktinin jelére normalizaltuk. Ahhoz,
hogy a Scr és a S7-KD mintdkban detektalt Szeptin7 jeleket 6ssze tudjuk hasonlitani, a Ctrl
sejtekben kapott Szeptin7 értékre normalizaltuk, igy az értékeket %-ban is kifejeztik. A
vizsgalatokat legalabb harom fliggetlen mintabol végeztiik el, technikai ismétlés szama pedig

szintén harom volt.

5.14 A sejtmigracio vizsgalata

A sejteket (2x10%) specialis inzertben (Ibidi GmbH, Grifelfing, Németorszag) szélesztettiik, és
24 6ran at hagytuk a feliilethez tapadni (14. dbra). Az inzert eltavolitasa elétt Mitomycin C
(Sigma) kezelést alkalmaztunk (10 ug/uL, 2 6ra), ezzel blokkolva a sejtek osztodasat. Az

inkubéaciot kdvetden a Mitomycin C tartalmu oldatot eltavolitottuk, a sejteket PBS-el mostuk,
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majd az inzert eltavolitasat kovetden a sejtekre olddszeres kontroll (etanol, Sigma) vagy FCF—
et (100 uM) tartalmazo tapoldatot tettiink. A sejtek migracigjat 37 °C-on, 5% CO,—dal
termosztalt kornyezetben, CytoSMART™ rendszer (CytoSMART Technologies, Eindhoven,
Hollandia; Lonza Bioscience, Basel, Svéjc) segitségével kovettiik nyomon. A rendszer 5
percenként készitett képeket a beallitott latotérrol, melybdl a kisérlet végén egy 24 6rés vided
allt a rendelkezésiinkre. A rendszer 20x nagyitasi objektivvel dolgozott. A CytoSMART™
rendszerrel rogzitett képeket egyenként mentettiik, és az Imagel szoftver segitségével tovabb

elemeztiik (NIH, https: //imagej.nih.gov/ij/).
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14. abra: A migrdcios esszé kivitelezésének sematikus dbrdja. A sejteket a mérés elotti napon az abran
lathato inzerten beliil szélesztettiik, majd 20 ora elteltével a sejtekre Mitomycin tartalmu oldat keriilt 2
orara. Az inzert eltavolitasa a felvétel elott tortént steril csipesz segitsegével tortént. Az eltavolitasa utan
PBS-es mosas kovetkezett, mely folyamat utan feltoltottiik a tenyésztdedényt a kisérleti célnak megfelelo
tapoldattal.

crer

képfeldolgozo szoftvert hasznaltunk [42]. Kiszamoltuk a teljes megtett utat, a kiindulasi ponttol
maximalisan elért tavolsagot, az atlagos sebességet, valamint megjelenitettiik az egyes sejtek
migracios utvonalait is. A 12 6rds mérés soran kiszamitottuk azon alkalmak szdmat, amikor a
sejtek nem mozdultak el. Az egyes sejtek barmely iranyt mozgasat az eredeti felvételek 20
perces id6ablakaiban hataroztuk meg. A sejteket akkor tekintettiik mozgénak, ha elmozdulasuk
barmely irdnyban meghaladta a sejt 4tmérdjét, ellenkezd esetben nem mozgoénak nyilvanitottuk

az adott idGtartamban.

5.15 Intracelluldris [Ca?*] mérése

A sejteket 20 percen keresztiil toltottiik 37°C-on Fura-2-AM (Sigma) festék segitségével
szérummentes tapoldatban (DMEM; 2,5uM Fura-2-AM). Feltoltés utan a sejteket Tyrode
oldatban tartottuk (mM-ban: 137 NaCl, 5,4 KCI, 0,5 MgCl,, 1,8 CaCl,, 11,8 Hepes és 1 g L*!
gliikoz; pH 7,4). A Fura-2-t egy CoolLED pE-340fura fényforrassal (CoolLED LTD, Andover,
Anglia) gerjesztettiik, ami ZEISS Axiovert 200m-es mikroszkoppal volt dsszekapcsolva. A
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gerjesztési hullamhossz 340 és 380 nm kozott valtakozott, az emissziot 505-570 nm-es
savatereszt6 szlirdvel detektaltuk, a méréseket szobahdmérsékleten végeztiik. A képfelvétel és
utofeldolgozas az AxioVision (rel. 4.8) szoftverrel (Zeiss) tortént. A [Ca?*]i-t reprezentald
fluoreszcencia hanyadost a hattérkorrekciot kovetden a 340 ¢és 380 nm-en készitett képekbdl
szamitottuk ki. Ezekben a kisérletekben két objektivet hasznaltunk, 10x-es (levegd) az

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

5.16 Statisztikai analizis és adatelemzés

Az 6sszevont adatokat az atlag = standard hiba (SEM) formaban fejeztiik ki. Az adatcsoportok
kozotti kiilonbségeket kozonséges egytényezds ANOVA, Bonferroni post hoc tobbszorods
Osszehasonlitd teszt (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) és Student-féle t-teszt
(kétmintas, kétoldali t-proba) segitségével értékeltiik ki, ahol a 0,05-nél kisebb p-értékeket

statisztikailag szignifikans kiilonbségnek tekintettiik.
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6 Eredmények

6.1 Kulonboz6 szeptinek kifejez6dése C2C12 mioblasztokon és differencialt
miotubulusokon

A szeptineket, mint a citoszkeletalis rendszer meghatdroz6 komponenseit eddig vazizom
eredetli sejtekben nem vizsgaltak [82,83]. A miogén eredetli C2C12 sejtekben a szeptinek adott
csoportjaiba tartozd fehérjék mRNS-eit proliferacio és differencialédas sordn egyarant
kimutattuk (15. abra). A SEPT2 csoport (1,2,4,5) képvisel6inek mRNS szintje esetén a Szeptin 1
alig fejez0dott ki, a Szeptin2 proliferalo és differencialé mintakon egyarant kimutathat6 volt, a
Szeptind differencialodas fiiggd expressziot mutatott és a Szeptin is jelen volt. A SEPT3
(3,9,12) csoportbodl a Szeptin3 alig fejez0dott ki és a Szeptinl2 sem volt kimutathato, a Szeptin9
viszont proliferal6 és differencialé mintakban egyarant erds jeleket mutatott. A SEPT6 csoport
tagjaibodl (6,8,10,11,14) a Szeptinl4 nem amplifikalddott az altalunk vizsgalt mintdkon, mig a
tobbi fehérje mRNS-eit mind proliferdlo és differencialé mintakbol ki tudtuk mutatni. Kiemelt
jelentdségli a SEPT7 csoport egyetlen képviseldjének, a Szeptin7-nek a jelenléte, mivel ez a
fehérje sziikséges a szeptin komplexek képzddéséhez. A Szeptin7 mRNS-e proliferald és
differenciadld6 mintdkban egyarant detektalhat6 volt. Mivel a szeptinek egymaéssal kiilonb6zo
tipusi makromolekularis komplexeket és hetero-oligomereket képeznek, igy az adott csoportba
tartoz6 szeptin fehérjék jelenléte kritikus a megfeleld fehérjekomplex szervezddéséhez

[35,56,84].
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15. abra: Kiilonbozo szeptinek expresszioja mRNS szinten C2C12 sejttenyészetben. A C2C12 sejteket
szélesztettiik, majd adott idopontokban a tenyészeteket learattuk a modszerekben leirt protokoll szerint
Trizol segitségével. A kiilonbozo allapotok az alabbiak voltak: pl: proliferalo mioblasztok, dli, d3, d5:
a képzédo miotubulus a differencialodas 1, 3 és 5 napjan. RNS izolaldst kévetéen az 1. tablazatban
meghatarozott primerek segitségével a mintakkal RT-PCR reakciot végeztiink, mely kvalitativ elemzés
eredményei az abran lathatok.

Részletesebben a Szeptin7 kifejezddését vizsgaltuk fehérje szinten is a C2C12 tenyészetek
kiilonbozd fejlettségi allapotaiban. Eredményeink alapjan kimutattuk a Szeptin7 fehérje
jelenlétét mind a proliferacids, mind a kiilonb6z6 differencialédasi napokon (16. abra). A
szemi-kvantitativ adatok alapjan, o-aktininre torténd normalizélads utan a Szeptin7 fehérje
expresszios szintje a differencidlodas eldrehaladtaval csokkend tendenciat mutat C2C12

miotubulusokban, mely a 16. dbra (B) paneljén lathato.

44



WB
A B

4 -
Std p1 dl d3 d5 -
*(©
- N @ 3]
100 kDa [l " *% (S =% EE
a-aktinin~110kDa 5T 2.
55 kDa s
- as &n g» g
oo '
i Qo
35 kD3 Szeptin7: 50kDa N N

p1 d1 d3 d5

16. abra: Ontogenezis-fiiggd Szeptin7 fehérje expresszio proliferalo és differencialt C2C12 sejtekben.
Reprezentativ Western Blot eredmény (A). A C2C12 sejteket szélesztettiik és adott napokon a mintakat
fehérjekimutatas céljabol arattuk le. A mintakat a Fehérjekimutatas fejezetben leirtak alapjan kezeltiik,
majd WB soran, Szeptin7 (1:250) és a-aktinin (1:250) specifikus primer, valamint megfelelé szekunder
antitestekkel torténd inkubdcio utan a lumineszcens jeleket detektaltuk. A Szeptin7 denzitometrids (A)
ertekek normalizalasa az a-aktininre és ennek abrazolasa (N=3) (B).

6.2 ASzeptin7 elengedhetetlen a C2C12 sejtek osztédasahoz

A Szeptin7 szerepének feltérképezéséhez elsd 1épésként genetikai moddositassal kivantuk
megvaltoztatni az altalunk hasznalt sejtekben a fehérje kifejez0dését. A Szeptin7 expressziot
C2C12 sejtekben eldszor CRISPR/Cas9 technikaval terveztiik géatolni (17. &bra, illetve a
metodika génkilitéses szakasza). Ez a kisérleti megkozelités abnormalis sejtmérethez vezetett,
raadasul a sejtek osztodasa leallt, amit a nagyméretii, tobb sejtmagot tartalmazo, egymastol nem
elvald sejtek szemléltetnek (17. dbra, B). Egy kultira esetében sem sikeriilt 8-10 sejtmagot
tartalmazd allapotot kovetden tovabbi sejtosztodast elérniink. Ez egyrészt arra utal, hogy a
Szeptin7 jelenléte elengedhetetlen a C2C12 sejtek osztddasdhoz, masrészt viszont mas
génmodositdsi modszer alkalmazasat tette sziikségessé tovabbi kisérleteinkben, hogy

fenntarthato sejtvonalat generaljunk a Szeptin7 szerepének vizsgélatara.
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17. abra: Kontroll (Ctrl, A), kezelés nélkiili, illetve Crispr KO és HDR plazmidokkal transzfektalt, majd
FACS Aria aramlasi citométerrel szortolt C2C12 sejtek (B) transzmisszios mikroszkopos képei azt
mutatjak, hogy a Szeptin7 expresszio feltételezett teljes gatlasa C2C12 sejtekben megakaddlyozza a
megfeleld proliferaciot. A skala 50 um mind a két panel esetében.

6.3 A Szeptin7 fehérje expresszié csokkentésének hatasa C2C12 sejteken

A Szeptin7 csokkent expressziojat C2C12  mioblasztokban  shRNS-kozvetitett
géncsendesitéssel értiikk el. A knockdown (S7-KD) sejtek csokkent Szeptin7 fehérjeszintje
kimutathat6 volt (18-19. 4bra) az abszolut kontrollhoz (Ctrl), illetve a kevert Szeptin7
szekvenciaju (Scr) shRNS-transzfektalt sejtekhez képest, rdadasul ez a valtozas megmaradt a
differencialodasi folyamat sordn is. A Szeptin7 fehérje kifejezédésében kb. 50%-o0s csokkenést

sikeriilt elérni géncsendesités soran.
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18. abra: A Szeptin7 fehérje (50 kDa) modositott expressziojat kévettiik a Ctrl, Scr és S7-KD sejtek (abran

ryr .

(1-5) jelenti a differencialodas kezdetet kovetoen. A létran megadott méretek kDa mértékegységben vannak
megadva. A Ctrl, Scr és az S7-KD sejtekbdl minden esetben 8 ug fehérjemintat vittiink fel az SDS-PAGE
gélre, majd elektroforézist és nitrocelluloz membranra torténd blottolast kévetben, a Szeptin7-t (50 kDa) és
az a-aktinint (110 kDa) a megfelel6 primer antitestekkel torténd jeloléssel vizsgaltuk.
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19. dabra: A Szeptin7 fehérje (50 kDa) expressziojanak valtozasat nyomon kévettiik a Ctrl, Scr és S7-KD
sejtek differencialodasi folyamata soran. Az ND a nem differencialt, a DI1-D5 a megfeleld napokat (1—-
5) jelenti a differencialodas kivaltasat kovetoen. Az abran a 18. abran bemutatott kisérlet adataibol
szarmazo, relativ optikai denzitas értékei lathatok, mely szerint a Ctrl sejtekhez képest kb. 50%-o0s
Szeptin7 expresszio csokkenést sikeriilt elérniink (N=3, Western Blot adatok).
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Mar a géncsendesitett sejtek fénymikroszkdpos nyomonkdvetésénél is megfigyelhetd volt,
hogy a Szeptin7 fehérje kifejez0désének csdkkentése jelentds valtozasokat eredményezett a
sejtek megjelenésében és alakjaban egyarant. Ennek tovabbi vizsgalatara a Scr és S7-KD
sejteken specifikus immunjelolést végeztiink Szeptin7-re és a sejtalakot alapvetden befolyasold
aktinra (F-aktin) (20-21. 4bra). A Ctrl és Scr sejtekben megfigyelhetd jellegzetes Szeptin7
filament szerkezet a legtobb S7-KD sejtben eltlint, helyette a fehérje fragmentalt, pontszerii
megjelenését figyeltiik meg (20. abra). A Ctrl és a Scr tenyészetekben a Szeptin7 €s az aktin

filamentumok erdsen kolokalizaltak voltak, mig a S7-KD sejtekben (21. 4bra) ez a térbeli

atfedés nem jellemzd, bar a sejteken beliili aktin szerkezete tobbnyire valtozatlannak t{int.

20. abra: A Szeptin7 filamentumok immunjelolése proliferalo Scr (bal) és S7-KD sejtekben (jobb), amely
a filamentum szerkezetének, méretének és alakjanak megvaltozasat mutatja. A skala hossza 20 um.
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21. abra: A Szeptin7 (zold) és az aktin (piros) filamentumok intracellularis lokalizacioja kiilon-kiilon,
és egyiitt (harmadik oszlop) proliferdlo Ctrl, Scr és S7-KD C2C12 sejtekben. A skala hossza 50 yum.

Ahhoz, hogy a Scr és S7-KD sejtekben a Szeptin7 filamentumok elrendezddését még
szemléletesebben mutassuk, egy maszkolési eljarast alkalmaztunk, melynek részletei a 22.
abran lathatok. A két sejttipus (Scr és S7-KD) kozott nemesak a sejtmorfoldgia valtozasai
mutatkoznak meg, hanem a Szeptin7 filamentdzus szerkezetének jelentds kiilonbsége is jol
koriil hatarolhatd. A Scr (A) és S7-KD sejteken (B) jelolt Szeptin7 (zo1d) €s aktin filamentumok
(piros) jol szemléltetik az adott fehérjéket reprezentald intenzitdsok aszimmetrikus eloszlasat
az S7-KD sejtek esetében, ellentétben a Scr sejteken megfigyelhetd, egyenletes citoplazmatikus
megjelenéssel. Az egyedi szinekkel késziilt képek (C, D) a kiilonalld csatornak kiiszobértékével
késziiltek. A két tenyészet esetében, a maszkolast kovetéen kolokalizacids elemzést is
végeztiink, ennek alapjan a Pearson-féle egyiitthato kisebb volt a S7-KD sejtekben (0,648), mint
az Scr C2C12 sejtek esetében (0,833).



Szeptin7

22. abra: Reprezentativ konfokalis képek a Szeptin7 (z6ld) és az aktin (piros) filamentumokrol egy
proliferalo Scr (4) és egy S7-KD (B) C2C12 mioblaszt sejtben, ahol kolokalizacios elemzést végeztiink.
A Pearson-féle kolokalizacios egyiitthato kisebb volt az S7-KD (B, 0,648), mint a Scr (A, 0,833) sejt
esetében. A sejtek eredeti egyesitett képeibdl a Szeptin7 (zold szinnel) és az aktin filamentumok (piros
szinnel) kiilon-kiilon vannak abrazolva a Scr (C) és az S7-KD (D) sejtek esetében. Az intenzitasok
aszimmetrikus eloszlasa az S7-KD sejtek esetében egyértelmiien azonosithato. A filamentumképek (C,
D) a kiilonallo csatornak kiiszobértékének meghatarozasaval késziiltek. Az (A) és (B) panelekben a
méretaranyos sav 10 um-nek felel meg.

A sejtmorfologiaban bekovetkezett valtozasok kvantitativ jellemzéséhez az Imagel] program
segitségével meghataroztuk a fent emlitett sejtkulturdkban az egyedi sejtek teriiletét, keriiletét,
és az ezekbdl szamolt koralakusagot (cirkularitast) is. A cirkularitas egy mértékegység nélkiili
szam 0 és 1 kozott, amelyet a (4nxteriilet /a keriilet négyzet) képlettel szamol ki a program. A
S7-KD sejtek atlagos teriilete szignifikdnsan magasabb volt a Scr tenyészet megfeleld
paraméteré¢hez viszonyitva (23. abra). A meghatarozott cirkularitds adatok azt mutatjak, a S7-
KD sejtek inkdbb hasonlitanak a kor alakhoz, mint a Scr sejtek. Ez az eredmény jol korrelél
korabbi megfigyeléseinkkel, miszerint a S7-KD sejtek kevesebb nytlvannyal rendelkeztek
(lasd 20. és 21. abra). A fentiekkel ellentétben a S7-KD sejtek keriilete szignifikdnsan nem
kiilonbozik a Scr és Ctrl sejtekétdl (23. abra). Az itt bemutatott sejtmorfoldgiai paraméterekben
nem taldltunk szignifikans kiilonbséget a Ctrl és Scr sejtek kozott, igy a S7-KD sejtekben vald
eltérések kialakitdsdban a csokkent Szeptin7 kifejezddés jelentds szereppel bir. A Szeptin7
expresszio csokkenése feltehetdleg a szeptinek magasabb rendii szerkezeteit is karosan

érinthette.
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23. abra: A sejtmorfoldgia valtozdsainak szamszeriisitése, mely soran a tenyészetek keriiletét, dtlagos
koralakusagat és teriiletét vizsgaltuk. A vizsgalt sejtek szama Ctrl sejtek esetén 127, Scr-ben 96, S7-KD
tenyészetekben 121 volt; *p<0,05, ***p<0,001; a kisérletet kétszer ismételtiik meg (N=2). A kisérleti
eredmények alapjan a keriiletben nem talaltunk szignifikans eltérést a tenyészetek kozott. Fontos
megfigyelés, hogy az S7-KD sejtek kevesebb nyulvannyal rendelkeztek, amit az datlagos kéralakusdagban
tapasztalt kiilonbség is jol mutat. A sejtek atlagos teriilete esetén az S7-KD sejtek nagyobb teriilettel
rendelkeztek. A képek feldolgozasa az ImageJ szoftver segitségével tortént. Az abrakon a vonalak a
mediant az interkvartilis intervallummal (Q1 és Q3) jelolik.

A Szeptin7 sejtosztodasban betdltott szerepét mar szdmos mas sejttipusban leirtdk, nemcsak
emlds, hanem élesztd sejtekben is. A mioblasztok proliferacios kapacitasat tobb napon keresztiil
teszteltlik, eredményeink szerint szignifikansan csokkent a sejtosztddas a Szeptin7 modositott
sejtekben (24. abra). Ez jol korreldl a sejtek tenyésztésénél tett megfigyeléssel, miszerint azonos
sejtszambol kiindulva a S7-KD sejtek minden esetben késobb érték el a konfluens allapotot,

mint a Scr vagy Ctrl tenyészetek.
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24. abra: A sejtproliferdcios vizsgalatok eredményei. Csokkent proliferacio tapasztalhato 3 nappal a
szélesztes utan, CyQUANT fluoreszcenciaként értékelve (3 kisérlet eredményeibol, n=24/tenyészet, ahol
egy szimbolum egy 96-well lyuk mérési eredményét mutatja (***p<0,001).

6.5 A Szeptin7 fehérje létfontossagu a C2C12 sejtek differencidlddasahoz

A kiilonboz0 tenyészetek faziskontraszt mikroszkopban torténé nyomonkdvetése soran a masik
fontos megfigyelésiink az volt, hogy a tenyészetek differencidlodésa soran a miotubulusok
képzése is jelentésen modosult a Szeptin7 géncsendesitést kovetden. Ennek pontos
meghatdrozasara a differencidlodés kiilonb6z6 napjain fixaltuk a tenyészeteket és ezeken
meg C2C12 tenyészetekben, ott is kizardlag a tobbmagvii miotubulusokban [85]. A
miotubulusok képzddését a fuzids index kiszamitdsaval jellemeztiik, ami azt jelenti, hogy
milyen ardnyban taldltunk sejtmagokat a tobbmagvu, termindlisan differencialt
miotubulusokban a teljes tenyészetben. A differencialédas masodik napjatol kezdddden
novekvo miotubulus képzddés volt megfigyelhetd a Ctrl és a Scr tenyészetekben, mig a S7-KD
tenyészetekben csak elhanyagolhat6 sejtfiizié volt kimutathatd, még a kisérlet 6. napjan is (25.
abra). A folyamat kvantitativ jellemzése végett meghataroztuk az egyes tenyészetekben az adott
differencidlodasi napokon a fuzids indexet és ezt az id6 fliggvényében abrazoltuk. Mint azt a
26. abra szemlélteti, a Ctrl és Scr tenyészetek esetében folyamatosan emelkedd értékeket
kaptunk, ami az egyre elérehaladottabb differencialtsagi fokot (nagyobb szdmu miotubulusban
1évé magszamot) prezentdl. Ezzel ellentétben a S7-KD tenyészetekben mar a masodik
differencidlodasi naptdl szignifikansan alacsonyabb fizios indexet kaptunk, ami a miotubulus-

képzés visszamaradott voltara utal.
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2. Differencialédasi nap 4. Differencialédasi nap 6. Differencialédasi nap

Scr Ctrl

$7-KD

25. abra: Reprezentativ konfokdlis képek differencialt Ctrl, Scr és S7-KD tenyészetekrol. A kisérlet sordan
a differencialodasi folyamat soran naponta immuncitokémiai jelolést végeztiink, igy sejtvonalanként 6
kiilonbozo allapotot vizsgaltunk. A miotubulusokban expresszalodo dezmint fluoreszcensen jeloltiik
specifikus antitesttel (dezmin, 1:250, masodlagos antitest: Alexa Fluor 488 (zold), 1:1000), a
sejtmagokat pedig DAPI-val (kék) festettiik. A skala hossza 50 um.
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26. abra: A 6 napos tenyésztés alatt a differencidalodast a fuzios index kiszamitasaval értékeltiik a Ctrl
(fekete), Scr (zold) és S7-KD kulturakban (2 parhuzamos kisérletbol, minden differencidalodasi napon
20 véletlenszerii latotér vizsgalataval). Az abrdn lévé vizszintes vonal azt mutatja, hogy hol volt
statisztikailag szignifikans a kiilonbség a Scr és az S7-KD sejtek kozott (*p<0,05 a t-tesztbol). A Ctrl és
Scr mintak esetében hasonlo, szignifikansan nem kiilonbozd fuzios index értékeket kaptunk.

6.6 A Szeptin7 hatasa a C2C12 sejtek mitokondrialis halézatara

A szeptinek szerepét a kiillonbozd sejtek mitokondrialis halozatdnak kialakitdsdban mar tobb
alkalommal is elemezték [86,87]. Az eddigi tudomanyos eredményeket alapul véve
feltételeztiik, hogy a Szeptin7 expresszidjanak valtozasa hatassal lehet a mitokondrialis
morfologiara géncsendesitett C2C12 sejtekben [88]. ElS sejteken kivitelezett MitoTracker Red
CMXR-al torténd festést kovetden azt tapasztaltuk, hogy a S7-KD sejtekben nemcsak a
Szeptin7 filamentdzus szerkezete kiilonbozott a Ctrl és Scr tenyészetektdl, hanem a
mitokondrilis halozatot is jelentdsen érintette a Szeptin7 gén csendesitése (27. abra). A Ctrl és
Scr tenyészeteken megfigyelhetd, kiterjedt mitokondridlis "héalozat” jelentdsen beszikiilt és
modosult Osszetettséget mutatott a S7-KD sejtekben. Ez arra utalhat, hogy a citoszkeletalis
szeptin rendszer a mitokondriélis rendszer felépitésében és struktiraltsdganak megtartasaban is

jelentds szerepet vallalhat a mioblasztokban.
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Mitokondrium
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27. abra: A mitokondrialis halozat és a szeptin filamentumok megvaltozasa Szeptin7 géncsendesitest
kovetéen C2C12 tenyészetekben. A reprezentativ képek a fluoreszcensen jelélt mitokondriumokat (piros)
és a Szeptin7 fehérjéket (z6ld) mutatjak a Ctrl, a Scr és a S7-KD proliferalo mioblasztokban. A magok
DAPI-vel vannak jelolve (kék). A skala 20 um-t jelent.

6.7 A Szeptin7 eltérd elrendezédést mutat migrald és nem migrald sejtekben

A vazizom fejlodése és az izomsériilés utdni regenerdcid soran a miogén sejteknek ¢és
eldalakjainak az adott helyre vald jutasa kiemelt jelentdségii, hiszen igy tud késébb funkcionalis
izomrost képzddni [17]. A sejtek migracidja a citoszkeletélis rendszeriik atszervezddésével jar

egyiitt. Kisérleteink soran a Szeptin7 fehérje migracié alatti valtozasait vizsgaltuk.
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Bebizonyitottuk, hogy a Szeptin7 és az aktin filamentumok, mely utdbbi szabalyozd szerepe
jol ismert a sejtmozgésban, kolokalizaloédnak C2C12 sejteken (21. és 22. 4bra). A Szeptin7
fehérje szerkezeti atrendez6désérdl a mioblasztok mozgisa sordn azonban még nem allt
rendelkezésre informacio. Nem migrald sejtekben a Szeptin7 filamentszerli megjelenését
mutattuk ki (28. dbra, A), a migracio sordn viszont ez a kifejezddési forma megvaltozott, és jol
szervezett szerkezeti egységek alakultak ki (28. &bra, B), melyek elsésorban a
sejtprojekcidkban, és a hatulso éleken voltak megfigyelhet6k. Mivel a géncsendesités soran
megkozelitéen 50%-o0s csokkenést sikeriilt elérni, igy alapvetden az S7-KD sejtek is képesek
Szeptin7-et termelni, és az ezen fehérjét tartalmazo filamentumok megjelenése még a migrald
S7-KD sejtek esetében is kimutathatd a sejtnyulvanyokban (28. ébra, B). Migracié soran a
Szeptin7 megvaltozott megjelenésével parhuzamosan az aktin rendszer is atszervezddott

mindegyik vizsgalt sejttipusban (29. abra).

Ctrl Scr S7-KD

B

28. abra: A Szeptin7 kimutatasa immunjeloléssel nem migralo (4) és migradlo (B) mioblasztokban. A
Szeptin7-et tartalmazo citoszkeletalis filamentumokat anti-Szeptin7 antitesttel és a megfelelé Cy3-mal
Jjelolt masodlagos antitesttel (piros) vizsgaltuk kontroll (Ctrl), Scrambled shRNS-transzfektalt (Scr) és a
Szeptin7-knockdown (S7-KD) C2C12 mioblasztokban. Az egyes tenyészetek nem migralo (A) és migralo

crer

Airyscan konfokalis mikroszkop segitségével, 40x olajimmerzios objektivvel és 535 nm-es gerjesztési
hullamhosszal. A skala hossza 10 um. A B panel abradin a nyilak a migracio iranyat jelolik.
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29. abra: A 28. abra aktinnal kiegészitett része. A Szeptin7-et tartalmazo citoszkeletdlis filamentumokat
anti-Szeptin7 antitesttel és a megfelelo Cy3-jelolt masodlagos antitesttel vizsgaltuk kontroll (Ctrl),
ShRNS-transzfektalt (Scr) és S7-KD C2C12 mioblasztokban. Az aktin filamentumokat FITC-jelolt
phalloidinnal, mig a sejtmagokat DAPI-val festettiik. Az egyes kulturak nem migralo (A) és migralo (B)

crer

objektivvel. A Szeptin7 (piros), az aktin (zold), illetve a sejtmagok (kék) lathatova tételéhez 535, 488 és
405 nm gerjesztési hullamhosszakat hasznaltunk. A B panel abrain a nyilak a migracio iranyat mutatjak.
A méretaranyos savok 10 um-t jelentenek.

Ahhoz, hogy a Szeptin7 fehérje megjelenését idében is nyomon tudjuk kovetni, a kovetkezd
kisérletet €10 sejteken végeztiik. Fluoreszcensen tag-elt Szeptin7-N-mCherry fehérje exogén
plazmidrol torténd expresszidjat, valamint ennek sejtben torténd megjelenését Opera Phenix
képalkotd rendszer segitségével kovettik nyomon. Az tjonnan képzddott Szeptin7
filamentézus megjelenést mutatott (30. &bra) normal tenyésztési koriilmények kozott,
immunjelolést kovetden pedig meg tudtuk kiilonboztetni a plazmidrol expresszalodo
fluoreszcens filamentumokat az endogén modon képz6ddktdl (30. dbra, B). Ezenkiviil a fuzids
fehérje kifejezddését vandorld C2C12 mioblasztokban is nyomon kovettiik (31. abra). Az 5
percenként készitett felvételek alapjan a Szeptin7 filamentumok folyamatosan valtozo
mintazatat észleltlik, ami egyértelmii bizonyitéka volt a Szeptin7 filamentumok migraci6 soran

bekovetkezo valtozasainak (31. abra).
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30. abra: Fluorofor-jelolt Szeptin7 fehérje expresszioja és filamentozus megjelenése C2CI2
mioblasztokban. Az mCherry-taggel ellatott Szeptin7 fehérjét eukariota expresszios vektorrol indukaltuk
proliferalo C2C12 mioblasztokban. A fluoreszcens Szeptin7 filamentumok (piros) intracellularis
eloszlasat konfokalis lézer pasztazo mikroszkoppal vizsgaltuk. (A) Az mCherry-N-Szeptin7 fuzios fehérje
fluoreszcens képe C2C12 mioblasztokban. A skala 10 um. (B) Az mCherry-N-Szeptin7 fuzios fehérje
(piros) és az endogén modon szintetizalt Szeptin7 (zold) lokalizacioja és eloszlasa immunjelélést
kovetéen. Szeptin7 antitestet (Septin7, IBL, 1:250, masodlagos antitest: Alexa Fluor 488, zéld)
hasznaltuk a sejtekben [évo Osszes Szeptin?7 feherje jelolésére. Az egyesitett kép az exogén és endogén
Szeptin7 feherjék intracellularis lokalizaciojat mutatja. A sejtmagokat DAPI-val (kek) jeloltiik. A skala
20 um. (C-D) A szintetizalt mCherry-N-Szeptin7 fehérje (piros) elhelyezkedése a sejten beliil. A sejt
kérvonalat fehér szaggatott vonal jel6li, mig kék szinnel a sejtmagot jeloltiik (DAPI).
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t=335 perc t=340 perc t=345 perc

t=350 perc t=355 perc t=360 perc

31. abra: Képsorozatok a migralo C2CI12 mioblasztokrol. Az mCherry-N-Szeptin7 filamentumokat
(piros) Opera Phenix rendszerrel kovettiik nyomon a mioblasztok migracioja soran. 5 percenként
felvételek keésziiltek, amelyek a sejtek helyzetét és a Szeptin7 filamentumok tényleges elhelyezkedeését
mutatjak be migralo C2C12 sejten beliil. A fehér nyil az adott sejt mozgasanak iranyat jelzi, mig az idé
a kisérlet kezdetétol eltelt idot mutatja.

6.8 A Szeptin7 szerepet jatszik a migracio alatti intracelluldris [Ca?*] valtozasokban

Szérummentes DMEM tépoldatban tartott tenyészetekben 5 ords inkubdaciot kovetéen a nem
migralo és migralo sejtek egyértelmiien elkiilonithetéek voltak (32.A ébra). Mivel a C2C12
mioblasztok ebben a kornyezetben nem képesek osztodni, az [Ca?']i valtozasa a sejtek
kiilonbség a nem migralé sejtek [Ca®']i-ban, mig ezen tenyészetek migralo sejtjein az [Ca®'];
szignifikans novekedését mutattunk ki a nem migrald tarsaikhoz képest (32. abra). A S7-KD
sejtek esetében a nem migralo sejtek alacsonyabb, de szignifikinsan nem kiilonb6z6 [Ca®*];
szintet mutattak a Scr sejtekhez képest (33. abra). Bar a migralé S7-KD sejteken a [Ca*'];
emelkedés ugyantugy megfigyelheté volt, mint a Ctrl és Scr mioblasztoknal, a kialakult

emelkedés aranyaiban joval kisebb volt (33. dbra).
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32. dbra: Az [Ca’"]; Fura-2-AM-mel t6ltétt Ctrl és Scr C2C12 mioblasztokban hataroztuk meg. (A)
Reprezentativ ratiometrikus kép Fura-2-AM téltott Ctrl kulturdkrol. A szaggatott vonal a manudlisan
meghatarozott hatarvonalat jelentik a sejttenyészet nem migralo és migralo regioi kozott. A fehér nyilak
a migralo sejteket jelolik. A szinskala 340 és 380 nm-en mért elterd aranyt jelez; a melegebb szin
magasabb [Ca’"]-jelent. (B) A nem migrdlé (NM) és migralé (M) Ctrl (fekete) és Scr (zold) sejtekben
mért fluoreszcencia arany. A statisztikakat egytényezés ANOVA és Bonferroni-féle tobbszords
osszehasonlito teszt segitsegével szamoltuk (****p<0,001; n=48 és 89 sejt a nem migralo és migralo
Ctrl mintakban; n=62 és 86 sejt a nem migralo és migralo Scr mintakban, 3 fiiggetlen kisérletbol). A
négyszogek a négyzetdiagramokban a mediant, valamint a 25 és 75 szazalékos értékeket mutatjak, mig
a hibasavok 1 és 99%-ot mutatnak. A kisérleteket 10-szeres objektivvel végeztiik, tovabba az abra A
paneljén a migralo sejteket reprezentalo képeket 40-szeres objektivvel készitettiik.
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33. dbra: Az [Ca’" ] valtozdsai migralé C2C12 tenyészetekben. Az [Ca’” ] i~t Fura-2 AM-festékkel toltitt
Scr és S7-KD mioblasztokban hatdroztuk meg. (A) Reprezentativ ratiometrikus képek Fura-2-AM
festékkel toltott Scr (A) és S7-KD (B) tenyészetekbdl. A szaggatott vonalak a manualisan meghatarozott
hatarvonalat jelentik a sejttenyészetek nem migralo és migralo régioi kozott. A feher nyilak a migralo
sejteket jelolik. A szinskala 340 és 380 nm-en mért eltérd aranyt jelez; a melegebb szin magasabb
[Ca’"]-jelent. (C) Nem migralé (NM) és migralé (M) Scr (z6ld) és KD (piros) sejtekben mért
fluoreszcencia arany. A statisztikat az egytényezos ANOVA és Bonferroni-féle tobbszords osszehasonlito
teszttel szamitottuk ki (****p<0,001; n=62 és 86 sejt a nem migralo és migralo Scr-mintakban; valamint
n=130 és 125 sejt a nem migralo és migralo KD mintdakban, 3 fiiggetlen kisérletbol). A négyszogek a
négyzetdiagramokban a mediant, valamint a 25 és 75 szazalékos értékeket mutatjak, mig a hibasavok 1
és 99%-ot mutatnak. A kisérleteket 10-szeres objektivvel végeztiik, tovabba az abra A- B paneljén a
migralo sejteket reprezentalo képeket 40-szeres objektivvel készitettiik.

6.9 A Szeptin7 szintje hatassal van a migraciora

Mivel a Szeptin7 filamentumok elrendezédése kiilonbozik a migrald és nem migrald sejtekben,
kivancsiak voltunk arra, hogyan valtoznak az alapvetd migracios paraméterek (teljes megtett
Gt, atlagos sebesség, kiinduldsi ponttél valé maximélis tavolsag, 34. Abra, D panel) a
géncsendesitett C2C12 sejtvonalon. Kisérleteink soran a Mitomycin C-t, egy erés DNS-
keresztktot hasznaltunk a sejtosztodas blokkoldsara. A mérések 24 6raig tartottak, melybdl az
elsd 12 orat hasznaltuk fel az adatok elemzésére. Fontos kiemelni, hogy a Ctrl és Scr sejtek
kozott a vizsgalt paraméterekben nem tapasztalunk szignifikans valtozast 12 dra migracio alatt
(34. abra, A-C panelek). Eredményeink azt mutatjak, hogy a S7-KD sejtek atlagos sebessége
nagyobb volt, mint az Scr sejteké, és ezek a sejtek tavolabb keriiltek a kiindulasi ponttol (34.
abra A, B, C panelek). Mivel a teljes tvonal is hosszabb volt, a S7-KD sejtek tobbet migraltak,

mint a Scr sejtek.
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34. abra: A migrdciot leiro paraméterek valtozasa a vizsgalt tenyészetekben. 12 ords migraciot
elemeztiink, és kiszamitottuk a teljes ut hosszat (A), az atlagos sebességet (B) és az egyes sejtek eredeti
helyzetétol valo maximalis tavolsagot (C). A statisztikakat egytényezés ANOVA és Bonferroni-féle
tobbszoros dsszehasonlito tesztjével szamitottuk ki (*p<0,05, **<0,01, ****<0,001;, n=23 sejt Ctrl
esetén, n=34 sejt Scr esetén és n=33 sejt S7-KD-ben, 3 fiiggetlen kisérletbdl). A (D) panel a vizsgalt
paramétereket mutatja be sematikus abrazoldasban.

A Scr és S7-KD sejtek kozti kiilonbséget szemlélteti a 35. dbra A paneljén talalhatd, nem

migralo események szama is, mely a Scr sejtekben szignifikdnsan magasabb volt. Ahhoz, hogy

c sy

abra, C-F panelek). Ezeken az abrakon lathato, hogy az S7-KD sejtek a 12 6ras migracio elején

kevesebb alkalommal tesznek fordulatot, bar a megfigyelést statisztikailag nem vizsgaltuk.

Ezt kdvetden a teljes Gtvonalat az id6 fiiggvényében abrazoltuk, amely a 35. dbra B paneljén

lathatd. Az ilyen modon reprezentalt idébeli eltérés a S7-KD sejtek gyorsabb mozgasat
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szemlélteti. A kapott adatok alapjan a migracio feltehetdleg a Szeptin7 fehérje csokkent

kifejez6dése miatt valtozik meg.
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35. abra: Az S7-KD és Scr sejtek migrdcioban bekovetkezett valtozasok bemutatdsa. (4) Az eredeti
felvételek 20 perces periodusabol hataroztuk meg azon események szamat, ahol a sejtek nem migraltak
vagy migraltak. Nem migralo eseménynek vettiik, ha a sejtek mozgasa semmilyen irdnyban nem érte el
a sejtek méretét. (B) Ahhoz, hogy a Scr és S7-KD sejtek kozotti idobeli kiilonbséget is szemléltessiik, a
panelen az 5 perces intervallumok esetén mért teljes megtett ut idobeli valtozasa lathato. A migralo Scr
(C) és S7-KD (E) C2C12 mioblasztok reprezentativ palydit mutatjuk be, ahol kiilonbozo szinek az egyes
sejteket jelolik a migracio elsé 12 orajaban. A palyak részletesebb megjelenitése érdekeben az D és F
panelek az C és E panelek kinagyitott teriileteit mutatjidk be, amint azt a sziirke téglalapok is jelzik.
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6.10 Az FCF stabilizalja a Szeptin7 filamentumokat C2C12 mioblasztokban

Mint ahogy a bevezetdben is emlitettiik, az FCF egy olyan szer, amelyet az eukariota sejtekben
a szeptinek stabilizilasara hasznalnak kiilonbozo kisérletekben [47]. Munkank soran elészor azt
vizsgaltuk, hogy az FCF kezelés befolyasolja-e és ha igen, milyen médon a C2C12 mioblasztok
essz¢ segitségével, eredményeink szerint a szer dozisfiiggd moddon csokkentette a
sejtproliferaciot (36. abra). A tovabbi vizsgalatokhoz a félhatasos dozis alatti, 100 uM-os

koncentraciot valasztottuk.
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adatpontokat a nem kezelt tenyészetekre normalizalva mutatjuk be, és a Hill-egyenlettel illesztettiik dket,
ami koriilbeliil 181uM ICso-értéket eredményezett.

Irodalmi adatok alapjan feltételezhetd, hogy az FCF a Szeptin7 fehérje GDP-kotd helyéhez
kotédhet [47] [89]. A mioblasztok FCF kezelését kovetden Szeptin7-specifikus immunjeldlést
végeztiink annak érdekében, hogy a filament szerkezetben bekdvetkezd valtozadsokat nyomon
kovessiik. Megallapitottuk, hogy a Szeptin7 filamentumok architekturaja jelent6sen
megvaltozott FCF hatdsara, a sejtekben hosszabbnak és vastagabbnak tind filamentumok
jelentek meg (37. ébra) és azok intracellularis elhelyezkedése is eltérd volt a nem kezelt

sejtekhez képest. A filamentumok vastagsagat szamszertsitettiik is, FCF kezelt Ctrl sejtekben
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az immunjelolt Szeptin7 filamentumok vastagsaga szignifikdnsan nagyobb volt a nem kezelt

sejtek megfeleld paraméteré¢hez képest, ennek eredményét a 37. dbran mutatjuk be.
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]

ke

—_— Nem kezelt Mioblaszt FCF kezelt Mioblaszt

=

A filamentumok atlagos
vastagsaga (um)
(@) —_
(é)] o
1 1
1
3

Endogén Szeptin7

FCF
kezelés

37. abra: Az egyes Szeptin7-filamentumok atlagos vastagsagat véletlenszertien kivalasztott mezdékben
hataroztuk meg a kezeletlen és FCF-kezelt Ctrl C2C12 sejtekben. A statisztikat Student-féle t-probaval
szamoltuk (****p<0,001; n=57 filament a nem kezelt (fekete), illetve n=63 filament az FCF-kezelt Ctrl
sejtekben (magenta), a megfelelo kulturakon beliil 4 egyedi latomezd 5 véletlenszeriien kivalasztott
teriiletérol). Az FCF kezelés valosziniileg stabilizalja a szeptin polimereket, kisérleti elrendezésiinkben
vastagabb és hosszabb Szeptin7 filamenteket generalva (fehér nyilakkal jelolve) az endogén Szeptin7-et
kifejez6 C2C12 sejtekben. A skalak mérete 10 um.

Ezt kovetden a fent emlitett FCF kezelést a fuzids fehérjével transzfektalt sejteken is
megismételtiik, az endogén Szeptin7-hez hasonléan joval nagyobb méretii, fluoreszcensen tag-

elt filamentumok megjelenését tapasztaltuk a kezelt sejteken (38. 4bra).
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38. dbra: Az altalunk eléallitott, Szeptin-7-mCherry feherjét kodolo plazmiddal térténd tranziens
transzfektalas utan 24 oraval a sejteken 24 oras FCF kezelest alkalmaztunk (100uM), majd AiryScan
880 lézer pasztazo konfokalis mikroszkoppal megvizsgaltuk a filamentumokat. A Szeptin7 filamentumok
vastagabbak lettek FCF kezelés hatasara az élé C2C12 sejtekben. A skalak mérete 10 um.

6.11 Az FCF kezelés megvaltoztatta a C2C12 mioblasztok migracidjat, viszont a C2C12
S7-KD tenyészetek ellendlldbbak voltak a kezeléssel szemben

Mivel az FCF-et gyakran hasznaljdk a szeptin filamentumok bioldgiai hatdsainak nyomon
kovetésére, célunk volt a szer tesztelése migrald mioblasztokon is. Az FCF-kezelés minden
tenyészet migracios paramétereit megvaltoztatta, de a nem kezelt tenyészetek paramétereire
normalizalt adatok valtozasa nagymértékben eltérd volt (39. abra A-C panel). A Scr és Ctrl
sejtek meghatarozott paraméterei kezelés hatasara szignifikdnsan csokkentek nem kezelt
tarsaikhoz viszonyitva. A kezelt Scr és Ctrl sejtek paramétereit egymassal 6sszehasonlitva azok
szignifikdnsan nem kiilonboztek egymastol. Ezzel szemben a S7-KD tenyészetek
ellenallobbnak tiinnek az FCF-kezeléssel szemben, mely utobbi megfigyelés a Szeptin7 fehérje
alacsonyabb kifejezddésének kovetkezménye lehet (39. abra A-C). A S7-KD sejteken
meghatdrozott, migraciot leir6 paraméterek koziil a teljes megtett Gt esetében sok esetben a nem
kezelt sejtekhez képest magasabb értékeket kaptunk, ami 100% feletti atlagot eredményezett.
Az éatlagos sebesség, valamint a kiindulési ponttdl mért maximalis elmozdulas értékeiben a S7-
KD sejteken szignifikansabb kisebb csokkenést tapasztaltunk FCF kezelést kdvetden, mint a
Ctrl és Scr tenyészeteknél.
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39. abra: Az FCF-kezelés megvaltoztatia a migraciot leiro paramétereket, de a S7-KD sejtek
ellenallobbak a szerrel szemben. Az FCF-kezelt tenyészetek dltal megtett teljes utat (A), dtlagos
sebességet (B) és a kiinduldsi ponttdl valo maximalis tavolsagot (C) meghataroztuk 12 ords migrdcio
alatt, és az FCF-kezelt sejtek ezen paramétereit a nem kezelt sejtekre normalizalt, szazalékos értékekként
mutatjuk be. A statisztikdakat egytényezés ANOVA és Bonferroni-féle t6bbszords osszehasonlito teszttel
szamitottuk ki (*p<0,05, **<0,01 ***<0,005, ****<0,001 (az FCF-kezelt Ctrl, Scr és S7-KD sejtek
adatainak dsszehasonlitasa) és #<0,05, ###<0,001 (a nem kezelt és az FCF-kezelt tenyészet
osszehasonlitasa); n=37 sejt Scr-ben, n=32 sejt KD-ben és n=21 sejt a Ctrl sejtek esetén, 3 fiiggetlen
kisérletbol.

Irodalmi adatok alapjan az FCF reverzibilis mddon, kortilbeliil 60-240 perc alatt stabilizalja a
szeptin filamentumokat, ugyanakkor ez fiigg az alkalmazott dozistol és a vizsgalt sejttipustol
egyarant [90]. Ennek a hatdsnak a bizonyitdsdra abrazoltuk a teljes ut adatait az idd
fliggvényében (40.4bra). Jol lathato, hogy az FCF mar a kezelés els6 ordja soran hatni kezdett,
¢s ez a hatés jelentdsebb volt a Ctrl és Scr tenyészetekben (40. abra, A-B), mint a S7-KD sejtek
esetében. Az FCF-nek tobb idére volt sziiksége a S7-KD sejtekben a migraciot gatld hatas

kialakitasahoz, azonban egy bizonyos id0 elteltével, koriilbeliil 8 ora kezelés utan, a szer mar
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itt is szignifikdns valtozast okozott a vizsgalt paraméterben a nem kezelt sejtekhez képest (40.
abra, C).
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40. abra: Az FCF-kezelést koveto valtozasok jobb szemléltetése érdekében a teljes megtett ut egyes
pontjait az ido fiiggvényében abrazoltuk a Ctrl (A), Scr (B) és az S7-KD (C) tenyészetek esetében
(*p<0,05, **<0,01 ***<0,005, ****<0,001). A kisérleti adatok alapjan lathato, hogy az FCF a kezelés
kezdetétol rovid idon beliil (1-4 ora) kezd hatni, mely hatas a kisérlet soran végig fennmaradt. Figyeljiik
meg az S7-KD sejteken tapasztalt hatas késobbi kialakulasat, mely a csokkent Szeptin7 kifejezddés miatt
JOhetett létre.
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7 Megbeszélés

7.1 Aszeptin filamentumok a vazizom citoszkeletalis rendszerének szerves részei

A szeptinek szerepérdl az elmult 50 év kutatdsai igazoltdk, hogy a citoszkeletalis rendszer
alapvetd elemei, hianyuk kiilonb6zd patologias elvaltozasokat eredményezhet. Szerepiiket tobb
szervezetben is igazoltdk mar [35]. A szeptinek élesztében a térbeli kompartmentalizacid
szabalyozoi és kulcsszerepet jatszanak a citokinézisben [91]. A szeptinek GTP-koto fehérjék,
amelyek filamentumokat és magasabb rendli struktardkat alkotnak az eukariota sejtek
plazmamembranja alatti rétegben, és tarsulnak az aktin és mikrotubulus citoszkeletélis
halézatokhoz. A szeptin komplexek koordinaljak a sejtosztodast, hozzdjarulnak a sejtpolaritds
fenntartdsahoz ¢és a sejtmembran szerkezetének dinamikus atalakitdsdhoz [60,92]. Bar a
citoszkeletalis szeptinek kifejezdését ¢és szerepliket tobbféle sejt/szovet tipusban
tanulmanyoztdk mar, vazizomban, illetve azt modellezé rendszerben erre vonatkozd
informaciok hidnyoznak a szakmai irodalomban. Ismereteink szerint eredményeink elséként
irjak le a kiilonb6z6 szeptin fehérjék RNS-ének ontogenezis-fliiggd expressziojat a C2C12
mioblaszt sejtekben ¢s differencialédasuk sordn, kiilonbozd fejlettségli miotubulusokban. A
négy szeptin csoport (SEPT2, SEPT3, SEPT6, SEPT7) tagjai kifejezddnek a C2C12 sejtekben,
melyek lehetdséget adnak véltozatos szeptin oligomerek és magasabb rendii struktirdk
létrehozasahoz. Kisérleteink alapjan igazoltuk, hogy a Szeptin7 fehérje, mint csoportjanak
egyediili tagja a differencialédas eldrehaladtaval csokkend expressziot mutat. Ez alapjan
feltételezhetd, hogy szerepe a mioblaszt allapotu proliferacio és a differencialodas kezdeti

szakaszan nagyobb, amikor a legtobb sejt fuzidja torténik.

7.2 Aszeptinek szerepe a mioblasztok sejtélettani folyamatainak szabalyozasaban

A szeptinek és mas citoszkeletalis fehérjék kozotti kapcsolat kiemelkedd szerepet jatszik a
mechanikai jelek biokémiai valaszokka torténd atalakitasaban. A szeptinek részt vesznek a
mechano-transzdukcidoban azéltal, hogy elésegitik a kontraktilis aktomiozin héalézatok
kialakulasat. Ezeket a megfigyeléseket tobb sejttipusban is igazoltak, példaul daganatos
betegségekkel Osszefiiggd fibroblaszt tenyészetekben, emlds epithelidlis sejtekben és az egér
sziv endothelidlis sejtekben (EC-kben) [93]. Tobb probalkozas is volt mar génkititott szeptin
modellrendszerek 1étrehozasara, viszont a jelenleg ismert 13 szeptin fehérjébdl minddsszesen

7 téle szeptin KO egeret sikertilt 1étrehozni [94]. A mindeniitt jelenlévd Szeptin7, Szeptin9 és
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Szeptinl1 genetikai ablacioja embrionalis letalitdshoz vezetett. A Szeptin7-/- egerek soha nem
szlilettek meg, a fejlddés korai szakaszaban megalltak, valosziniileg mitotikus hiba miatt [95].
A Szeptinl I-/- egerek fejlédése a méhen beliili 11,5. napon ledllt, és az egerek a 13,5. napon
elpusztultak [96]. Az egészséges sargatest, a szivverés és az erek fejlodése ellenére a Szeptin9
-/- embridk a vemhesség 10. napjara elpusztultak, mezenchimalis széveti degeneraciot €s
kiterjedt sejthalalt mutatva [70].

A fentiekkel 6sszhangban kimutattuk a Szeptin7 és az aktin filamentumok kolokalizaciojat Ctrl
és Scr C2C12 sejtekben. Ezenfeliil a CRISPR-Cas9 génkititéses technoldgia alkalmazasaval
tobb sejtmaggal rendelkezd, proliferaciora képtelen orids sejteket kaptunk eredményiil, mely
megfigyelés alapjan kijelenthetjiik, hogy Szeptin7 nélkiil ezek a sejtek nem képesek osztodni.
Eredményeink 6sszhangban vannak a tudoményos irodalommal, hiszen ahogy mar emlitettiik,
a Szeptin7-hidnyos egérembriokban nem torténik meg a gasztrulacid folyamata [69], ami a
Szeptin7 kulcsfontossagu szerepére utal az egyedfejlédés soran [45].

Géncsendesités segitségével a C2C12 sejtekben kb. 50%-0s Szeptin7 fehérjeszint csokkenést
értiink el, mely a filamentumok szerkezetét, méretét és a sejtek alakjat is megvaltoztatta.
Kisérleteink soran a Szeptin7 fehérje hianya nagyobb méretli és kevesebb nyulvannyal
rendelkezd, csaknem kerek C2C12 mioblaszt sejteket eredményezett, deformalt intracellularis
Szeptin7 filamentumokkal. Ez korreladl azzal a megfigyeléssel, hogy a Szeptin7 meghatarozo
funkcidval bir a sejtmorfologia meghatarozasdban kiilonbozd sejttipusokban, példaul az
idegrendszer hatsé gyokér ganglionok neuronjaiban [45] vagy egér primer fibroblasztjaiban
[97]. Korabban azt is kimutattak, hogy a Szeptin7, mint a miR-127-3p célgénje szerepet jatszik
a C2C12 proliferacié szabalyozasaban is [98]. Az altalunk vizsgalt modellrendszerben a
csokkenését okozta.

Ezen talmenden, a géncsendesitett S7-KD mioblasztokbdl jelentésen gatolt és eltolodott a
tobbmagvi miotubulusok 1étrehozasanak képessége, illetve folyamata, azaz sériilt a
differencialodési programjuk. Az izomdifferencidlodds soran szamos transzkripcios faktor
adott idében vald megjelenése rendkiviil fontos, viszont a sejtek kapcsolodasan tul a
citoszkeletalis rendszer atrendezddésére is sziikség van a miotubulusok létrehozasadhoz [34,39].
A C2C12 mioblasztokon végzett vizsgalatok a RhoA-t, a Racl-et és a Cdc42-t a miogenezis
fontos szabalyozoiként azonositottak. Ezek a GTPazok downstream kindzok és transzkripcios
faktorok, példaul a p38 MAPK, a c-Jun N-terminalis kindzok (JNK) és a szérum valasz faktor
(SRF) aktivitdsdnak moduldlasdn keresztiil mitkddnek. A RhoA 4ltal kozvetitett gatlassal

ellentétben a Rho GTP4z csalad mas tagjai - a Racl és a Cdc42 - mind in vitro, mind in vivo
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stimulaljak a fuzios folyamatot [99]. Az el6bb emlitett fehérjéket bizonyos sejttipusokban
(Racl szerepe HUVEC sejtekben vagy a Cdc42 ¢és kolcsonhatd partnerei: Caco-2 sejtek) a
szeptinek szabalyozd elemeiként irtdk le [100]. Az altaluk szabalyozott, bonyolult jelatviteli
utvonalakat C2C12 sejtekben a szeptinekkel kapcsolatosan még nem vizsgaltak, igy jelenleg
csak feltételezhetd, hogy ezek az utvonalak akdr a Szeptin7 fehérjén keresztil is
befolyasolhatjak a differencialodast. Osszegezve a megfigyeléseinket, munkacsoportunk
elészor irta le C2C12 sejtek vizsgalataval, hogy a Szeptin7 a citoszkeletalis szeptin szervezddés
kulcsfontossagu  szerepldje a sejtmorfoldgia, a proliferaci6 és a differencidlodas
szabalyozasaban mioblasztokon, amely folyamatok a miogenezis és a regeneracid alapvetd
eseményei. Bar Szeptin7 KO egérmodell nem 1étezik, vazizomspecifikus knockdown modellt
munkacsoportunknak sikeriilt 1étrehozni [83], ami lehetOséget adott a vézizmot érintd
folyamatok tanulméanyozasara [101,102].

A mitokondriumok kulcsfontossagti organellumok, amelyek a sejtek anyageseréjét az oxidativ
foszforilacion keresztiil torténd energiatermelés integralt mechanizmusan keresztiil
szabalyozzak. A halézat altalanos morfologidjat a mitokondriumok fizidja és hasadésa
hatdrozza meg [103]. A mitokondrialis fuziét szabalyozé szamos mechanizmus koziil
kimutattdk, hogy az endoplazmatikus retikulum (ER) és az aktin fontos szerepet jatszik a
mitokondriumok 6sszehuzodasanak kozvetitésében és a kulcsfontossagh fuzios faktor, a Drpl
nevll dinamin-szerli fehérje miikddésének eldsegitésében [104]. Emlds sejtekben kimutattak,
hogy a Szeptin2 kozvetleniil kolcsonhatasba 1ép a Drpl mitokondridlis hasitast szabalyozo
fehérjével, és sziikséges a Drpl hatékony lokalizaciojahoz a mitokondriumokban [87,88].
Feltételezhetd, hogy a szeptinek a mitokondridlis rendszer felépitésében és dinamikdjanak
fenntartasaban is szerepet jatszanak. Megfigyeléseink arra utalnak, hogy a Szeptin7-nek

crer

tovabbi kisérletekre van sziikség.

7.3 A Szeptin7 filamentumok atrendezédése a migrald mioblasztokban kiemelt
jelentéségl

A Szeptin7 egyediilallo, és jelentds mértékben hozzajarul a szeptin oligomerek és magasabb
rendil fehérjekomplexek kialakitdsdhoz. Mivel a Szeptin7 dontd szerepet jatszik a kiilonbozo
fejlédési stadiumokban, a sejtmigraciora gyakorolt hatasa alapvetd lehet a kiilonbozd szovetek
kialakulasanak szabalyozéasadban. Egyes publikaciok mar targyaltak, hogy a specifikus szeptin

fehérjék (egyes esetekben a Szeptin7) expresszidjanak modositdsa megvaltoztatja a kiilonbozo
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Jelen dolgozatban bemutattuk, hogy a Szeptin7 intracellularis megjelenése eltérd a nem migraléd
¢és a migraldo mioblasztokban. A nem migral6 sejtekben a Szeptin7 filamentumok az egész
citoplazmaban jelen vannak, mig migracidé soran a filamentumok specifikusabb lokalizacidja
¢észlelhetd, kiilondsen a sejtprojekcidkban €s a hatulsé élen. A migralé S7-KD tenyészetekben
Szeptin7 filamentumok megjelenése ugyan megfigyelhetd, de a hosszuk és méretiik alulmarad
a Scr sejtekhez képest. A Szeptin7 migracidban betdltott szerepérdl mar tobben beszamoltak,
de a pontos mechanizmus, hogy sejtspecifikus kornyezeti tényezok megvaltoztathatjak-e a
fehérje viselkedését, még nem teljesen tisztazott [45,72,98,105,106]. Jol ismert, hogy a
sejtpolarizaciohoz kiilon eliils6 és hatso teriiletek kialakitasa sziikséges a sejtben, ami fontos az
irdnyitott migracié ¢és a sejtmozgas szempontjabol [107]. Az aktin altal kozvetitett
lamellipodialis membrankiemelkedés a vandorld sejt €lét képezi, €s a visszahuzddd farok
kialakuldsa dontd jelentdségli a mozgas kivitelezésében. Az aktin filamentumok sajatos
megjelenése minden sejttipusunkban lathatd, intracellularis eloszlasuk azonban megvaltozik a
S7-KD sejtekben, ami hozzajarul a kerekebb, kevésbé nyulvanyos sejtmorfoldgiahoz. Amig a
Ctrl és Scr sejtekben a Szeptin7 és az aktin kolokalizalodik, és a hatarok nagyrészt lathatoak,
addig a S7-KD sejtekben a Szeptin7 filamentumok véletlenszeri eloszlasa és pontszerii
megjelenése kevésbé kapcsolodik az aktin rendszerhez. A fent emlitett valtozdsok a S7-KD
sejtekben jelentés mértékben hozzajarulnak a migrald sejtek eltérd sejtformdjadhoz és

citoszkeletalis szervezddéséhez. Fontos ugyanakkor kiemelni, hogy a csdkkent Szeptin7

crer

7.4 A Szeptin7 fehérje expresszidjanak megvaltozasa jelentds hatassal van a
mioblasztok migraciodjara

Az [Ca’']i-homeosztizis dinamikus adapticidja a migracié soran minden sejttipusban

elengedhetetlen. A migralo sejtekben névekvo eliilsé-hatsd [Ca®*]i gradiens képzodik, aminek

szerepe van a fokalis adhéziok felolddsdban, a sejt hatsd visszahtzodasaban ¢és

mozgékonysagaban [107]. Az eliils6-hatso6 polaritast meg kell drizni a migracid soran, mert ez

a biokémiai folyamat sziikséges a lamellipodia kialakuldsdnak blokkoldsdhoz a sejt hatsé

részein [107-109]. Méréseink soran azt tapasztaltuk, hogy a nyugalmi [Ca**]; nem kiilonbozik
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szignifikansan a Ctrl, Scr és S7-KD mioblasztokban, a migralé sejtek [Ca?*]i-ja megnovekedett
minden sejttipus esetében. Megfigyeléseink szerint az [Ca®']i emelkedés szignifikinsan
alacsonyabb a migralé S7-KD sejtekben, mint a Scr és Ctrl sejtekben, ami Osszefliggésben
allhat a Szeptin7 fehérje csokkent szintjével. Szamos tanulmany foglalkozott eddig is a
szeptinek és a citoplazmatikus [Ca®']; szabalyozas kapcsolataval. Kimutattak, hogy a Szeptin7
szabalyozza a Ca®* bejutasat az Orai-csatornakon keresztiil human idegi progenitor sejtekben
¢s neuronokban [61]. Ezenkiviil igazolt kapcsolat van a dseptin7 vad tipusu drosophila
neuronjaiban valo talzott expresszidja és a modositott [Ca?*]i homeosztazis kozott, amely
jelentds repiilési hibakhoz vezetett [62,63]. Eredményeink arra utalnak, hogy a Szeptin7
kifejez6désének csokkentése megvaltoztatja az [Ca?*]i-t, ami szabalyozhatja a mioblasztokban
a migraciot és annak paramétereit. A valtozasok hatterében all6 pontos mechanizmus és a
kapcsolodo jelatviteli utvonalak feltérképezése tovabbi vizsgalatokat igényel.

A migracid egy olyan kulcsfontossagu folyamat, ahol a sejtek mozgéasat 6sszehangolt jelatviteli
utvonalak is iranyitjak [32]. A mar emlitett Rho csaldd kisméretli GTP-4zai szabalyozhatjak a
migracios folyamatokat is, amit eddig tobb tanulmany is igazolt [41,42,107]. A Rho GTP-azok
koziil a Cdc42-t és kolcsonhato partnereit gyakran a szeptinekkel egyiitt elemzik. Igy példaul
hematopoietikus Ossejteken végzett vizsgélatok alapjan beszamoltak arrol, hogy a Cdc42-
Borg4-Szeptin7 tengely szabalyozza a sejtek polaritasat [110]. A legiijabb eredmények szerint
a Szeptin7 expresszios szintje egyarant ndvelheti vagy csokkentheti a migracids paramétereket.
A Szeptin7 tulzott expresszidja a migracid gatlasat okozta glioma sejtekben [76], mig az
emlOrdk sejtvonalakban ez a valtozas fokozta a migraciot [72,76]. Jelen dolgozatban
bemutatjuk, hogy a Szeptin7 csokkent kifejezddése esetén a S7-KD mioblasztok gyorsabban és
nagyobb tavolsagokra migraltak, mint az Scr tenyészetek. A Szeptin7 expresszios valtozasainak
sejtmobilitasra gyakorolt hatdsaival kapcsolatos ellentmondasok feloldasahoz figyelembe kell
venni a sejtmigracio elemzésére hasznalt kiilonb6zd kisérleti elrendezések korlatait is [111]. A
migracios kisérletek soran valamilyen rést hoznak 1étre, karcolds vagy inzert segitségével. Az
assay-k soran érdemes egy 24 oras id6korlatot betartani, mivel ezen tilmenden nehéz eldontenti,
hogy a sejtproliferacid és/vagy -migracié kovetkeztében zarul-e be a rés. Jelen kisérleteink
sordn tenyésztd inzertet hasznaltunk, hogy a réssel hataros sejteket sértetlentil tartsuk. A sejteket
tovabba Mitomycin C-vel kezeltiik a sejtproliferacid blokkolasara. Ezen talmenden
kisérleteinkben a mioblasztok minden irdnyba vandorolhattak, specifikus kemotaxist nem
alkalmaztunk. A kiilonboz6 sejttipusok vagy onmagukban (mioblasztok), lazan kapcsolodo
populdcidkban (mezenchimadlis sejtek), vagy egyiittesen vandorolhatnak egy sejtrétegként

(példaul hamsejtek esetén) [111]. Annak ellenére, hogy a S7-KD sejtek gyorsabban és nagyobb
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tavolsagokra véandoroltak a Scr sejtekhez képest, ez a sejtpopulacié nem volt képes ép
miotubulusok kialakitdsara [83]. Eredményeinket a rendelkezésre 4llo irodalmi adatokkal
jelezve a fehérje fontossdgat a miogenezisben és az izomregeneracidban. Azt is meg kell
ugyanakkor emliteni, hogy in vivo a mioblasztoknak at kell vindorolniuk az alapmembranon
¢s a kotdszoveti akadalyokon is, igy példaul a perimysiumon vagy az endomysiumon [39]. Ezen
folyamatok viszont szdmos mas, a dolgozatban nem vizsgalt regulator fehérje szerepét is
matrix (ECM) 0Osszehangolt atalakitasa is sziikséges. Egy példat emlitve, a matrix
metalloproteinazok (MMP-k) kulcsszerepet jatszanak az ECM atalakitdsdban az
izomregeneracio soran [112]. Eredményeink alapjan viszont kijelenthetjiik, hogy a vazizom

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

7.5 A szeptin rendszer dinamikus atrendezédésének farmakoldgiai gatlasa jelentésen
befolydsolja a mioblasztok migracidjat

A szeptinek hetero-oligomer komplexekbe vald Osszeallasi képessége ¢és magasabb rendil
szerkezetek kialakitasa kritikus szamos sejt miikodése szempontjabol. A szeptineket in vitro
nem polaros polimerekké lehet alakitani rekombinans vagy tisztitott fehérjébdl [52,113,114].
Azt azonban még nem tudjuk, hogy ezek a linearis filamentumok tiikrzik-e, hogy a szeptinek
hogyan szervezddnek az in vivo megfigyelt nagyobb struktirdkban. Szamos kérdés meriil fel a
szeptinek sejtekben vald szervezddésével kapcsolatban is, példaul, hogy minden magasabb
rendi szeptin alap struktira kozos szervezddéssel rendelkezik-e molekularis szinten? Szintén
fontos lehet, hogy a nagyobb szeptin egységek (pl. gytirii, géz-jellegli forma) atalakulasa milyen
gyorsan megy végbe? A szervezddés elemzése a magasabb rendll szeptin strukturdk esetén
meghataroz6 jelentdségli, hogy megértsiik a normal funkciot és betegségekben betoltott
szerepiiket [115]. Az irodalmi adatok alapjan a heteromer és magasabb rendii szeptin
komplexek miikodése mogott meghtizodd molekuldris mechanizmusok pontos leirdsa jelenleg
még nem teljes [35,45,52,84]. A szeptin-hexamer (SEPT7-SEPT6-SEPT2-SEPT2-SEPT6-
SEPT?7) els6 kristalyszerkezetének feltarasa utdn ezt gyakran kanonikus komplexnek nevezték
az eukariota sejteken beliil [35,52], ugyanakkor késébb egyre tobb lehetdség is felmeriilt a
szeptin szerkezetbiologidban. Ebben az elrendezésben a G felszin mindkét végén szabad. Egyes
kutatasi eredmények azt is felvetették, hogy ugyanabbdl a szerkezeti csoportbdl barmely adott

szeptin fehérje helyettesitheti egymast a komplexben [35]. Ez alapjan 20 életképes hexamer és
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60 oktamer létezhet, azonban ennek az elméletnek az altalanossdga még nem teljesen
bizonyitott, csupan in silico modellezésekre alapoztdk a feltételezéseket [116]. Ennek
kovetkeztében egyre tobb adat utal arra, hogy a szeptinekkel kapcsolatos irodalmi adatokat és
a strukturalis predikciokat kritikusan kell értékelni [116]. A Szeptin2 és Szeptin7 komplexek
elemzése soran az Kkijelenthetd, hogy egyfajta alapként, magként funkcionalnak a
fehérjekomplexen beliil. Mivel a magasabb rendii szeptin komplexek atépiilése meglehetdsen
dinamikus és szamos sejtélettani folyamatban jatszanak szerepet, igy minden olyan lehetdség,
amely ezt a folyamatot befolydsolhatja, a szeptin kutatas fokuszaban allhat.

Az FCF egy ndvényi citokinin és képes reverzibilisen megallitani a szeptinek dinamikus
atrendezddését [47,80]. Az in silico dokkolasi kisérletek feltartdk, hogy a szeptinek
nukleotidkotd zsebei az FCF feltételezett kotOhelye. Adataink Osszehasonlithatok mas
vizsgalatokban nyert eredményekkel, mely alapjan az FCF-kezelés negativan befolyasolta a
sejtosztodast, és csokkentette a migralé C2C12 mioblasztokban a teljes megtett utat és az
atlagos sebességet. Ugyanakkor az FCF ¢s a szeptinek esetében publikaltak bizonyos off-target
hatasokat [78,117], ami a szer specificitdsat kérddjelezi meg. Kisérleteinkben a Szeptin7
stabilizaldsara gyakorolt hatékonysaga specifikusnak tiinik, mivel az mCherry-vel fuzionalt
Szeptin7 az endogénhez hasonldan reagalt a szer alkalmazasara, nagyméretli filamenteket
képezve. Az FCF kezelés hatasara az S7-KD sejtek migracidja nem valtozott olyan mértékben,
mint a Scr sejteké, igy feltételezhetden ezek a sejtek ellenallobbak a kezeléssel szemben, hiszen
a Szeptin7 fehérje nem volt olyan mennyiségben jelen. Az FCF-et és analogjait mar szdmos
kutatasi iranyvonal potencidlis daganatterapids szerként emliti [81,118-120]. A The Cancer
Genome Atlas (TCGA) elemzései azt mutatjdk, hogy mind a Szeptin2, mind a Szeptin7
overexpresszidja korreldl a megndvekedett mortalitassal endometriumrdkban. Az
endometriumrakban a Szeptin2 relativ expresszidja volt a legmagasabb, amelyet a Szeptin7
kovetett. A feltételezett szeptin-inhibitorok igéretesek kiillonb6z0 daganatok terdpias
kezelésében. Az altalunk alkalmazott koncentracid (100 uM) természetesen magas €s nem
elfogadhat6 egy hatéanyagként, ugyanakkor a mar eldééllitott FCF analogok 4-5 uM-os
koncentracio tartomany, ezzel redukalva a potencialis mellékhatdsokat. Méréseink ugyanakkor
fontos alapot is képezhetnek az FCF alapt szerek mellékhatasprofiljainak, példaul a vazizmot

érintd negativ hatasok feltérképezésében [81].

75



8 Osszefoglalés

Eredményeink alapjan kijelenthetjiik, hogy a kiilonb6zd szeptin fehérjék a C2C12 sejtek
kiilonbozo fejlodési allapotaiban eltérden fejezddnek ki. Bebizonyitottuk, hogy Szeptin7 nélkiil
a sejtek nem képesek osztodni és a Szeptin7 elengedhetetlen a miotubulusok képzddéséhez.
Kimutattuk, hogy a Szeptin7 a citoszkeleton szerves részeként hozzdjarul a sejtalak
meghatdrozasahoz a mioblasztokban. Méréseink alapjan feltételezziik, hogy a Szeptin7 hatéssal
van a sejtek mitokondrialis rendszerére is, vélhetden a mitokondrialis fuzié és hasadas
folyamatainak befolyasolasan keresztiil.

Bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy a Szeptin7 filamentumok atrendezddnek a mioblasztok
migracidja soran. A Szeptin7 expresszidjanak downregulacidja a migracié paramétereinek
megvaltozasat eredményezte, a S7-KD mioblasztok gyorsabban mozognak és nagyobb utat
tesznek meg a nem modositott kultirakhoz képest. Ezen eredmények magyarazata nem csupan
a szeptin filamentumok szaménak és rendezettségének csokkenése, hanem a migraldo S7-KD
mioblasztok alacsonyabb [Ca?"]; valtozasa is lehet. Ezen talmenden ugy tiinik, hogy a S7-KD

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

crer

crer

crer

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

regeneracios szakaszaiban.

76



9 Summary

Based on our results, we can state that septin proteins appear differently in the developmental
stages of C2C12 cultures. We proved that cells cannot divide without Septin7 and that Septin7
is essential for the formation of myotubes. We have shown that the level of Septin7 contributes
to the determination of cell shape and is an integral part of the cytoskeleton. Our measurements
suggest that the level of Septin7 also affects the mitochondrial system of cells, presumably by
altering the mitochondrial fusion and fission.

We provide evidence that Septin7 filaments are rearranged during myoblast migration. Down-
regulation of Septin7 expression resulted in altered migration parameters, with S7-KD
myoblasts moving faster and longer as compared to unmodified cultures. These results may be
explained not only by a reduction in the number and structural ordering of septin filaments, but
also by the lower alteration of [Ca?"]; in migrating S7-KD myoblasts. In addition, it appears
that S7-KD cells change direction less often compared to Scr cells, thus "marking" a specific
route in which the cell is heading toward. The specific role of Septin7 in the migration of
myoblasts is also confirmed by FCF treatment. FCF inhibits C2C12 cell proliferation in a dose-
dependent manner and presumably FCF treatment inhibits the dynamic rearrangement of septin
filaments. Thus, in our experiments, we observed a marked decrease in parameters of migration
in Scr cultures, whereas in S7-KD cultures with reduced Septin7 expression, this change was
almost negligible over the time period we analyzed. Taken together, the Septin7 protein plays
a fundamental role in the entirety of myoblast proliferation, differentiation, and migration
processes, which are key events in the development and regeneration of functional skeletal

muscle fibers.
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10 Uj eredmények

1. Kutatisaink soran elséként igazoltuk a Szeptin7 fehérje szerepét mioblasztokban.

2. Kimutattuk, hogy csokkent Szeptin7 expresszio esetén a C2C12 mioblaszt sejtek
osztoédasa és differencialodasa is csokkent, mely az izomregeneraci6 €s izomsériilés
utani felépiilés folyamataban elengedhetetlen.

3. Kimutattuk, hogy a Szeptin7 fehérjének a C2C12 sejtek migracios folyamataiban
szerepe van, ezaltal hozzéjarulhat az izomfejlédéshez.

4. Kimutattuk, hogy a Szeptin7 farmakologiai gatlasa a C2C12 sejtek migracids és
proliferacidés paramétereit megvaltoztatja, ami egy potencialis mellékhatas lehet a

szeptin rendszer befolyasolasara alapulo terapias alkalmazés soran.
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citoszkeleton, intracellularis kalcium

Angolul:
Myoblast, C2C12, Septin, migration, Septin7, skeletal muscle, regeneration, myogenesis,

cytoskeleton, intracellular calcium
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14 Koszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt szeretnék kdszonetet mondani témavezetdmnek, Dr. Szentandrassyné Gonczi
Monikdnak, aki mdar egyetemista koromban is lelkesen tamogatott, tudomanyos
gondolkoddsmodomat formalta, munkamat segitette és példat mutatott, mind szakmailag és
emberileg egyarant és mindig kiallt mellettem, még a legnehezebb idészakokban is.

Halas vagyok Dr. Csernoch Laszlé Professzor Urnak, aki megteremtette a lehetdséget,
tamogatast adott, hogy az Elettani Intézetben végezhessek kutatasokat, tovabba a kritikus
tudomanyos gondolkodas és precizitas alapjait atadta szamomra.

Ko6szonettel tartozom az Elettani Intézet Kalciumhomeosztazis Munkacsoport tagjainak, akik
allando gyakorlati tanacsaikkal, irdnymutatasokkal nagyban hozzajarultak a gyakorlati és
elméleti tudasom nagyfoka fejlédéséhez. Koszonom az Elettani Intézet tovabbi
munkatarsainak, jelenlegi aktiv és volt PhD hallgatoinak, hogy barati timogat6d kornyezetet
teremtettek és ezzel nagyban segitették a munkamat.

Szeretném megkoszonni Edesanyamnak és Edesapamnak, hogy nem csak a PhD tanulmanyaim
alatt, de eddigi 0sszes megprobaltatas soran mellettem voltak és hatalmas segitséget nytjtottak
szdmomra. Tovabbra is szamithatok rajuk.

Halas vagyok Arnoldnak és Marcellnek, akikkel a tudoményos konzulticiokat a csaladi
talalkozokon rendszeresen napirendre vessziik.

Végiil, pedig koszonom Feleségemnek, Nordnak a kitartd tamogatast és gyermekeimnek,
Hannénak €s Saranak, akik a PhD képzés kezdete ota a tudomanyos tevékenységemmel egyiitt

nének fel.

A kutatas elkészitését a GINOP-2.3.2-15-2016-00044, ,,A gydgyszerkutatds Gjabb irdnyai:
peptid-fehérje kdlcsonhatdsok a magasabb rendl fehérjeszervezddések szabalyozasaban” cimi
projekt timogatta.

A projekt az Eurdépai Unié tdmogatisaval, az Eurdpai Regionalis Fejlesztési Alap
tarsfinanszirozésaval valosult meg és TKP2020-NKA-04 - Jarmiipar, Inzulinrezisztencia,
Urkutatas (DE-SPACE) tamogatta.

A kutatast az EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00009 cimi projekt tamogatta, amely az Eurdpai
Uni6 tamogatasaval, az Eurdpai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valosult meg.

A kutatast a Nemzeti Kutatéasi, Fejlesztési és Innovéacios Hivatal NKFI OTKA K 137600
tamogatta. A TKP2021-EGA-18 (a TKP2021-EGA tamogatasi program keretében) palyazat
hozzajarult a kisérletek elvégzéséhez. Az Eotvos Lorand Kutatasi Halozat (ELKH, DE
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Sejtélettani Munkacsoport) és az Debreceni Egyetem Tudomanyos Kivaldsdg tamogatasat
szintén koszonom.
PhD képzésem soran a ,,Nemzet Fiatal Tehetségeiért Osztondij” cimii, NTP-NFTO-21-B-

0173 szamu palyazat tdmogatta a kutatdsomat.

15 Fuggelék

A disszertaciohoz felhasznalt eLife cikk ,,Septin7 is indispensable for proper skeletal muscle
architecture and function” sordn a hozzajaruldsom az eLife cikkben szereplé C2C12 sejtekkel
kapcsolatos kisérletek tervezése, modszertana, végrehajtasa, adatelemzése és kiértékelése volt,

tovabba a kézirat megirasaban, a témamat érintd részekben részt vettem.

A disszertaciohoz felhasznalt Cells cikk ,,Migration of Myogenic Cells Is Highly Influenced by
Cytoskeletal Septin7” esetében hozzajarulasom a kisérletek tervezése, moddszertana,
végrehajtasa, adatelemzés és kiértékelés volt, tovabba részt vettem az eredeti kézirat

megirasaban és késobbi attekintésében, abrak tervezésében és szerkesztésében.
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