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1. Bevezetés

Az orvostudomany fejlédése soran a kiilonbdzé szervrendszerek
miikodésének megértésére toreksziink az életmindség megérzése céljabol. A
harantcsikolt vazizomzat megfelelé mikodése rendkiviil fontos mind egyéni, mind
tarsadalmi szinten egészségligyi és gazdasagi szempontbol is. Az izomsorvadasos
betegségek, az iddskori izomvesztés és a mikrogravitaciéo okozta izomleépiilés mind
jelen Korunk egyik limitalo tényezdje.

Az eddig ismert citoszkeletalis alkotoelemeket - az aktint, az intermedier
filamentumokat és a mikrotubulusokat - mar vizsgaltak, és szerepiiket részben
felderitették, azonban az wutébbi évtizedek soran Ujabb vazfehérje-csaladot
azonositottak, a szeptineket. Ezen szeptin fehérjék egymassal igazoltan képesek
oligomereket ¢és magasabb szintli szerkezeteket képezni. Makromolekularis
komplexeket alkotva részt vesznek a sejtosztodas, differencidlodas, migracio,
immunvalaszok, attétképzodések folyamataiban. A szeptinek vazizommiikddésben
betoltott szerepiik azonban még nem tisztazott. Szerkezeti Osszetételiik alapjan négy
nagy csoportba sorolhatjuk a szeptineket. A Szeptin7 egyediili a csoportjaban, és eddigi
ismereteink szerint a magasabb szintli komplexek felépitésében rendkiviili fontossaggal
bir.

In vitro és in vivo szerepiiket munkacsoportunk el8szor irta le és ezen
ismeretanyag 1j lehetdséget nyujthat a harantcsikolt vazizomrostok molekularis
szabalyozasanak megértésében. Ezen dolgozatban az egéren elvégzett kisérletek in vivo
és in vitro eredményei keriilnek bemutatasra.

2. Irodalmi attekintés

2.1 A citoszkeletalis rendszer

A citoszkeleton vagy mas néven sejtvaz egy egymadssal kolcsonhatd és
egymashoz kapcsolddo fehérjeszalak Gsszetett és dinamikus halozata, amely az dsszes
sejt citoplazmajaban jelen van. Harom f6 komponensbdl all: mikrofilamentumokbdl,
koztes filamentumokbol és mikrotubulusokbol. A citoszkeleton elsddleges feladata,
hogy szabalyozza a sejt alakjat és ellenalljon a deformacidval szemben, valamint
biztositja a kapcsolatot az extracellularis térrel és az ott jelenlévo kotdszovettel és mas
sejtekkel. A citoszkeleton a korabban emlitett tulajdonsagai miatt részt vesz a sejtek
migracidjaban is. Ezen tilmenden szdmos jelatviteli utvonalban, az extracellularis
anyagfelvételében, vagyis az endocitozisban, a sejtosztddas soran a kromoszoémak
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szegregacidjaban, a sejtosztodas citokinézis szakaszaban ¢és a sejtosztodas
megszervezésében is szerepe van Az emlitett sejtfolyamatokon kiviill kiilonleges
struktirakat is felépithet, példaul flagellakat, csillokat, valamint lamellipodidkat és
podoszomakat is képezhet.

2.1.2  Aktin

Az aktin fehérje szerkezete globularis, mérete megkdzelitdleg 42 kDa,
atméréje 4-7 nm. Mikrofilamentumokat képeznek a citoszkeletonban. Aktin esetén
harom f& izoformat azonositottak: az alfa, a béta és a gamma csoportot. A sejtekben
megjelenhet szabad monomerként, G-aktinként, vagy egy linearis polimerként, azaz
mikrofilamentumként, az F-aktin formaban. Nélkiilozhetetlenek szamos 1étfontossagh
sejtfunkcioban példaul a migracid, sejtosztddas, a sejtalak meghatarozasa, az
izomdsszehuzodas, a vezikuldk és organellumok transzportja, kiillonbozd jelatviteli
folyamatok és a sejt-sejt, valamint a sejt-kornyezet kapcsolatok kialakitasa. Ezen
folyamatokban az aktin fehérjék és a sejtmembran kdlcsonhatdsai kiemelt szerepet
jatszanak. Részt vesznek a dezmoszoémak és a hemidezmoszomak felépitésében.

2.1.3 Tubulin

A tubulinok evoluciésan erdsen konzervalt fehérjék, amelyek minden
eukariétaban megtalalhatok Rendelkeznek GTPaz aktivitassal, Osszeszerel6dési és
szétszerelodési képességel, valamint polimer szerkezetet alakithatnak ki. Mind az o,
mind a [ tubulinok tomege korilbelil 50 kDa. Az af-tubulin dimerek
mikrotubulusokka allnak &ssze, ami egy dinamikus polimer, amely szamos funkciéban
vesz részt, de elsOdlegesen a mitdzisban betoltott szerepiik. A kromoszémak
szétvalasanal elengedhetetlenek a kinetokor régiohoz kapcsolddo mikrotubulusok és az
osztddasi orsd létrejottéhez. Nélkiilozhetetlen a sejten beliili vezikulatranszport
megszervezéséhez is.

2.1.4 Intermedier filamentumok

Az intermedier (koztes) filamentumok neviiket arrdl kaptak, hogy az
atmérdjiik korilbeliil 10 nm, ami az aktin filamentumoknak (koriilbeliil 7 nm) és a
mikrotubulusoknak (koriilbeliil 25 nm) az atméréje kozott van. Az eddigi
megfigyelések alapjan ugy tinik, hogy alapvetden szerkezeti szerepet jatszanak azaltal,
hogy mechanikai szilardsagot biztositanak a sejteknek és szoveteknek. A nem polarizalt
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fehérjeegységek kozotti szoros kapcsolatok nagy szakitoszilardsagu filamentumokat
biztositanak. Ez teszi Oket a citoszkeleton legstabilabb 0Osszetevéjévé. Ezen
ellenallésaguknak kdszonhetd eléfordulasuk a kiilonosen tartds szerkezetekben, mint
példaul a haj, a bor és a kormok. Az intermedier filamentumok elsédleges funkcidja a
sejtkapcsolatok 1étrehozasa és a fesziilés alatt 1évé hamsejt rétegek szakadasanak
megakadalyozasa. Az intermedier filamentumok névelik a sejtek és szovetek torzios,
nyomod-, nyQjtoé- és hajlitoerékkel szembeni ellenallasat. Részt vesznek tovabba a
magmembran kialakitdsaban is, ahol segitik a sejt DNS-tartalmanak védelmét és
szervezddését.

2.2 Szeptinek

2.2.1 A szeptin fehérjecsalad

A szeptin név eredete a szeparacido kifejezésbdl szarmazik, és a
Saccharomyces cerevisiae bimb6zo éleszt6ben irtak le elészor, ahol a sejtosztddasban,
az utddsejtek elvalasztasaban jatszik fontos szerepet. A szeptinek evolicidsan erdsen
konzervalt guanozin-trifoszfatot (GTP) koté fehérjék, valamint GTPéaz funkcidval is
rendelkeznek. A szeptinek legkorabban felismert, sejtosztodasban betdltott szerepén
kivill egyéb sejtspecifikus funkciokat is ellathatnak. Ebb6él adoddan fontos szerepiik
van szamos fiziologiai és patologias sejtfolyamatban, példaul a karcinogenezisben,
exocitdzisban, endocitozishan és a membranszervezédésben. Eddig 13 human szeptin
izoformat azonositottak, amelyeket szerkezet- és a szekvenciahomologia alapjan négy
funkcionalis csoportba soroltak (SEPT2, SEPT3, SEPT6, SEPT7).

2.2.2 A szeptinek szerkezete €s miikddése

A szeptinek funkcidjat és a hozza sziikséges aminosavszerkezetet vizsgalva
megfigyelhetjiik, hogy a szeptinekben jelen van egy AKAD szekvencia, valamint egy
Walker A (GxxxxGKS/T) és B (DxxG) motivum, melyek a GTP specifikus kdtodésért
felelosek (polibazis régid). A szeptinek meglepd modon a GTP-koté doménjeiken
keresztiil képesek oligomerizalodni. Ezen komplexek kialakitasdhoz a szomszédos
GTP-koté domének, vagyis G felszin, valamint az N- és C-terminalis nyulvanyok altal
kialakitott NC felszin kozotti kolcsonhatasok sziikségesek.

A szeptinek szerkezetében fontos szerkezeti sajatsag a Septin Unique
Element (SUE) elnevezésii szekvencia, amely a G-t6l az NC-felszinig terjed, és
lehetévé teszi a filamentdzus szerkezetek kialakitasat.
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A szeptin izoformak jelent6s részének C-terminalis doménjében Coiled Coil
(CC) szekvenciak talalhatok. A CC domén mellett a C-doménen beliil két tovabbi
szerkezeti rész is megtalalhat6: Cn, valamint a CC-t kovet6 régio. A Cn-régio nagyfoki
szerkezeti és szekvencia variabilitassal rendelkezik, és ennek kdoszonhetéen rendkiviili
rugalmassagot mutat. A vizsgalatok alapjan a Coiled Coil domént kisérd régio
rendezetlen szerkezetli. A C-terminalis szakasz egy polibazisu szekvencia. Ez a
motivum a mas szeptinekben talalhatd kiilonb6z6 polibazisos doménekkel (PBI1 és
PB2) egyiitt segithet kialakitani szdamos membran-szeptin kdlcsonhatast.

Az élesztdvel és Drosophila-val végzett korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy
tobb szeptin izoforma is részt vehet egy molekulakomplex felépitésében. Ahogy a
strukturalis csoportok meghatarozasabol és eddigi szerkezeti ismereteinkbdl tudjuk, a
Szeptin7 csoportjanak egyediili képviseldje. Esszencialis szerepet jatszik a hetero-
oligomer komplexek kialakitasaban, és a magasabb rendl citoszkeletalis struktirak
Osszeszerelésében.

2.3 A szeptin7 fehérje

A szeptin7 fehérjét kodold génszakasz (SEPTIN7) emberben a 7pl4.2
kromoszoma teriileten talalhat6 és 1254-1311 nukleotidot tartalmaz, 19 exon régioval
rendelkezik, ami 418-437 aminosavat kodol. A szeptin7 egy G-felszinen keresztiil
képes onmagaval dimert képezni.

2.3.1 A szeptin7 fehérje szerepe élettani folyamatokban

A szeptin7 jelent6ségét mar tobbféle sejtélettani folyamatban is leirtak. A
Drosophila modellrendszerrel végzett kisérletek soran a szeptin7 hidnya és emelkedett
kifejez6dése is repiilési rendellenességet eredményezett, ami a kalciumraktarak és a
kalciumhomeosztazis érintettségére utalt. Ezen eredmények alapjan a szeptin7 az
intracelluldris Ca?* szint szabalyozasaban kozvetleniil vagy kdzvetett modon is részt
vehet. A szeptin rendszer és szeptin7 szerepe a migracidban és a fagocitdzisban fontos
tényez0 a kiilonbozé immunsejtek funkcidja szempontjabol. A szeptin7 szerepét eddig
vizsgaltak mar neuronokban és az idegrendszerben, ahol tobb sejttipusban is kimutattak
mar. A sejtosztodasban betdltdtt szerepe miatt befolyasolhatja bizonyos gliomak,
papillaris pajzsmirigyrak és majkarcindmak kialakitasat. A szeptin7 thlzott
mennyisége, amit okozhat fokozott expresszid vagy csokkent degradacio, gatolhatja a
sejtproliferaciot és leallitja a sejtciklust, és a tumorsejtek apoptozisat indukalhatja.



A szeptin7 ilyen ellentmondésosnak tiin6 hatésa arra vezethetd vissza, hogy
a sejtosztodas folyamataban két jol elkiiloniild, kinetikai és elhelyezkedési szempontbol
kiilonboz0 folyamatban is részt vesz.

Az alabbi példakat szemlélve, kijelentheté hogy a szeptin7 szerepe eltérd
lehet kiilonboz6 sejtekben. Ez a diverzitas tobbek kozott a sejtspecifikus kornyezettél,
és az adott sejttipusokban kifejezddd partnerfehérjéktol is fligghet.

24 A vazizomrostok jellemzése

24.1 A vazizomrostok felépitése

Az egyedi vazizomrostokat egy sajatos sejtmembran, a szarkolemma, veszi
koril. A sejt citoplazmajéban helyezkednek el a kontraktilis fehérjék, melyek jelent6s
tomegét alkotja a sejt fehérjetartalmanak. A kontraktilis rendszert két f6 alkotoelem
¢épiti fel: a vastag filamentumot a miozin képezi, mig a vékony filamentum aktin
molekulakbdl all A rostban megtalalhatok még az energiatermeléshez nélkiilozhetetlen
nagyszami mitokondriumok és a szarkolemma alatt elhelyezkedd sejtmagok. A
myofilamentumok  myofibrillumokba  rendez8dnek, melyeket egy fejlett
membranrendszer, a szarkoplazmatikus retikulum (SR) vesz koriil. Egy izomrostot
néhany szaz myofibrillum épit fel, amelyek mindegyike a Z-lemezek altal tobb
megkozelitdleg 1,9-2,1 um hossza szarkomerre bonthato.

2.4.2 A kontraktilis fehérjék

A kontrakciok kialakitdsdért az aktin és a miozin a felelds. Az
0sszehtizodasok soran a két fehérje k6zotti molekularis szintii interakciok hozzak 1étre
az ¢élethez elengedhetetlen mozgas alapjat.

A miozin egy a vazizomban fellelheté motorfehérje, ami az
izomOsszehuzodasért felelés energiaigényes konformacidvaltozas kialakitasaban
jatszik szerepet A miozin molekulanak van egy kétfelé agazo fejrésze, ami ATPaz
aktivitassal bir, ami egy nyaki szakaszhoz kapcsolodik. Tobb szdz miozin molekula
¢épiil 6ssze egyetlen komplexszé, ami kialakitja a vastag filamentumot.

A vazizom vékony filamentumanak f6 alkotdeleme az aktin. Az aktinnal
szamos, a kontrakcié szabalyozasaban résztvevd fehérje all kapcsolatban. Az
ugyancsak filament6zus tropomiozin az aktin filamentum koré csavarodva helyezkedik
el, olyan konformacioban, amelyben a tropomiozin molekula lefedi az aktin monomer
miozin-kotéhelyét. A tropomiozin szerepe az aktin és miozin kozotti kapcsolat
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kialakulasanak gatlasa és ezaltal a kontrakci6 szabalyozasa. Az aktinhoz kapcsolodik
tovabba egy troponin komplex, ami harom alegységb6l all. A troponin-C (TnC,
MW=18 kDa) a Ca®" ion megkotésében jatszik szerepet; a troponin-T (Tn-T, MW=37
kDa) egy kapcsolofehérje, ami a troponin komplexet a tropomiozinhez rogziti; a
troponin-1  (Tn-I, MW=24 kDa) kozvetlenill felelés a gatlo hatdsért mert
megakadalyozza az aktin és miozin k6z6tti kereszthidképzodést. A komplex miikodése
folyamén az elektromechanikai-kapcsolds soran a megemelkedett Ca?*-szint miatt a
komplex Ca?*-ot kot és konformaciot valtoztat, aminek a kovetkeztében megsziinik a
Tnl gatld szerkezete és 1étrejohetnek az aktin-miozin kapcsolatok.

243 T-tubulus rendszer és szarkoplazmatikus
retikulum

A megfelel6 anyagmozgasért a szarkolemmaban transzverzalis iranyban a
rostok belseje felé iranyuld betiiremkedések vannak, amelyek egy specialis
csatornarendszert vagyis a T-tubulus rendszert alkotjak. A T-tubulus rendszerrel szoros
kapcsolatban 4ll a szarkoplazmatikus retikulummal (SR), ami a vazizomrostokban
jelenlévé modosult endoplazmatikus retikulum. A T-tubulusokhoz mindkét kétoldalrél
csatlakozik az SR egy-egy kioblosodd térrésze, a termindlis ciszterna, és a harom ¢sd
egyiittesen alkotja a triad strukturat. A szarkolemmaban megtalalhaté dihidropiridin
receptor (DHPR) a membranon tovaterjedd akciospotenciat érzékelve megvaltoztatja a
receptor (RyR1) konformacio valtozasat idézi el6. A nyitott RyR1-en keresztiil az SR
intracellularis Ca?* -raktarbol felszabaduld Ca?* teszi lehetévé az aktin-miozin kozotti
kapcsolat kialakulasat és a kontrakcio megkezdését. Ezt a folyamatot, amikor az
elektromos impulzus (akcidés potencidl) kontrakciova alakul elektromechanikai
kapcsolasnak, vagy mas néven EC-kuplungnak nevezziik.

2.5 Azizom in vivo fejlédése (miogenesis) és
regeneracioja

Az izomrostok kialakulasahoz harom f6 1épésnek kell megtorténnie. Az
izomsejtek képzodésének a kezdeti 1épése az izomdssejtek vagyis a szatellita sejtek
(SC) aktivalodasa és osztodasa. Az igy képz6do izomsejtek eldzetes differencidciot
kovetden a masodik fejlédési fazisban sszeolvadnak egymassal, amellyel 1étrehozzak
ajellegzetes sokmagvil izomrostokat. Az utolsé szakaszban a még éretlennek tekinthetd
izomrostok a megfeleld vazizomrosttipussa differencialodnak.
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Az egyedfejlodés alatt torténd miogenezis mellett sziikség van az izomrostok
sériiléseinek soran elvesztett/karosodott rostok potlasara/javitasara is. Ez az §sszetett
folyamat a regeneracio. Ot egymassal 4tfedd szakaszra oszthato, ahol a fazisok szigora
sorrendben kovetik egymast.

Az elsé fazis maga a vazizomsériilés és az azt kovetd nekrozis. A
szovetkarositd hatds mértékét6l és a behatasi idotdl fiiggéen beszélhetiink
mikrosériilésekrol, rostsériilésektdl és az izomszovet teljes pusztulasatol.

A nekrozist kovetd folyamat a sériilés kivaltotta gyulladas. Ezen folyamat
résztvevoi az immunrendszer sejtjei, pontosabban annak természetes immunitas oldala.
A neutrofil granulocitdk és a makrofagok az elpusztuld izomrostokbdl felszabadulo
sériilésre utald jeleket (damage associated molecular paterns, DAMP) ¢s gyulladasos
mediatorokat felismerve aktivalédnak Az immunvalasz lefolydsa alatt megtorténik a
sériilt szoveti elemek eltavolitasa, valamint a felszabadulo citokinek, kemokinek és
myokinek (pl.:TNF-a (tumor nekrézis faktor alfa), IFN-y (Interferon-y), IL-1(
(interleukin-1p), IL-1, IL-8, IL-6) aktivaljak a regeneracidohoz sziikséges 6ssejteket.

A korabban mar emlitett vazizomspecifikus Gssejtek a szatellita sejtek
felelosek a regenerativ miogenezis fazisaért. Az izomrostok kézott nem véletlenszeriien
jelenlévo szatellita sejtek a koriilottik 1évo térrész, mas néven niche fenntartasaért
felelosek. A legfontosabb aktivacids markerek a Pax7, az Mcad, a VCAMI, és szamos
miogén marker is, mint a dezmin, a myogenic factor 5 (Myf-5) és a izomsejt
elkotelez6dési fehérje (MyoD).

A szatellita sejtekbdl kialakulod és az Gjonnan képzddd rostokba beépiild
izomsejteknek differenciacion és érésen kell keresztiilmenniiik. Ezen fazisban a
fokozott fehérjeszintézis miatt az alap esetben perifériasan elhelyezkedd sejtmagok
centralis pozicidt foglalnak el a rostban, ami a fehérjeszintézis és anyagtranszport
megkonnyitése miatt torténik. A rost koriili extracellularis matrix (ECM) szintézise is
ebben a fazisban zajlik, amit éppen ezért szoveti Ujjaépitésnek, mas néven
remodellingnek neveznek Az ECM valtozatos Osszetételben tartalmaz fehérjéket,
proteoglikanokat és glikoproteineket, amelyek fontos szerepet jatszanak strukturalis
tamasztoelemként, az erdatvitelben valamint a sejtosztodas és differenciacio
szabalyozéasaban.

A regeneraci6 utolso fazisa az érett izomrostok beidegzése a motoneuronok
altal. Ennek 1étrejottéhez ujra ki kell alakulnia a neuromuszkularis kapcsolatnak (NMJ).
A specializalodott kémiai szinapszisban a megfeleld jelatvitelhez az izom tipust
nikotinos acetilkolin receptorok (nAchR) klaszterizacidja sziikséges. A klaszterizacid
folyamata jelenleg nem teljesen ismert, de a citoszkeleton és a szarkolemma interakcioi
fontos szerepet jatszhatnak benne. Az Gjonnan kialakult NMJ-k kimutatasa az izomerd
visszatérésével igazolhato.



3. Problémafelvetés és célkitiizés

Eddigi ismereteink alapjan a szeptin fehérjék fontos szerepet tolthetnek be a
vazizomrostok szamos molekularis folyamataban, ugyanakkor jelentéségiik feltarasa
még messze nem teljes. A szeptinek, és kiemelten a szeptin7, feladatainak
feltérképezése hozzasegithet szamos, a vazizom mitkodését érintd jelenleg még nyitott
kérdés megvalaszolasahoz. Munkacsoportunk célul tlizte ki a szeptin7
vazizommilkodésben jatszott szerepének részletes vizsgalatat, amihez egy in vivo
egérmodell 1étrehozasat is elvégezte.

Jelen dolgozatban az in vivo, génmodositott, indukalt szeptin7 knock down
egértdrzsdon nyert eredményeket mutatom be, amelyek az izommiikddést és a
regeneracios képességet érintik. Tovabba targyalasra keriilnek az ugyanezen
egértorzsekbdl szarmazd mintdkon in vitro elvégzett kisérletsorozatok, amelyek a
molekularis biologiai és morfologiai méréseket, valamint az izomerd valtozasat
foglaljak magukban.

Kisérleteinkben a kdvetkez6 kérdéseket terveztiikk megvalaszolni:

. Milyen mértékben mutathatok ki a szeptinek egerekben és human
izommintakban? Valtozik-e az expresszié mértéke az egerek egyedfejlodése soran?

. Milyen szereppel bir a szeptin7 a vazizomban a kontroll és egy Cre-lox
rendszerrel vazizomspecifikusan 1étrehozott szeptin7 knock down egértorzs
Osszehasonlitasa alapjan?

. Milyen szerepe lehet a szeptin7-nek az izomer6 generalasaban?

. Milyen hatasa van a szeptin7-nek a regeneraci6 folyamatara?

4. Metodikak

4.1 Human eredetii mintak vizsgalata

Az emberi eredetii vazizommintak felhasznalasa a Tudomanyos és
Kutatasetikai Bizottsag 7917-1/2013/EKU 113/2013 szamu rendeletében leirtaknak
megfelelen tortént. A vizsgalatok soran amputacion atesett paciensek quadriceps
femoris izommintait hasznaltuk fel. A végtageltavolitd miitéteket és az izomszovetbol
torténd mintavételt a Debreceni Egyetemen, a Kenézy Gyula Oktatokorhazban
végezték.
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4.2 Allatkisérletek és a kisérleti allatok tartasa

Az allatkisérletek kivitelezése az Eurdpai Unid 86/609/ EEC szamt rendelete
és a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaganak 2/2019/DEMAB szdmu
rendelete alapjan tortént. Az egereket racsos tetével ellatott mianyag ketrecekben
tartottuk és szabad hozzaféréssel rendelkeztek az egértaphoz és az ivovizhez. A
lakohelyilik megvilagitasa automatizalt volt 12 oras sotét és vilagos ciklusokkal, a szoba
homérséklete 22-25°C kozott volt beallitva.

4.3 Tamoxifen etetés

A szajon keresztiil torténé Tamoxifen etetés 4 hetes korban kezdddott,
kozvetleniil az anyarol vald levalasztas utan mindegyik kisérleti allatcsoport esetén. A
kisérletekhez felhasznalt egyedek 3 hoénapig folyamatosan kaptdk a Tamoxifent
tartalmaz6 tapot (Envigo, TD 130857). Az alkalmazott tapszer dézis 500 mg
Tamoxifent tartalmazott kilogrammonként a tapban, igy 3-4 grammos napi fogyasztas
mellett az egerek atlagos testtomegére (20-25 g) vetitve a napi Tamoxifen bevitel
80 mg/testtomeg (kg) volt.

44 A HSA-MCM transzgenikus egértorzs 1étrehozésa

B6.Cg-Tg(ACTAL-cre)79Jme/J transzgenikus egértorzs keriilt beszerzésre a
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME) kutatolaboratoriumtél. A HSA-Cre
transzgenikus egerekben jelen van egy humén vézizomspecifikus aktin (ACTAL)
promoterrel kombinalt Cre rekombindz gént kodold szakasz, ezért a Cre enzim
kifejez6dése csak felndtt és differencialt harantcsikolt vazizomrostokban torténik meg.
A HSA-MerCreMer (HSA-MCM) génszekvencia egy Cre rekombinaz (Cre) enzimet
és egy modositott 0sztrogén koté domént (ERT2) is tartalmaz, ezaltal a Cre enzim
expresszidja Tamoxifen jelenlétében indukalhato, vagyis a Cre enzim kifejez6déséhez
a Tamoxifen jelenléte sziikséges. Abban az esetben, ha a HAS-MCM torzset
keresztezziik egy a modositani kivant, loxP-szekvenciakkal hatarolt gént tartalmazo
torzzsel, egy vazizomspecifikus, indukalhaté deléci6 létrehozasara nyilik lehetéségiink.
Az altalunk keresztezett B6.Cg-Tg(ACTAL-cre)79Jme/J egértorzset a allatok
ujjperceibdl izolalt genomialis DNS alapjan PCR vizsgalat soran ellendriztiik a HSA-
MCM transzgén megléte szempontjabol.
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45 A Szeptin7 delécidjanak ellendrzése genotipizalassal

CS57BL/6J Szeptin7flox/flox (SS00) egértorzs keriilt beszerzésre Prof. Dr.
Matthias Gaestel laboratoriumabol, a Hannoveri Orvostudoméanyi Egyetemrdl, a
Fiziologiai kémiai intézett6l. Az emlitett egereket kereszteztiik B6.Cg-Tg(ACTAL-
cre)79Jme/J (ssCO) egerekkel. A megsziiletett utodokat (SsC0) visszakereszteztiik
SS00 genotipusu egyedekkel. Ezen paroztatasokbol szarmazo almokat a Tamoxifen
etetésre hasznaltuk fel a kisérletek soran. Az utdédok kozott jelen volt olyan egyed,
melynek genomja tartalmazta a flox szekvencidkat a szeptin7 gén 4-es exonja hatarain
és a Cre enzimet kodold génszekvenciat is. A szeptin7 modositas mértékének
ellenérzésére vazizom mintdkat (m. quadriceps femoris, m. biceps femoris és m.
pectoralis) gyiijtottink a Cre+szeptin7flox/flox egerekbél (a tovabbiakban Cre+) és
genomi DNS-t izolaltunk. Kontroll mintanak azon alomtars egyedeket tekintettiik,
melyek nem tartalmaztdk a MerCreMer konstruktot. A delécios helyre tervezett PCR
primereket hasznaltuk a flox szekvenciat tartalmazo és a vad tipusa, vagyis kontroll
mintak elkiilonitésére.

4.6 In vivo kisérletek

4.6.1 Invivo CT vizsgalat

Az in vivo képalkotashoz az egereket 3% izofurannal altattak egy kisallatok
altatasara szant késziilékkel. Egy nanoScan SPECT/ CT (Mediso Ltd, Magyarorszag)
késziilékkel teljes test CT szken felvétel késziilt, az alabbi beallitasokat kovetve: a
rontgencsd fesziiltsége 60 kVp, aramerdssége 86 mA; az expozicios id6 képenként 170
ms; voxel mérete: 1 x 1 mm. A CT képek elallitasa és elemzése a Nucline and
InterView FUSION program (Mediso Ltd., Magyarorszag) segitségével tortént.

4.6.2 Onkéntes futas futdbmalomban

A kiilonbdzé csoportokba tartozd egereket futomalommal (Campden
Instruments Ltd., Loughborough, Egyesiilt Kiralysag) ellatott ketrecekben tartottuk az
onkéntes futas vizsgalata céljabol. A szamitdgéphez kapcsolt futdbmalmok 20 perces
1d6kozonként mérik a késziilék fordulatszamat és ezzel az egerek onkéntes aktivitasat
14 napon keresztiil. Egyedenként meghatarozasra keriilt a naponkénti atlagos és
legnagyobb futasi sebesség és tavolsag valamint a futas ideje. Ezeket az eredményeket
a vizsgalati csoportokra vonatkoztatva atlagoltuk.
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4.6.3 Mellsé 1ab erejének mérése

Az els6 végtag fogasi erejének mérését egy erre a célra kialakitott
mérérendszerrel végeztiik. Az allatot a farka tovénél fajdalommentesen megfogva egy,
az egerek szamara kényelmesen megmarkolhaté fémdrothoz tartjuk. Az allat
megragadja a drotot, és ekkor a htizéerét folyamatosan mérve elkezdjiik a kisérleti
alanyt hatrafele mozgatni amaximalis er0 kifejtéséig, azaz amig a drotot a kisérleti allat
mar elereszti. A drot elmozdulasat pedig egy szamitogéphez kapcsolt erdmérd észleli.
Allatonként a vizsgalatot 10-15 alkalommal elvégezve és ezen mérésekkel atlagolva
kaptunk egy mérési pontot. A fogasi eré mérése mindig az allatok felaldozasa el6tt egy
nappal tortént.

47 In vitro kisérletek

4.7.1 Izomerd mérése

Gyors és lasst izomtipusok, vagyis m. extensor digitorum longus (EDL) és
m. soleus (Sol), kipreparalasa utan az izmokat a végeiknél talalhaté az inaknal felkGtve
egy kiilonleges mérdtaralyba helyeztiik. A mérdtartalyban az izmokat egyik végiikon
rogzitettiik, mig a masik végiik az erémérd karjahoz volt kotve. A vizsgalat folyamatos
oldataramoltatas soran (10 ml/perc) Krebs oldatban (135 NaCl mM, 5 KCI mM, 2,5
CaCl2 mM, 1 MgSOs4 mM, 10 HEPES mM, 10 gliikoz mM, 10 NaHCO3 mM; pH 7.2;
95% 02 és 5% COz tenzid mellett, szobahémérsékleten) tortént. Az izom mozgasat
érzékelte egy kapacitiv mechano-elektromos erdmérd (Experimetria, Budapest,
Magyarorszag) érzékelte. Az egyedi rangasok kivaltasahoz az izmok koré helyezett két
platina elektrod kozott kivaltott 2 ms hosszisdgi szupermaximalis impulzust
hasznaltunk. Az ingerlés hatdsara regisztralt er6generalas mérése egy TL-1 DMA
mérémiiszeren tortént 2 kHz frekvencidval, az adatokat Axotape szoftver (Axon
Instruments, Foster City, Kalifornia, USA) segitségével értékeltiik ki. A megfeleld
izomhossz beallitasanal a legnagyobb erd generalasa volt a cél, ezek utan az izmokat 6
percig a megfeleld szarkomer hosszisag mellett hagytuk az uj egyensulyi allapot
beallasanak érdekében. Az egyedi rangasokat 0,5 Hz ingerlésfrekvencia mellett
vizsgaltuk, ahol legalabb 10 egyedi rangast elemeztiink minden izom esetén. A rangas-
sorozatokon beliil az egyedi ciklusok amplitidoja kevesebb mint 3 szazalék eltérést
mutatott, igy az egyes izmok jellemzésére az egyedi rangasok amplituddjanak az atlagat
valasztottuk. A tetanusz vizsgalata soran EDL esetén egy 200 ms hossza 200 Hz-es
valamint Sol esetén egy 500 ms hosszi 100 Hz-es impulzussal ingereltiik az izmokat.
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A rangasok ¢és a tetanusz idGtartamanak meghatarozasahoz a teljes 6sszehtizodas és a
10 szazalékos elernyedési allapot kozotti idétartamot vettiik alapul.

4.7.2 Egyedi izomrostok elkiilonitése

M. flexor digitorum brevis (FDB) izombdl enzimatikus emésztés soran egyedi
izomrostokat nyertiink. Az FDB izmokat 0,2 szazalékos 1-es tipust kollagenaz (Sigma)
tartalmi kalcium mentes médiumban 37°C-on az egér tOmegének megfeleld
id6tartamig emésztve az FDB izmokat a kot6szovet felbomlott. Az izmokat Tyrode
oldathan enyhén titurdlva az izmokat egyedi, ép rostokat kaptunk. Ezek az egyedi
rostok egy liveg fed6lemezre kitapadva, tapfolyadékban 4°C-on 2 napig tarolhatdak.

4.8 Az egyedi izomrostok és kriosztatos illetve paraffinos
metszetek immunkémiai festése

Az immunkémiai vizsgalatok kivitelezéséhez a mintdkat el6szor 4%
paraformaldehidben (PFA) fixaltuk 20 percig. Az immunhisztokémidhoz hasznalt
kriosztatos meszetek kezelése az immuncitologiaval kezelt rostokkal teljesen
megegyezik, az egyetlen eltérés hogy a fixalas elbtt 15 percig hagytuk kiolvadni a
fagyasztott metszeteket. A 20 perces fixalas soran és utana is a minta meg6rzi eredeti
szerkezetét. A fixalas utan kovetkezett a nem keresztkotott PFA semlegesitése 100 mM
glicin-PBS oldat segitségével. Az antitestek sejtbe vald jutasihoz a sejtmembran
permeabilizalasa sziikséges 0,5 szdzalékos Triton-X (Sigma) PBS oldataval 10 percig.
A mintakat ezek utan haromszor mostuk 10 percig PBS oldattal. A nem specifikus
kotéhelyek lefedéséhez Serum-free Protein Blocking Solution (Dako, Los Altos, CA)
oldatot hasznaltunk 30 percig. Az els6dleges antitestet (anti-RyR1, anti-Szeptin7, anti-
CD45 és vazizom specifikus anti-a-aktinin) egy éjszakan keresztiil 4°C-on nedves
kamréaban inkubaltuk a mintdkon. A nem bekotédott antitesteket PBS oldatos moséssal
tavolitottuk el. Az els6dleges antitest nehéz lanca ellenes és egy fluoroforral konjugalt
masodlagos antitestet adtunk a mintakhoz. A nem bekotddott antitestek (jabb mosassal
torténo eltavolitasa utan a metszeteket lefedtiik. Az Alexa Fluor 488, TRITC és DAPI
fluoroféorokat tartalmazd mintdkrol AiryScan 880 1ézerpasztazod konfokalis
mikroszkoppal (Zeiss, Oberkocken, Németorszag) készitettiink képeket 20-szoros
levegds valamint 40-szeres és 63-szoros olaj immerzios objektiv hasznalataval. A fent
emlitett fluoroforokat 488, 543 és 405 nm hullamhosszon gerjesztettiik és 520-550 nm,
560-580 nm, illetve 420-490 nm hullamhossz tartomanyban detektaltuk az emissziot (a
felsorolas sorrendjében).
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A paraffinos metszeteket kezelés el6tt deparaffinalni kellett. Ezen metszetek
bar mar fixalva voltak, de utofixalas tortént rajtuk a mar ismertetett modon. Az endogén
peroxidaz enzimeket 0,5 szazalékos hidrogén-peroxid oldattal (H202) gatoltuk. A
paraffinos metszetekhez nem fluoreszcens jeloléssel ellatott masodlagos antitesteket,
hanem peroxidaz enzimmel kotott antitesteket adtunk. Ezek utan a DAB reagenssel
kezelve, az antitest komplexek helyén barna csapadék valt ki. A metszeteket
viztelenités utan lefedtiik és fénymikroszkoppal vizsgaltuk.

4.9 [zomregeneraci6 vizsgalata

A vazizomsériilés kivaltasa BaClz izomba valo injektalasaval tortént. 20 pl
fiziologias s6 oldatban oldott 1,2 szdzalékos BaClz m. tibialis anterior (TA) izomba
torténd beoltasa steril gyulladast okozott. Az egyes egerek egyik laba kontrollként
szolgalt, amit fizioldgids so oldattal oltottunk be. A vizsgdlati csoportok egyedei az
oltast kovetden a 4. és a 14. napon kertiiltek felaldozasra. Mind az oltott mind a nem
oltott, vagyis kontroll 1abakbol szdrmazod TA mintakbodl a késébbiekben Western blot
vizsgalat, illetve kriosztatos és paraffinos metszetek késziiltek. A szdvettani vizsgalatok
soran Hematoxilin-Eozin (HE) és DAB festés tortént.

4.10 Elektronmikroszkdpos mintaelokészités és
feldolgozas

Frissen izolalt TA izmokat in situ fixaltunk 3 szazalékos glutaraldehidos
Millonig pufferban. A levalasztott kisebb izomkotegeket utofixaltuk 1 szazalékos OsO4
vizes oldataban. Gyors etanolgradiensen keresztiili viztelenités kdvetden propilén-
oxidos kezelés majd Durcupan (Sigma) epoxigyantas bedgyazas tortént. Ultravékony
hossz,- illetve keresztirany( metszeteket készitettiink egy Leica Ultracut UCT (Leica
Microsystems, Bécs, Ausztria) ultramikrotommal. Az elkésziilt metszeteket uranil-
acetattal és oOlom-citrattal festettiik. A metszetekrél egy JEM1010 transzmisszios
elektronmikroszkoppal (JEOL, Tokio, Japan) készitettiink felvételeket. Az EM képeket
ImageJ szoftver (NIH, Bethesda, MD) segitségével elemeztiik, és meghataroztuk az
egyedi miofibrillumok és a mitokondriumok teriiletét, keriiletét, tengelyaranyait, a kor
alakhoz viszonyitott aranyaikat a Cre- és Cre+ egértdrzsek mintaibol készitett hossz- és
keresztmetszeti képeken.
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4.11 RNS-izolalas, Real-time PCR és kvantitativ PCR
vizsgalat

A human eredeti izombiopszia mintdkat és az egerekbdl szarmazo
izommintakat 4 Trizolban (Molecular Research Center, Cincinnati, OH, USA)
homogenizaltuk és szerves oldoszeres RNS izolalasi modszerrel vontuk ki az mRNS-
t.. 20%-os kloroform hozzaadasa utan a lizatumokat 4°C-on 16 000 g értéken, 15 percig
centrifugdltuk. A mintak felilluszojat 500 pl RNaz-mentes izopropanollal
szobahémérsékleten 10 percig precipitaltuk. 12 000 g értéken torténd centrifugalas utan
a kicsapodott RNS-t 75 térfogatszazalékos etanol segitségével mostuk, majd ismét
lecentrifugaltuk. A kicsapddott RNS-t RNaz-mentes vizben Ujra beoldottuk, majd az

felhasznalasig —80°C-on taroltuk. A reverz transzkriptaz (RT) reakcid kivitelezéséhez
a reakcidelegy (20 pl dssztérfogatra megadva) 1 pg RNS-t, 0,25 pul RN4z inhibitort,
0,25 pl oligdt (dT)-t, 2 ul ANTP-t (200 uM) tartalmazott RT pufferben. A specifikus
Palo Alto, CA) elére megtervezett specifikus primerparok segitségével végeztiik,
amiket a Bio Basic-tol (Toronto, Kanada) szereztiink be. Az egyedi tervezésii
primerparok specificitasat és alkalmazhatosagat in silico médon igazoltuk az NCBI
Primer-BLAST internetes adatbazis felhasznalasaval
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). A vizsgélni kivant szekvenciak
felsokszorozasat programozhaté PCR késziilék (Labnet MultiGene 96-well Gradient
Thermal Cycler; Labnet International, Edison, NJ) segitségével végeztiik. A kezdeti
denaturalas 94°C-on 1 percig tortént, majd 30 ciklus kovetkezett egy denaturdlasi
Iépéssel 94°C-on (30 s); majd annelacio optimalizalt hémérsékleten minden primer
parra 30 masodpercig; végiil pedig extenzid 72 °C-on, 60 masodpercig tortént, majd a
folyamat zarasaként a végs6 elongacié 72°C-on 5 percig. A PCR-termékeket EZ-Vision
Dye 6X (VWR) pufferrel inkubaltuk. A DNS-savokat 1,2-2,5%-o0s agardz gélen futatott
elektroforézis utan UV fény megvilagitassal tettiik lathatova.

Kvantitativ PCR (qPCR) soran a kiilonbozé vazizommintakbol (m. tibialis
anterior, m. pectoralis, and m. quadriceps) az izolalt RNS mintakat DN4az kezelésnek
vetettilk ald és a megmaradt mRNS-ket egy revez transzkripcié utan cDNS-¢é
alakitottuk. A qPCR vizsgalat soran egy LightCycler 480 (Roche, Basel, Switzerland)
késziilékben ketté kiilonboz6 moddszerrel vizsgaltuk a mintdkat a meglévo
primereinknek megfeleléen. Az egyik lehetéség a SYBRGreen (PCR Biosystems,
Oxford, Egyesiil Kiralysag) keverék alkalmazasa volt a masik modszer a magas
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specificitastt TagMan essz¢ (Mm00550197 ml) volt. Light Cycler 480 SW 1.5.0
szoftver (Roche) segitségével a triplikatumban vizsgalt mintdk ciklusidejébdl
meghataroztuk az atlagos Cp értéket. Ezekbél a Cp értékekbdl a ACp modszer
segitségével meghataroztuk a vizsgalni kivant mRNS-ek relativ expressziot a belsé
kontroll gének eredményeihez viszonyitva.

4.12  Western blot vizsgalat

A fehérje expresszid méréséhez az izommintakat mechanikai feltaras soran
lizis-pufferben (20 mM Tris—HCI, 5 mM EGTA, Protease Inhibitor Cocktail [Sigma,
St. Louis, USA]) homogenizaltuk egy HT Mini homogenizer (OPS Diagnostics)
késziilek segitségével. A mintakat 4°C-on 2000 g értéken lecentrifugaltuk és a
feliiluszokbol BCA protein esszé segitségével meghataroztuk a fehérjekoncentraciot,
¢s azonos koncentraciokat allitottunk be az elektroforézis mintapuffer oldat (20 mM
Tris-HCI, pH 7,4, 10% SDS-ben oldott bromfenol kék (0,01%), 100 mM -
95°C-on foéztlink, igy denaturdlva a fehérjéket. 10 szdzalékos SDS-poliakrilamid gél
segitségével 10 pg teljes fehérjeminta keriilt elektroforetikus elvalasztasra. Az
elektroforézis utan a fehérjéket nitrocelluloz membranra transzferaltuk és PBS-ben
oldott 5%-o0s sovany tejpor segitségével blokkoltuk a nem specifikus kotShelyeket. A
membranokat a megfelel6 elsddleges antitestekkel egy ¢éjszakan keresztiil, 4°C-0s
hémérsékleten inkubaltuk. A bekdtddést kovetden haromszor 15 perces PBS+1%
Tween-20 (PBST) mosassal a nem kotodott antitesteket eltavolitottuk, majd egy 6ran
keresztiil szobahémérsékleten HRP-konjugalt masodlagos antitestekkel inkubaltuk a
membranokat. A kialakult jel6lé6 immunkomplexek lathatova tétele felerdsitett
kemilumineszcencia segitségével tortént (Thermo Fisher Scientific). A jelek
denzitometrias vizsgalatat Imagel szoftver segitségével végeztiik, igy hogy a detektalt
szeptin7 jelet ugyanazon minta belsé kontroll fehérjére, az a-aktinin jel erdségére
normalizaltuk. A vizsgalatokat legalabb harom fliggetlen mintabol végeztik el,
technikai ismétlések szama pedig szintén harom volt.

4,13  Statisztikai modszerek
Az adatokat atlag + standard hiba (SEM) formaban abrazoltuk. Az eltéréseket
a kontroll és a Tamoxifen diétan 1évé allatok kozott egyutas ANOVA és Bonferroni

post hoc tdbbszords Osszehasonlitd teszt modszerrel vizsgaltuk a GraphPad Prism5
szoftver hasznalataval (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Student-féle t-
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probat alkalmaztunk a szignifikancia szintek meghatarozasahoz és a p<0,05 értéket
tekintetiik szignifikans eltérésnek.

5 Eredmények

5.1 A harantcsikolt vazizomrostok kiilonb6z6 szeptin
izoformakat expresszalnak

Humaén vazizom mintdk (amputicié soran nyert m. quadriceps femoris
biopszia) teljes lizdtumaban mRNS szinten a kiilonb6z6 szerkezeti csoportokba tartozo
szinte valamennyi szeptin kimutathaté volt RT-PCR reakciokkal. Kivételt képeznek a
szeptin 12 és 14, amelyeket nem tudtunk detektalni. Hasonlé eredményre jutottunk
ujszilott (4 napos) C5S7BL/6J egerekbdl szarmazd vazizmok analizise soran: mRNS
szinten a 12-es és 14-es izoforman kiviil az dsszes szeptin izoforma jelenlétét igazoltuk.
Az expresszids mintazat hasonlo6 volt felndtt (4 honapos) egerek izomzataban is, habar
egyes szeptin izoformadk mRNS-expresszidja (szeptin5 - szeptinl0) életkorfiiggést
mutatott.

5.2 A szeptin7 az egyedfejlodés soran valtozod expressziot
mutat

Mivel a szeptin mRNS expresszios szintek valtozast mutattak a proliferacid
soran ezért felmertilt lehetséges szerepiik a vazizomzat fejlédésében is. Elsdsorban a
szeptin7-re fokuszaltunk. A szeptin7 valtozo mértékil expresszidjat az izomfejlédés
soran fehérjeszinten is megfigyeltiik. A szeptin7 fehérje atirdsanak iiteme fokozatosan
csokkent az életkorral, amint azt az Ujsziilottekbdl, a 4 hetes és a 4 honapos egerekbdl
szarmaz6 izommintainak Osszehasonlitasa mutatta. Megfigyeltiik, hogy a szeptin7
expresszidja az adott életkorban fiiggetlen az izomtipustél, mivel azonos
mennyiségeket detektaltunk a kiilonb6z6 izomtipusokban (m. tibialis anterior — TA, m.
extensor digitorum longus — EDL ¢és m. soleus — Sol). A szeptin7 fehérje
expresszidjanak ez az egyedfejlédéssel bekovetkezd csokkenése dsszhangban van az
MRNS-szinten mért eredményeinkkel. A szeptin7 relativ  expresszidja
figyelemreméltoan magas az ujsziilott egerekben (NB) a késébbi id6pontokbol
szarmaz6 izommintakhoz képest.
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5.3 A szeptin7 elhelyezkedése a vazizomrostokban

A szeptin7 vazizomzaton beliili pontos lokalizacidjanak vizsgalatahoz BL6
egerekbdl szarmazd enzimatikusan izolalt egyedi m. flexor digitorum brevis (FDB)
rostokat immunfluoreszcens jel6lésnek vetettiink ala. Mivel a vazizomra specifikus a-
aktinin és a RyR1 helyzete jol meghatarozott az izomrostokon beliil, ezeket
referenciapontként hasznaltuk fel ezekben a kisérletekben. A  szeptin7-et
immuncitokémiaval tettiik 1athatova, és egyesitett képeket allitottunk el§ a-aktininnel
és RyRI1-gyel, hogy meghatarozzuk a szeptin7 viszonylagos lokalizacidjat a mar
emlitett referencia fehérjékhez képest. A konfokalis képekbdl nyert adatok azt
mutattik, hogy a szeptin7 az a-aktininhez hasonl6an a Z-vonal mellett helyezkedik el,
és szeptin7 jelolést figyeltiink meg a RyR1 altal jellemzett terminalis ciszternak kozott
IS.

5.4 A szeptin7 vazizom-specifikus csokkenése modosult
fenotipushoz vezet

A vazizomzatban a szeptin7 altal betoltott feladatok vizsgalatara a szeptin7
gén vazizom-specifikus leiitésé¢hez a Cre/Lox rendszer segitségével egy egérmodellt
allitottunk el6. A HSA-Cre transzgenikus egerekben a Cre rekombinaz gént a vazizom-
specifikus human alfa-aktin (ACTA1) promoter hajtja. Ezeket az egerekkel paroztatjuk
egy olyan egértorzzsel, amelyekben a szeptin7 GTP-kot6 P-hurkat kodold 4-es exon
loxP szekvenciaval hatarolt. A Cre-kozvetitett rekombinaci6 katalizalja a 4-es exon
kivagasat, ami egy tovabbi kereteltolodasi mutaciot eredményez az exontol lefelé. Az
igy keletkez6 szeptin7 mRNSek csonkoltak lesznek és nem fog roluk funkcioképes
fehérje atirddni. Az in vivo és in vitro kisérleteinkhez a Cre+ hemizigdta egereket
hasznaltuk fel, melyeket a vizsgalatok el6tt 1 honapos koruktdl kezdve 3 honapos
Tamoxifen etetésnek vettetiink ald. Ezekben az egerekben a Tamoxifen indukalta a Cre
enzimet, ami elvégezte a szeptin7 4-es exonjanak kivagasat, ezaltal megakadalyozta a

sris
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mintakbol készitett teljes sejtlizatumot hasznaltunk. A delécio a rostok tobbmagvusaga
miatt részleges volt, de igy is a szeptin7 fehérje expresszidjanak szignifikans
csokkenését eredményezte, ami mindegyik izomtipusnal megfigyelhetd volt: 59 + 8 és
63 + 8 szézalékos csokkenés a Cre— egerekhez képest, m. quadricepsben és m.
pectoralisban. Ezen eredmények jol korrelaltak a gDNS PCR-modszerrel torténd
vizsgalatabol meghatarozott koriilbeliil 50 szazalékos delécioval. A Cre+ egerekben
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kialakult egy latvanyos fenotipus ami egy kifejezett gerincdeformitds formajaban
mutatkozott meg, ahol a gerinc thlzottan kifelé gorbiilt, igy pupos, gorbe hata

megjelenéssel rendelkez6 egyedeket eredményezett.

55 Azinvivo er6generalas sériil a szeptin7 knockdown
egerekben

Az in vivo kisérletek soran egyértelmiien megfigyelhetd volt, hogy a szeptin7
csokkent mennyisége a kisebb teststlyt eredményez és rontja az izomteljesitményt. A
testtomegre normalizalt atlagos szoritasi eré hasonld volt a kontroll BL6 allatokban és
a Cre— egerekben, mig a Cre+ allatokban szignifikansan kisebb értékeket mértiink. Az
onkéntes futasi tesztek hasonld eredményekre vezettek. A futds Osszes paramétere
(tavolsag, id6tartam, atlagsebesség, maximalis sebesség) szignifikansan kisebb volt a
Cre+ allatokban a BL6 allatokhoz vagy a Cre— egerekhez képest, mig a kontroll és a
Cre— egyedek kozott nem volt kiilonbség a futas paramétereiben.

5.6 Azinvitro er6generalas csokken a szeptin7
knockdown egerek izmaiban

A szeptin7 csokkenés szignifikans hatdsa az in vitro modszerekkel mért
izomer$ paramétereien is megmutatkozott. Mind az egyedi rangds, mind a tetanusz
soran mért erd szignifikansan csokkent a Cre+ egerek EDL €s Sol mintdiban a Cre—
alomtarsak megfeleld izmaihoz képest. A maximalis er§ csdkkenése a csokkent
szeptin7 expresszi6 eredménye, mivel a Tamoxifen kezelés dnmagaban nem volt
hatissal a kontraktilis paraméterekre. Erdekes modon a rangisok és a tetanusz
kinetik4ja, valamint a faradékonysag csak a Cre+ egerek Sol-ban valtozott. Az in vivo
és in vitro erdmérések tehat arra utalnak, hogy a szeptin7 alapvetéen hozzajarul a
normal vazizomzat teljesitményéhez. Tovabba az izomerd meghatarozasaban fontos
is megvizsgaltak a Cre- és Cret+ allatok FDB-jébdl izolalt egyedi izomroston. A
kontraktilis fehérjékben jelentds valtozasat nem észleltiink; emellett az L-tipusa
kalciumcsatorna expresszids mintazata szintén hasonld volt a Cre— és Cre+ mintak
Osszehasonlitasakor.
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5.7 A szeptin7 csokkent expresszidja modosult
miofibrillaris és mitokondrialis szerkezethez vezet

A szeptin7 csokkent expresszidja altal a vazizomrostok myofibrillaris
rendszerében kivaltott szerkezeti valtozasokat elektronmikroszkoppal (EM)
tanulmanyoztuk TA izmokban. A Cre— allatok keresztmetszeti EM felvételein az
egyedi vazizomrostban elhelyezkedd szarkoplazmatikus retikulum (SR) altal jol
koriilhatarolhatd myofibrillumok jelenléte figyelhetd meg. A Cre+ egerek mintaiban
azonban a miofibrillumok elkiilonitése kevésbé volt nyilvanvald. A tényleges latdmez6
egy teriiletén belili Osszes myofibrillum azonositisa utan megbecsiiltiik a
miofibrillumok 4tlagos Osszteriiletét adott teriiletegységen (1 pum?) beliil, az egyes
myofibrillumok teriiletét, keriiletét és a myofibrillumok atlagos szamat a latdmezdben.
A Cret+ allatokbdl szdrmazé myofibrillumok atlagos teriilete és keriilete is
szignifikansan kisebb volt, mint a Cre— egerekbdl szarmazé miofibrillumok megfeleld
paraméterei. A fenti észrevételeinkkel 6sszhangban a miofibrillumok szdma egy adott
latdbmezdében szignifikansan megnétt a Cre+ egerekbdl szarmazé mintdkban a Cre—
allatok metszeteihez képest. A Cret+ egerek miofibrillumaiban az 6sszes fent emlitett
paraméter szignifikdnsan kiillonbozott a kontroll BL6 mintaktdl (a BL6 egértdrzson
végzett megfigyelések eredményeit jelen dolgozatban csak hivatkozzuk, de itt nem
mutatjuk be). A BL6 allatokbol és a Cre— allatokbdl izolalt myofibrillumok megfeleld
paraméterei kozott nem volt szignifikdns kiilonbség. Mindezen eredmények arra
utalnak, hogy a csokkent szeptin7 expresszid az egységnyi teriiletre jutd egyedi
myofibrillumok méretében csdkkenést, szamaban viszont jelentés emelkedést okozott
a Cre+ egerek vazizomzataban.

A fent emlitett paramétereket a mitokondriumokra vonatkoztatva is
meghataroztuk a kiilonboz6 allatcsoportokbol szarmazé TA izmok kereszt- és
hosszmetszeti felvételein is. A mitokondriumokra nézve is elvégeztiik a morfologiai
valtozasok leirasat. Minden egyes azonositott mitokondrium esetében kiszdmitottuk a
teriiletet, a keriiletet, az tengelyaranyt (AR) és az alaktényez6t (FF). A szamitott atlagos
keriilet és teriilet szignifikdnsan megnétt a Cre+ mintdkban a Cre— allatokbol szarmazé
izmok adataihoz, illetve a kontroll BL6 egerek mintaihoz képest. Kismértékben a
mitokondridlis teriilet relativ eloszlasa is megvaltozott a Cre+ mintdkban, ami a
nagyobb mitokondriumok megjelenésével magyarazhaté. Az AR szignifikdnsan
csokkent a Cre+ mintdkban a Cre— mintdkhoz képest, mig a szamitott FF
paraméterekben nem volt szignifikdns kiilonbség. Az egységnyi teriiletre jutd
mitokondriumok szama a kivalasztott latdomezGkben beliil szintén szignifikdnsan
megndtt a Cre+ egerekbdl szarmazé mintdkban a Cre— vagy BL6 egerek izmaihoz
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képest.. A kiilonbozé  allatcsoportok  hosszmetszeteinek — transzmisszios
elektronmikroszkopos analizise normalis myofibrillaris szerkezetet (szarkomer
hosszat, triad Osszetételt) tart fel a Cre— mintakban, mig a legtobb Cre+ izmokrol
késziilt felvételen nagy mitokondrialis halézatok eléfordulasat azonositottuk. A
hosszanti metszetekben a morfoldogiai paraméterek értékelése egyértelmi valtozasokat
mutatott az atlagos teriiletben, a keriiletben, az AR-ben és az FF-ben egyarant. Ezek a
paraméterek szignifikansan magasabbak voltak a Cre+ mintakban, mint a Cre— tarsaik
képein. A mitokondrialis teriilet relativ megoszlasanak eltolodasa arra utal, hogy nagy
tertiletli mitokondriumok jelennek meg a Cre+ allatok izmaiban. A mitokondriumok
Osszteriiletét az adott latomezd teljes teriiletének szazalékdban a BL6 és Cre—
allatokban is megvizsgaltuk, de ebben a paraméterben nem volt szignifikans kiilonbség
ezen egerek kozott. Meghatdroztuk a mitokondridlis DNS-tartalmat is a kiilonb6z6
izomtipusokban (m. pectoralis és m. quadriceps). Mindkét vizsgalt izomban a
mitokondridlis (16S) RNS-tartalom erdsen csokkent a Cre+ egerek izmaiban, a Cre—
egerek adataihoz viszonyitva. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a szeptin7
expresszidjanak csokkenése a vazizmokban nemcsak a mitokondridlis morfologiat,
hanem feltehetéen a mitokondrialis miikodést is stilyosan befolyasolja.

5.8 A szeptin7 megvaltozott expressziot mutat
izomregeneracio soran

A BL6 egerek TA izmaiban kismértékii steril gyulladast és ezzel enyhe
izomkarosodast indukaltunk BaCl: injekcioval. Két kiilonb6z6 idépontban kriosztatos
metszeteket készitettiink a BaClo—dal injektalt és az ellenoldali, BaClo—dal nem, de
fiziologias sooldattal injektalt kontrollként kezelt izmokbol. A metszeteket
hematoxilin-eozin (HE) festésnek vetettiik ala. A regeneracio soran szatellita sejtek
aktivaciojanak kovetkeztében megemelkedett Pax7 expressziot, valamint az
izomrostokban kozponti elhelyezkedésii sejtmagokat figyeltink meg az injektalt
izmokban Osszehasonlitva a kontroll mintakkal. A szeptin7 fehérje mennyiségét a
regeneracio soran 2 hétig figyeltik, és az elvégzett Western blot mérések minden
vizsgalt idOpontban emelkedett értéket mutatottak. A szeptin7 megemelkedett
expresszidja, amelyet a BaCl, altal kivaltott izomkarosodast kdvetden észleltiink,
felveti annak lehetdségét, hogy a citoplazmatikus szeptinek potencialisan

crer

differencialodasanak szabalyozasan keresztiil.
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5.8.1 A vazizomregeneracio soran morfologiai valtozasok
mennek végbe

A szeptin7 regeneracioban betdltott szerepének pontosabb feltarasahoz steril
vazizomgyulladast és ezaltal karosodast valtottunk ki a fent leirt BaClz injektalasi
modszerrel. A fiatal Cre— és Cre+ egerek TA izmaba tortént az oltas. A bal oldali labban
steril gyulladast indukaltunk, mig a jobb oldali TA fiziologias sooldattal injektalt
kontrollként szolgalt. Ezt a fajta sériilést a meger6ltetd izommunka soran fellépd
izomkarosodas, vagyis mikrosériilések szimulacidjaként hasznaljak. A gyulladas
morfoldgiai jelei az injekcio beadasa utan 4 nappal mind a Cre+, mind a Cre— egerekben
lathatok voltak, és csokkent mértékben még 14 nappal a sériilés utan is jelen voltak,
amint azt a HE-festés is mutatja. A gyulladasos sejtek (neutrofil granulocitak,
makrofagok) invazidja a BaClz injektalt teriileten jol megfigyelhetd volt, mig a kontroll
labakon gyulladasra utald jelek nem mutatkoztak.

5.9 A vazizomsériilés a szeptin7 expressziojanak
emelkedését valtja ki

Konfokalis mikroszkoppal késziilt felvételek alapjan csak mérsékelt
kiilonbséget észleltiink a szeptin7 filamentumok expresszidés mintdzatdban a Cre— és a
Cret egerek kozott. A képek statisztikai elemzése megerGsitette, hogy a
fehérjeexpresszié mind a Cre—, mind a Cre+ egerek izomzatdban megemelkedett az
injekcio hatasara (67,9 £ 5,2%-161 83,0 £ 2,8%-ra; és 53,7 + 2,9%-161 80,8 £ 5,3%-ra).
A Cre+ allatok izommetszetében szignifikdnsan alacsonyabb expressziot detektaltunk,
mint a Cre— allatokban (p < 0,05).

Az immunfestések soran észlelt szerkezeti kiilonbségnek a tovabbi
vizsgalatara kvantitativ analizist végeztiink mind mRNS, mind fehérje szinten. A
szeptin7 mRNS szintjében a Cre— egerekben a vazizom sériilése nem okozott valtozast
a regeneracid korai szakaszaban. Azonban a szeptin7 leiitott (szeptin7-KD) egerekben
a BaCl: kivaltotta sériilés a szeptin7 mRNS novekedését indukalta az injekcid utani 4.
napon. A Western blot analizis részben hasonl6 eredményeket mutatott. Csakagy, mint
mRNS szinten, a szeptin7 fehérje expressziojaban nem volt megfigyelhet6 kiilonbség a
Cre— egerekben a sériilés kivaltotta reakcioban. Bar a Cre+ egerek injektalt izmaban a
szeptin7 mRNS szinten megemelkedett, ezt a jelenséget a fehérje expresszioban a
vizsgalt idépontban nem lehetett kimutatni.
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5.10 A regeneraciot a Pax7 transzkripcios faktor
megemelkedése kiséri

A nyugalomban 1év6 szatellitsejteket (SC) a Pax7 expresszidja jellemzi, ami
a nyugvo allapotbol aktiv sejtciklusba 1épéskor ndvekvd expressziot mutat. Ezért az
mRNS ¢és a fehérje szintli expresszidjanak vizsgalata a BaClz injekcio utani
regeneracios folyamatok ellendrzésére alkalmazhatd. Ahogy az varhat6 volt a Pax7
mRNS szintje szignifikdnsan megemelkedett 4 nappal a vazizom sériilése utan mind a
Cre—, mind a Cre+ egerekben. Az mRNS valtozasait jol ebben az idépontban kdvette a
Pax7 fehérje fokozott expresszidja. A regeneracio végére (14. nap) a Pax7 mRNS még
mindig emelkedett volt a Cre— és a Cre+ egerek injektalt labaiban. A Cre— egerekben
a Pax7 fehérje emelkedése tovabbra is szignifikdns volt. Azonban a szeptin7
knockdown Cre+ egerekben a Pax7 fehérje mar nem mutatott szignifikins emelkedést.

5.11 A regeneracids szakaszban a miogenin transzkripcios
faktor emelkedett expresszié mutat

A miogén program egyik kés6i markere a miogenin transzkripcios faktor,
amelynek aktivalodasa a differencialddashoz nélkiilozhetetlen fehérjék transzkripciojat
koordinalja. A regeneraci6 folyamatanak részletesebb analizise érdekében a miogenin
valtozasat is monitoroztuk. Négy nappal a vazizom sériilése utin a miogenin mRNS
szintje mar emelkedett volt a Cre— egerekben. Ezt a valtozadst Western blottal
fehérjeszinten is megerdsitettilk. A szeptin7 részleges leiitése nem befolyasolta a
miogenin expresszios valtozasait, itt is emelkedést tapasztaltunk. A regeneracid végére
(14. nap) a miogenin mRNS ¢és fehérje szintje lecsokkent, és nem mutatott kiilonbséget
a kontroll és az injektalt labak kozott a Cre— egerekben. Ellenben a Cre+ allatokban a
miogenin fehérje szinten tovabbra is fokozott expresszidt mutatott, azonban a miogenin
mRNS szintjében mar nem volt megfigyelhetd a fokozott kifejez6dés.

5.12 A laminin expresszios valtozasa a regeneracio soran

rrrrr

szinten laminin kifejez6dést vizsgaltunk mindegyik vizsgalati csoportban 4 és 14
nappal a sériilés utan. Négy nappal a vazizom sériilése utdn kimutathaté volt mind a
laminin mRNS, mind a fehérje mennyiségének fokozddasa a Cre— egerekben. Azonban
a Cre+ egerek sériilt és nem sériilt labai kozott nem volt kiilonbség sem az mRNS-
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szintben, sem a fehérje expresszidjaban. A regeneracio végére a laminin mRNS-
novekedése lecsengett a Cre— egerekben. A laminin fehérje Western-blot analizise
megerdsitette az mRNS-adatokat. Ellenben a Cre+ egerek sériilt labaiban a laminin
MRNS-szintje ebben az id6pontban emelkedést mutatott, de a laminin fehérje
kifejez6dése késést szenvedett, az mRNS-szintli valtozasokat még nem kovette.

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

Adataink azt mutatjak, hogy a szeptin7 hozzajarul az izomregeneraciohoz,
mert a részleges leiitése, igy a szeptin7 hidnya expresszios és kinetikai eltéréseket
eredményezett a regeneraciot kiséré molekuléris folyamatokban. Az izomrostok esetén
a kozpontilag elhelyezked6 magok a szatellita sejt eredetli, Gjonnan differencialt
mioblasztok sériilt izomrostokhoz torténd integralddasat jelzik. Az utols6 1épésben a
magok visszanyerik eredeti szarkolemmalis helyiiket. A szeptin7 izomregeneracidban
betdltott szerepének tovabbi vizsgilatdira morfologiai elemzést is végeztink. A
gyulladasos sejtek szamat és a kdzponti sejtmagokat tartalmazo rostok szamat a sériilés
utan 14 nappal HE-festett metszeteken vizsgaltuk. A gyulladasos leukocitak altali
invazid igazolasara fluoreszcens immunfestést végeztiink CD45, az altalanos leukocita
antigén ellen. Bar a BaClz injekcio a gyulladasos sejtek jelentds felszaporodasa
eredményezte mind a Cre+, mind a Cre— egerekben, melynek mértéke szignifikansan
magasabb volt a Cre+ egerekben, mint a Cre— egerekben. A kozponti sejtmagokat
tartalmazo6 izomrostok szama is jelentGsen magasabb volt a Cre+ egerekben, mint a
Cre— egerekben. Kozpontilag elhelyezkedd sejtmagokat alig lehetett azonositani a nem
injektalt izmokban.

6. Megbeszélés

Az eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a szeptin filamentumok a
vazizomzat citoszkeletonjanak szerves €s nélkiilozhetetlen részét képezik. Eddigi
ismereteink alapjan mar tudjuk, hogy kolcsonhatasba Iéphetnek a sejtvaz mas
elemeivel, a sejtmembrannal és emellett szamos jelatviteli utvonalban is részt vehetnek.
A kutatdcsoportunk a vazizomzatot vizsgalva el6szor mutatta ki a kiilonboz6 szeptin
izoformak jelenlétét és a szeptin7 fontossagat a vazizomzat megfeleld mitkodésében,
ezaltal tovabb bdvitve a szeptin rendszer elemeinek sejtspecifikus hatasspektrumat.
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6.1 Szeptin izoformék expresszidja a vazizomban

A szeptinek a citoszkeletalis rendszer negyedik alkotdelemei. Részt vehetnek
a vazizomzat felépitésében és a miikdésében is fontos szerepet jatszhatnak. Egér és
human vazizom mintakban vizsgalt szeptin mRNS expresszidos mintazatok alapjan
kijelenthetd, hogy az egyes homoldogiacsoportok (SEPT2, SEPT3, SEPT6 és SEPT7)
legalabb egy tagja jelen van a harantcsikolt vazizomban. Ezek az eredmények az eddigi
kutatasok altal igazolt hexamerek, magasabb rendii oligomer szerkezetek jelenlétét
feltételezik, bar a pontos komplexképzddés megértéséhez tovabbi szerkezeti
vizsgalatok sziikségesek.

A szeptin7 az életkor elérehaladtaval csdkkend expressziot mutatott mind a
gyors, mind a lassu kinetikdval rendelkezé vazizmokban. Ez arra utalhat, hogy az
egyedfejlodés kezdeti szakaszdban kifejezettebb a jelent6sége. Ezen megfigyelés
Osszhangban all a szeptin7 korabban felismert, sejtosztodasban betdltott kiemelkedd
szerepével. Az a tény, hogy a szeptin7, szeptin9 vagy szeptinll gén mutécidja és
kititése embrionalisan letalis szintén a korai fejlédésben betdltott alapvetd szerepiikre
utal. Tekintettel arra, hogy a szeptin7 az egyetlen tagja a SEPT7 homoldgiai csoportnak,
hianya feltételezhetden nem potolhatd masik izoformaval az oligomerekben, mert nincs
masik hasonld szerkezetii szeptin izoforma. Kutatocsoportunk korabban kimutatta,
hogy a szeptin7 a vazizomzat korai fejlédésében nélkiilozhetetlen és teljes hianya
halalos. Ebben a kisérletsorozatban arra vilagitottunk ra, hogy mar a csokkent
expresszio is sulyosan roncsolja a vazizomrendszer fejlodését. Az egyedfejlodés soran
bar lecsokkent a szeptin7 expresszidja, de ez az alacsonyabb mennyiség kritikusnak
bizonyul szamos sejtélettani folyamatban szempontjabol. Vizsgalataink soran a
kondicionalis szeptin7 KD (Cre+) egerek esetén megfigyelt megvaltozott fenotipus és
a csokkent izomerd is megerdsitette a szeptin7 fontossagarol felallitott teoriat.

A szeptinek és mas citoszkeletalis fehérjék kozotti kapcsolat kiemelkedd
szerepet jatszik a mechanikai ingerek érzékelésében és kozvetitésében. Kimutattak,
hogy a szeptinek egyiitt jelennek meg az aktin filamentumokkal a fokalis adhézios
komplexekben és a stresszfilamentumokban. A szeptinek tovabba részt vesznek a
mechano-transzdukcioban azaltal, hogy elésegitik a kontraktilis aktin-miozin kapcsolat
kialakulasat emlGs hamsejtekben és egér szivizomsejtekben.

6.2 A szeptinek szerepe a mitokondrialis dinamikaban

Eredményeink arra utalnak, hogy a szeptinek szerepet jatszanak az egerek
vazizomzatanak mitokondrialis dinamikajaban, mivel a mitokondridlis vizsgalatok
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soran az EM képeken az egyedi mitokondriumokbol szarmaztatott teriilet és keriilet
adatok eltértek a kontroll és az indukalt szeptin7-KD allatok mintaiban. Tovabba a
szeptin7 hianyos rostokban kiterjedt mitokondrialis halozatokat talaltunk. Azonban a
mitokondrialis DNS-tartalom csokkent a nagyobb mitokondriumok ellenére is, ami a
Cret+ egerek mitokondrialis funkcidjanak karosodasara utal. A citoszkeletonrol
kimutattak, hogy megvaltoztatja a mitokondriumok mozgasét és eloszlasat az erésen
polaros sejtekben, és szerepet jatszik a mitokondrialis dinamikéban is. A szeptin
fehérjék hianyaban a sejtekben megnyult mitokondriumok jelentek meg, ami a csdkkent
mitokondrialis osztodas, vagyis a sériilt mitokondriumhasadés folyamata miatt alakult
ki, és nem a hibas mitokondrialis fuzié miatt. Kimutattdk, hogy a szeptin2 hidnya
befolyasolja a mitokondrialis morfoldgiat Hel a sejtekben. Ezt a képet tovabb arnyalja
a szeptin7 altalunk kimutatott, a mitokondriumokra kifejtett vazizomspecifikus hatésa.
Mar ismert, hogy a mitokondriumok miikddéséhez hozzajarulnak a koriilottik 1évo
strukturalis funkcidval bird szeptinketrec szerkezetek is. Vizsgalatok soran igazoltak,
hogy a szeptin7 és a mitokondrium egyiittes lokalizacidja befolyasolja a Shigella

szeptinek feleldsek a mitokondrialis stabilitas fenntartasaért csillos baktériumokban és
protozoakban. Mindezek a szeptinek mitokondrialis dinamikaban bet61tott evolucidsan
konzervalt szerepét korvonalzzak.

crcr

A kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a szeptin7 expresszidja megnovekszik
a BaClz injekcio altal kivaltott enyhe izomkarosodast kovetkeztében. Az injekcio
indukalta gyulladast és az azt kdvetd regeneracié megjelenését és mértékét a Pax7
pozitiv szatellitsejtek jelenlétének kimutatasaval kovettiik, és egyértelmii 6sszefiiggést
talaltunk a két molekula expresszids mintazatanak id6beli lefolyasaban. Ezen
megfigyelésiink dsszhangban volt a Pax7-re vonatkozé korabbi eredményekkel. A
sériilés utan atlagosan 4 nappal a legintenzivebb a miogén regeneracio, igy mind a Pax7,
mind a szeptin7 expressziodjanak a ndvekedése ebben a fazisban volt a legnagyobb. 14
nappal a nekrozis kivaltasat kovetden a regenerativ folyamatok 1ényegében teljesen
befejezodtek, és a két molekula expresszidja visszatért az alapszintre. Mivel a Pax7
transzkripcids faktor megjelenése, valamint a rostban kézpontilag elhelyezked6 magok
az izomregeneracio elfogadott markerei, arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
szeptin7 fokozott expresszidja is Osszefliggésben lehet az izomregeneracio folymataval.
Bar ezek az eredmények bizonyitottdk a szeptin filamentumok jelentdségét az
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izomsériilést kdvetd regeneracios 1épésekben, pontos szerepiik tisztazasahoz tovabbi
kisérletekre volt sziikség.

A szeptin7 izomregeneracioban betdltott feladatanak vizsgalatara az altalunk
létrehozott kondicionalis KD egértorzset hasznaltuk fel. A szeptin7 szintjének 40
szazalékos csokkenése a mar emlitett gerincdeformitas és izomer6-csokkenés mellett
rontotta a gyogyulds képességet is, ami jelentdsen befolyasolta a regenerativ
folyamatok dinamikajat.

A konfokalis felvételeken lathato eltérések, vagyis a gyulladast kdvetden a
szeptin7 expresszidjaban bekovetkez6 fokozodas, megmutatkozott a fehérje és az
mRNS szintek valtozasaban is. Az injekcid hatdsara mindkét allattdrzsben (Cre— és
Cre+) nétt a szeptin7 mRNS mennyisége, ezek a valtozasok azonban kifejezettebbek
voltak a Cre+ egerekben. Az mRNS szinten ez az emelkedés a Cre+ 4llatban mar a 4.
napon szignifikans volt, mig fehérje szinten ez csak a 14. napon volt detektalhato.
Ahogy az varhato6 volt, a Cre+ allat kontroll labdban az mRNS mennyisége abszolut
értékben is szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a Cre— allatban. A regeneracid
beindulasa utan a Cre+ egerekben gyorsan megemelkedett a szeptin7 mRNS szintje,
ami a regeneraciohoz sziikséges megndvekedett szeptin7 mennyiségét kivanta
biztositani, azonban a fehérje mennyiségének névekedése csak néhany napos késéssel
kovetkezett be. Ebben a folyamatban a gyulladas egy tilkompenzalt szeptin7-termelést
okozhatott, ami az addigi hianyt is megprobalta kompenzalni. Feltételezhetd, hogy a
szeptin7 mMRNS-ének ilyen nagymértékli megemelkedése sziikséges, ami hangstilyozza
a folyamatban betoltott szerepét. Azt is valdszinisithetjiik, hogy egy adott szeptin7
mennyiség elengedhetetlen a regeneracios folyamat lefolyasahoz, és ha a rostok csak
lassan képesek ezt megtermelni, akkor a folyamat dinamikaja eltolodik.

A Pax7 mint f6 szatellita aktivacios transzkripcios faktor nélkiilozhetetlen a
regenerécios fazis elinditasaban. Erdekes modon a Pax7 esetén a két csoport kozott nem
volt szignifikans kiilonbség sem a fehérje, sem az mRNS szintben. Ez arra utalhat, hogy
a Cre— és a Cret egerek regeneracidés képessége kezdetben hasonld, hiszen a
szatellitsejtek altal kifejezett és az izomregeneraciohoz sziikséges Pax7 szinte azonos
szinteket ért el. Tovabba az is hozzajarulhat ehhez, hogy a Cre rekombinaz gént a
vazizomspecifikus alfa-aktin promoter vezérelte, ami csak differencialt rostokban
aktiv. Ebbol addddan a szeptin7 expresszioja csak a vazizomrostokban csokkent, a
szatellita sejteket nem befolyasolta, mivel a Pax7-pozitiv szatellitsejtek mas tipust
aktint expresszalnak. A sériilés minden esetben kivaltotta a Pax7 szintjének
emelkedését, jelezve a regeneracios kaszkad kezdetét.

Egy masik transzkripcids faktor, a miogenin szintjét is megvizsgaltuk a Cre-
és Cret+ allatokban. A miogenin az izom eredetli éretlen sejtek termindlis
differencialodasaban vesz részt, az ehhez sziikséges fehérjék atirasat iranyitja. A nem
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oltott mintakban nem lattunk kiilénbséget a Cre+ ¢és a Cre— allatok kozott sem mRNS,
sem fehérje szinten. Azonban a BaClz injekci6 altal kivaltott megnovekedett miogenin-
fehérjeexpresszié a Cre+ allatokban még a 14. napon is fennallt, ami valtozast okozott
aregeneracié dinamikajaban és egy elhuzodo izomrostképzédésre enged kdvetkeztetni.
Cre— egerekben a korabbi magas mRNS expresszid a 14. napon mar nem volt
egyértelmiien kimutathaté. Ez arra utalhat, hogy a szeptin7 a folyamatok késébbi
lépéseiben jatszhat inkabb szerepet. A jelatviteli folyamatok elindulnak, de a folyamat
lassuldsa miatt nem kapcsolnak ki a fiziologias esetben tapasztalt idétartam elteltével.

Ez nem az egyetlen arra utal6 jel, hogy a szeptin7 leiitése az izomgyogyulas
dinamikéjaban negativ hatést valt ki.

A laminin egy ECM molekula, amely a Cre— egerek esetén jelentdsen
felszaporodott 4 nappal a sériilés utan, mig a szeptin7 részleges leiitése a Cre+
egyedekben akadalyozta a laminin megfeleld idében torténd kifejezédését. A Cre+
egerek esetén a laminin mRNS ndvekedése csak a 14 napos mintdkban kezd6dott el. A
fehérje mennyiségének ndvekedése feltehetden a 14. utan kovetkezett be, ami jelentds
késés a Cre— allatokhoz képest. A laminin expresszidjanak ez a mértéki eltolodasa a
szeptin7 hidnyaban kialakulé modosult citoszkeletonnak kdszonhetd. A stabil, érett
sejtvaz nélkiil az ECM szintézise nem indokolt, hiszen a szeptin hianyaban még ki nem
¢épiilt vagy nem funkcidképes hemidezmoszomak nem tudnak az ECM elemeihez,
példaul a lamininhez kapcsolodni.

Kisérleteink alapjan ugy gondoljuk, hogy a csokkent szeptin7 expresszio
jelentdsen meghosszabbitja a regeneracid fazisait. A kisérletes rendszeriinkben a Cre-
lox rendszer indukatoraként alkalmazott Tamoxifen Onmagaban kis mértékben
lassitotta a regeneracid folyamatat, Osztrogénanaldg természete és hatasa miatt.
Kisérleteinkben ezért az 6sszehasonlitas mindig a Cre— és Cret+ egyedek kozott tortént.
Az egyedek kozott az indukalt gyulladasra adott valaszreakcio nagyfoka diverzitast
mutatott, ezért a regeneracios szakaszok valtozo mértékben lassulhattak le.

Osszegezve  tapasztalatainkat — megallapithatd, hogy a  szeptin7
mennyiségének ndvekedése minden allattdrzsben megfigyelhetd volt, habar valtozo
mértékben. Ez arra utal, hogy a fehérje elengedhetetlen a regeneracidhoz. Ugyanakkor
arra is kovetkeztethetiink, hogy a szeptin7 transzkripcidja ugyan lassabb a Cre+
allatokban, de hosszabb id6 alatt mégis elérte a Cre- allatok expresszids mennyiségeét,
ezzel is azt a feltevést erGsitve, hogy adott mennyiségli szeptin7 nélkiilozhetetlen az
izomgyogyulas lezajlasahoz. Ezek alapjan ugy gondoljuk, hogy az izomrostok
terminalis differencialodasa nem megy végbe a szeptin7 hianyaban. Ezt tiikr6zi a
hosszan fennalldé emelkedett miogenin szint is, ami annak tulajdonithato, hogy az
alacsony szeptin7 szint mellett a kivant differencialtsagi fok nem érhet6 el. A Cre+

29



allatokban a laminin fehérje késleltetett expresszioja szintén dsszhangban van ezzel a
képpel, igazolva a szeptin7 jelentdségét és hatasat a regeneracio késobbi 1épéseire.

Az expresszios vizsgalatok mellett a regeneraciot kisér6 morfologiai
valtozasokat is elemeztiik. A gyulladasos sejtek szama a sériilés kovetkeztében, a
kialakuld steril gyulladds miatt mindegyik mintaban megndvekedett. Kontroll
koriilmények kozott a gyulladas lezajlasa utan a fehérvérsejtek szama lecsokkent. Itt
megjegyeznénk, hogy a kimutatott immunsejtek, foleg a makrofagok nem csak a sériilt
szovetek eltavolitasaban, de a regeneracio indukalasaban is fontos szerepet jatszanak.
A Cre+ egyedekben a leukocitabeszlirédés mértéke szignifikansan magasabb volt még
a 14. napon is, ami azt jelzi, hogy a szeptin7 hidnya késleltette a gyogyulast.

Az immunsejt infiltracié mellett a rostban kdzpontilag elhelyezkedd magok
szama is alatamasztotta elképzeléseinket. Az izomregeneracié jellemz6 indikatora a
sejtmagok ilyen lokalizacidja, mert ezek a gydgyulashoz és differencialodashoz
sziikséges nagymennyiségii fehérjeszintézist jelzik. A kozponti magokat tartalmazo
izomrostok szdma szintén szignifikansan magasabb a Cre+ egerekben, mint a Cre—
egerekben, ami tovabb hangsulyozza a regeneracié kinetikajanak elnyulasat és a
szeptin7 szerepét az izomgyogyulasban.

7. Osszefoglalas

A szeptin7 citoszkeletalis fehérjével végzett vizsgalatok soran a genetikailag
modositott egereken megfigyelt izomerd csokkenés és, gernicdeformitas a fehérje
vazizomban bet6ltott jelents szerepére utal. Ez a hatés kettds természetii. A szeptin
rendszer strukturalis feladatanak elégtelensége mellett a mitokondridlis funkcio is
sérillt. Az egyes mitokondriumok szerkezeti moddosuldsa és az Osszefliggd
mitokondrialis halozatok kialakulasa arra utalhatnak, hogy a szeptinrendszer és a
mitokondrialis osztodas, valamint hasitas folyamata szoros kapcsolatban all. Ezek a
morfoldgiai valtozasok hozzéjarulhattak a rostszerkezet tovabbi atrendezédéséhez és a
mitokondrialis funkcid romlasahoz. A szeptin7 kifejez6dése korfiiggést mutatott,
melyben a fiatal egyedekben a szeptin7 emelkedett expresszidja a sejtosztodasban
jatszott fontos szerepének tulajdonithato. A kor eldrehaladtaval expresszidja csokken,
feladata inkabb a membranszervezddésben, a differencialédasban, a sejt-sejt kozotti
kapcsolatok 1étrehozasaban és a bels6 struktira kialakitasaban nyilvanul meg. Ezen
folyamatok mindegyike jelentds szereppel bir a regeneraciéo folyamataban, ennek
koszonhetden a szeptin7 hianya tobb ponton is akadalyozhatja az izomgydgyulast. A
kisérleteink soran igazoltuk, hogy a szeptin7 hianyanak kovetkeztében az
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izomgyogyulas markerei megvaltozott expressziot mutattak, ami arra utalhat, hogy a
regeneracio fazisai lelassultak és elhuzodott a gyogyulas.

Megemlitendd, hogy a szeptin7 hatasa nem feltétleniil kozvetlen az emlitett
folyamatokban. Szamos tanulmany ramutatott az aktin vaz szerepére is, valamint a
mikrotubulusok dinamikajanak jelent6ségét is kiemelték az izomrostok képzddésben.
Tovabba azt is igazoltak, hogy a citoszkeleton tagjainak kolcsonhatasai jelentdsen
befolyasoljak egymast. Ezen tilmenden nem csak a citoszkeleton tagjai, hanem egyéb
jelatviteli fehérjék is képezhetnek komplexet a szeptin7 fehérjével.

A szeptin7 szerepének pontosabb megértése €s interakcids partnereinek
feltarasa elGsegitheti az izomregeneracido €s az izomerd generalas folyamatanak
teljesebb  feltérképezését. Az igy szerzett ismeretek hozzajarulhatnak az
izomsorvadasos betegségek, illetve az idGskori izomgyengeség elleni terapiak
kidolgozdsahoz, valamint a mikrograviticioban bekovetkezd izomleépiilés
megelézéséhez, igy javitva az érintett paciensek életmindségét.
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