Valasz Dr. Kellermayer Miklos professzor ur biralatara

K&szdndm a részletes birdlatat. Szamomra is megtiszteltetés, hogy az On kritikdja és
észrevételeivel szemben prébalhatom megvédeni a munkdmat és valaszolhatok a kérdéseire. A
dolgozat mogo6tti munkdassagot elismerd szavait kdszondm, ez kilon batorit a késébbiekben is.

Reflexidim a megjegyzésekre:

Sajnadlom, hogy disszertacidt nehézkes olvasmanynak taldlta, én igyekeztem olvashatdan
megirni. Kétségtelen, hogy a tudomdanyos munkam sordn szinte kizarélag angolul irok és
olvasok. Ennek a hatasa nyilvan érezhet6 a magyar szakmai nyelvhaszndlatomon. Azt
gondoltam, a magyar nyelv rugalmassaga mindezt még elviseli. Tobbes szam els6é személybdl
egyes szam els6 személyre azért valtottam olykor, mert jelezni kivantam, hogy azt a munkat
egyedil végeztem. Idegen szavakat igyekeztem tobbnyire a tartalmi pontossag érdekében
atvenni. Sajnalom, hogy az ,,ascorbic acid” haszndlataval 6nkéntelenl utalhattam arra, hogy a
vegylilet neve el6sz6r nem magyarul sziiletett. A szemelvényekként felsorolt mondatértelmet
zavaré betlihibakat sajndlom, ezek jé része elmaradt szovégzG6dés, a szoveg egyik programbdl a
masikba torténd konvertaldsa (atalakitdsa?) miatt maradhattak rejtve. A 2. tablazatban a
»pankredz” az alatta kovetkez sorban a ,Langerhans-sziget sejtek”-el folytatodik. a 23. abrdn a
vonal 100 pum-t jelent, az 50 véletlendl kerilt oda. A 6. dbra jeleit a mellette levd 5. dbra alairasa
magyarazza, nem a 4. dbrdé, ahogy (hibdsan) szerepel. A 49. oldalon jelzett rost asszociacié az
,ubiquitos”-t az ,ubikviter” jelentésnek megfelel6en szandékoztam hasznalni, sajnos ennél is
becsuszott egy bet(ihiba.

Valaszaim a kérdésekre:

A valaszok aldtamasztdsara hasznalt referencidkat, ha a dolgozatomban is szerepelnek, csak
szerzbvel és évszammal emlitem, egyébként részletesen feltliintettem a referencia forrasat

1)A Bevezetés kitér az izomdifferencidlodasi markerekre (p. 9), ide sorolva a dezmint, az alfa-
aktint, a miozint és a SERCA fehérjéket. Ugyanakkor szamos fehérjérdl ismert, hogy szinte
kizarélag a harantcsikolt izomban expresszalédnak (pl. titin, nebulin, stb.). Ezek
felhasznalhatdak differencialodasi markerként?

Igen, ugy gondolom, hogy a titin és a nebulin is felhaszndlhatdak a szarkomer differenciacié
markereiként, s6t a titin mioblasztokban is kifejez6dik (van der Ven et al. 1993 J Cell Sci
106:479-489, Moncman and Vang 1996). A titin kifejez6dését egyiitt irtdk le a dezminével a
notexin indukdlt regenerdciéban (Vater et al. 1992). Mi nem hasznaltuk ezeket, ezért is
hidnyoznak az izomdifferencidcios géneket targyald részbdl. Attdl tartottam (Vater et al. 1992
alapjan), hogy a notexin regenerdciés modellben a nekrotizdlédd izomrostokbdl felszabaduld



titin és nebulin stabillabbak maradnak, mint a dezmin és a hattérben zavarhatjak a
mioblasztokban és miotubulusokban kifejez6dé titin és nebulin kimutatasat. A masik ok, hogy
hisz éve még nem allt rendelkezésiinkre informacié, antitestek a titin és nebulin neonatalis
izoformdk kimutatasahoz. A dezmin differenciacidos markerként csak az immunhisztokémiai
vizsgalatokhoz bizonyult igazdn hasznosnak, az immunoblotton mar kevésbé. A miozin nehéz
ldnc izoformdi azonban mar ismertek voltak és az antitestjeik is konnyebben voltak
beszerezhetlk, ezért is hasznaltuk inkabb azokat.

2) BrdU jel6lés kimatdsa (p. 23 legalja). Miért véletlenszerlien kivalasztott blokkokat
alkalmaztak az immunfestéshez? Mi indokolja, hogy nem hasznaltdk a teljes izommintat?

Egy kis félreértést érzek a kérdésben: nem a véletlenszer(ien kivalasztott blokkokat, hanem
mindegyik blokkbdl hdarom véletlenszer(en kivalasztott metszetet alkalmaztunk a BrdU jel6lés
kimutatdsara. A BrdU jeldlt sejtmagok szamolasahoz azért nem a teljes (soleus) izmot
hasznaltuk, mert akkor mar hematoxilin és eozin festéssel feltérképeztiik a nekrozis és
regeneracié mértékét és id6beliségét az izomban és lattuk, hogy a harmadik napra annak
eloszldsa egyenletes az izom hosszdban. Azzal, hogy hosszaban hat egyenld hosszUsagu blokkra
osztottuk az izmot még részletesebb képet kaptunk a sejtosztéddasrdél. A szamolast e blokkok
mindegyikének véletlenszerlen kivalasztott harom metszetén végeztik, melyekbdl levontuk a
kontroll izom értékét és dsszeadtuk ezeket. Ugy lattuk, ez kellen reprezentélta az egész
izomban bekovetkezett BrdU jel6lést. Egyébként, ha a teljes izommintat felszeleteljiik, az jéval
tobb munka lett volna, s ugy véltiik szamolni kell majd olyan hibakkal is, hogy a blokkok
keresztmetszetének eltérése befolydsolhatja a mikroszképi metszet vastagsagat, s ez utdbbi a
metszetbe keriilt sejtmagszamot. Ezért inkdbb a jel6lés véletlenszerlen kivalasztott
metszeteken torténd értékelése mellett dontottiink. Véleményem szerint jol, mert az eredmény
konzisztensnek mutatkozott nem csak az abban a cikkben szerepl6 tébbi adattal, hanem a
kés6bb évek soran mért paraméterek értékével és interpretaldsdval is. Felvetédhet még, hogy
lehetett-e volna ,,whole mount” preparatumot késziteni az egész izombdl, de problémat
jelentett volna a sejtmagok, a kromatin ,feltarasa” a BrdU immunhisztokémia szdmdra (2n HCL-
es kezelés). Tudomasom szerint patkany soleusra nem kozoltek erre alkalmas modszert.

3) A regeneralddott izom ultrastrukturdja (szarkomerikus, miofilamentalis szerkezete) milyen

pa’s

az eredeti, nekrézist megel6z6 izomszerkezethez képest (5-6. dbrakhoz kapcsoléddan).

A notexin regenerdacios modellben nem vizsgaltuk az ultrastruktdra véltozdsat. A rostméret a
vizsgalt, tébbnyire egy hdnapos periddusban nem érte el teljesen a kontroll rostméretet, de 3-6
hénap mulva mar igen. A neuromuszkularis véglemezek a normal izom keresztmetszeten atlés
irdnyban rendezddtek, mig a regenerdlt izomban szértabb elhelyezkedést mutattak (Késa and
Zador 2013). A szakirodalom szerint (Whalen et al. 1990, Harris 2003) a szarkomerikus
miofilamentalis szerkezet |ényegében helyre allitddott, az A és | savok szélessége, a
szarkomerméret azonos lett, mint a kontroll izomban. Erdekes médon a miofilamentalis



szerkezet kialakulasanak kezdetéhez még nincs sziikség beidegzésre. Ugyanakkor a
regeneraléddé izomban gyakoribbak a rosteldgazdsok és a centrdlisan elhelyezkedd sejtmagok,
mint a normal izomban és az endomizium is mutathat a normal izométdl eltéré deformacidkat
(Allbrook 1981, Muscle Nerve 4:234-245, Whalen et al. 1990, Head et al. 2014, Exp Physiol
99(4)):664-674).

4) Mi az oka annak, hogy a MyoD transzkript id6filigg6 valozasai (8.A dbra) késnek a fehérjéhez
képest (10.A abra)? Nem forditva varnank? Jéllehet errdl olvashatunk egy lehetséges
magyarazatot (72. oldal), miszerint szatellitasejtek vagy miogenikus prekurzorok vandorolnak
a nekrotizalé izomba, ez a lehetdség kisérletesen tesztelhetd. Tortént-e ilyen prébalkozas,
avagy spekulaciérdl van sz6?

A 10. A abran valdban [athaté egy oszlop, amely a myoD fehérje normal izomban mért értékénél
nagyobb, azonban nagy a szdrds és a kiilénbség statisztikai mdédszerrel nem szignifikans, amint
azt jelzem is a szovegben és az dbra magyardzatdban. A myoD fehérje atlagos szintje azért
alakulhatott ilyenre, mert egy-két regenerdlédd izom myoD szintje a normalénal magasabb volt.
A nekrézis alatti magas myoD szint lehetséges magyarazataként a 72-73 oldalon idézek harom
olyan kozleményt (Bischoff, 1997, Seale and Rudnicki 2000, Schulze et al. 2005), amelyek leirtak
aktivalt szatellitasejt vagy, ha ugy tetszik miogenikus prekurzor vadndorldst a kornyezé normal
izmokbdl a nekrotizalédé izomba. Ugy vélem ez nem spekulacié, hanem masok tudoményos
megfigyelésével aldtdmasztott emlitése egy lehetséges indoknak. Masrészrél a myoD transzkript
szintjét ugyanazon a napon szintén egy a normal izoméndl magasabb oszlop jelzi a 8. a dbréan, de
ez a kiilonbség sem szignifikans. Nem mondhaté tehat, hogy a myoD fehérje szintje megel6zné
az mRNS szintjének emelkedését, inkdbb az latszik, hogy egyiitt valtoznak. A nekrozis és a
regeneracio vizsgalata soran nem volt lehetséges tobbszori mintavétel ugyanazon izombdl, ezért
a molekulaszintek gyors valtozdsa, mint példaul a myoD esetében is, a feldolgozas id6pontjaban
az egyes izmokban jelentGs eltérésekhez vezetett. Ezért fordulhatott eld ilyen. Igen, voltak
probalkozasaim arra, hogy a rendelkezésemre allé Novocastra myoD antitesttel
immunhisztokémiai modszerrel is kimutassam a nekrézis-regenerdcio elsé napjain myogenikus
prekurzor sejteket. Azonban metszetenként olyan kevés és valtozé mennyiségl myoD pozitiv
sejtmagot taldltam, hogy latszott: igy joval nehezebb lesz mennyiségi killonbséget kimutatni,
mint immunoblotton. Végil, amint az immunoblotton is latszik, az els6 napon nem volt
szignifikans a myoD emelkedése, igy az nem bizonyitja, hogy mas izmokbdl szdrmazd aktivalt
szatellita sejtek bevandorlasa a regenerdlddd izomba jellemzé lenne az elsé napon.

5) Passzivan nyujtott izomban valtozott-e az egy miofibrillum mentén elhelyezked6
szarkomerek szama? Mas szdval, valtozott-e az atlagos szarkomerhossz? Ugyancsak ide
tartozik, hogy a passziv nyujtasi/terhelési kisérletekben milyen szerepet tulajdonit az izom
rugalmas elemeinek (titin, mikrotubulusok, kollagén)?

llyen kisérletet nem végeztiink. Altaldban nem vizsgéltuk a miofibrillumokat és az azokat alkotd
szarkomereket. igy nem tudom, csak a szakirodalom alapjan feltételezem, hogy valtozott a
szarkomerek szama, de nem valtozott az atlagos szarkomerhossz, a miofibrillumok mentén a
patkany soleus izomban a passziv nyujtas sordn. Az egyik alapvet6 munka szerint (Williams and



Goldspink 1973, J Anat 116: 45-55) a feln6tt egér soleus izmanak egy hetes passziv nyujtasa
legaldbb tiz szazalékkal ndvelte a miofibrillumok mentén a szarkomerek szamat a kontrollhoz
képest. A forras régi, de nem taldltam a cafolatat. Mar a mult szazad hetvenes éveiben is leirtak:
alapvetd, hogy neonatalis vagy felné6tt koru-e az adott izom és hogy mennyi ideig tartott a
passziv nyujtas. A kisérleteinkben alkalmazott felnGttnek tekinthet6 soleus izom harom napos és
egy hetes passziv nyujtas hatdsdara hipertrofizalt, hosszabb lett, tobb lassu, I-es tipusu rostot
tartalmazott mint a kontroll. Mindez jelent8s atépiiléssel kellett, hogy jarjon, ami 6sszhangban
van a szarkomerszam névekedéssel. Ennek alapjan a hét napig nyujtott izomban nem
feltételezném a szarkomerhossz dtlagos novekedését a nem nyujtott izomhoz képest, legaldbbis
kisebb mértékben, mint a harom napos vagy (az altalunk nem vizsgalt) révidebb ideig, percekig,
Orakig passzivan nyujtott izomban. Az emlitett korai munkak is Ggy interpretaljdk a
szarkomerszam valtozast, hogy az izom ezzel tartja meg az optimalis szarkomerhosszt a passziv
nyujtas (vagy rovidités) alatt bekdvetkez6 miofibrillum hosszvaltozaskor.

A passzivan nyujtott soleus izom emlitett intra- és extracellularis. rugalmas elemeit (titin,
mikrotubulus, kollagén) sem vizsgaltuk, igy ennél is a szakirodalomra szeretnék utalni. A
kollagén szintézise megnétt a nyul passzivan nyujtott tibialis anterior izmdaban (Williams et al.
1997, J Anat 193:131-138), a szerz6k részben ennek tulajdonitjak a hosszabb idétartamu passziv
nyujtds utan bekovetkez6 merevséget. A titinrél feltételezik, hogy a strukturalis integritas és a
nem kontraktilis izomerd alakitdsa mellett, mint biomechanikai szenzor is mikodik (Ganzier et
al. 2014, Proc Natl Acad Sci U S A.111(40):14589-94). Ennek a molekulanak az ekcentrikus
kontrakcidban kulcsszerepet tulajdonitanak (Herzog et al. 2015 Frontiers in Physiol 6:174). A
titin génexpresszid novekedésére nem taldltam adatot, de lgy vélem egyiitt jar a
szarkomerszam novekedéssel. Az Ankrd2 (titin koté fehérje) szintje passziv nyujtds hatasara
jelentGsen megnGtt az egér soleus izmdaban, de kevésbé a gyors tipusu tibialis anterior izomban
(Mckoy et al. 2005). Mindez a lassu tipusu transzformacié részeként megy végbe. A passziv
nyujtds altal hipertrofizalt izomban nyilvan ndvekszik a mikrotubulusok mennyisége is. A
mikrotubulusoknak alapvet6 szerepe van a mechanikus stressz reakcidban: kdzvetitenek az
oxigén szabadgyok termel6dés és a Ca2+ jelutak felé, az alfa-tubulin posztranszlacios valtozasa
példaul szabdlyozza a citoszkeleton merevségét. Feltételezik, hogy ennek a Duchenne tipusu
disztrofia (egy degenerativ-regenerativ jellegl izombetegség) pathomechanizmusdban is fontos
szerepe lehet (Kerr et al.2015, Nat commun 6:8526).

6) Mi lehet a molekuldris mechanizmusa annak, hogy bizonyos SERCA izoformdk mRNS-e a
notexin adast kovet6 egy napon beliil gyakorlatilag elt(inik (20. abra)? mRNS lebomlas?
Transzkripcio gatlas?

A modszeriink, az RT PCR az mRNS szint kimutatdsara volt alkalmas. Az izomspecifikus SERCA
izoformak mRNS-e bizonydra lebontddik az izomnekrdzis és a massziv inflamacid soran az
endogén vagy a neutrofil eredet(i RN-azok altal, hiszen a PCR nem mutatta ki ezeket. Alkalmas
maodszer hidnydban nem vizsgaltuk, de feltehetd, hogy a fogyatkozd izomsejtmagokban sem
folyik transzkripcid, hogy potolja ezeket a nekrotizald rostokban. Viszont megmarad, ill.
esetenként emelkedik a SERCA2b mRNS szint, ami feltehet6en a gyulladdsban részvevd sejtektdl
szarmazik. Ahol gyulladds van, ott nukleazok is felszabadulhatnak a nekrézis részeként. Ennél
tobbet nem tudok mondani, mert valéjadban nem a nekrdzis folyamatat igyekeztem vizsgalni. Az



egy nap utani mintavételre csak azért volt szlikség, hogy mutassa az izom degeneraléddasanak
mértékét.

7) Milyen gyors a SERCA fehérjék normalis kicserél6dése (turnover) (21-25. abrakhoz)? Mas
széval, miért és hogyan lehetséges, hogy a SERCA fehérje a sajat mRNS-ével szinkron médon
tinik el?

Kétségtelenil érdekes, hogy a lecserélt proteinek vajon miért nem ,élnek tal”, és miért
bomlanak le veliik a transzkriptjeik is. Az emlitett abrdkon lathaté izoforma valtasok a
neonatalis-gyors-lassu differenciacié kovetkeztében mennek végbe, ezért bizonyara nem
hasonlitanak a fehérjék normal izomban, a sajat rosttipusukban végbemend kicserélGdésére. A
turnovert ez esetben is bizonydra a szintézis és lebontas sebessége szabja meg, radioaktiv
aminosav adasa utdn a jelolt fehérje kivonasa és tokéletes tisztitdsa utani specifikus aktivitas
féléletideje alapjan lehetne megallapitani. llyen vizsgalatot nem végeztiink. Fel sem meriilt,
hogy végezzlink. Ha belegondolok, azt varnam, hogy a turnover, minden fejl6dési allapotban,
rosttipusban (netan izomban) mds lehet. A SERCA1b kicserél6dése (27. dbra) a regeneralédé
soleus izomban bizonyara révidebb, mint 2-3 hét, de a regenerdldédd EDL-ben csak mintegy hét
napos. Az izoforma valtasok, amelyre kivancsiak voltunk, a turnover nélkil is Iathatdak. Az egyes
géntermékek, izoformdk esetén mas és mas lehet a stabilitast és lebontast szabalyozd szint és
mechanizmus. A SERCA1b és SERCAla izoforma valtas esetén a SERCA1 transzkript splicingja
[atszik meghatarozdnak. A SERCA1 gén mar a mioblaszt-miotubulus-fejl6d6 izomrost
allapotokban kifejez6dik és a fejl6d6 rost allapotig a SERCA1b mRNS splicingja megy végbe, ez a
message transzlalédik (a feln6tt nyujtott és a denervélt izomban, ez az mRNS-t nem irédik at).
Az SR fejlédésével a SERCA1b lecserélédik SERCAla-ra. Ebben szerepet jatszhat az is, hogy a
beidegzés kialakuldsaval parhuzamosan domindns lesz a SERCA1a tipusu splicing. Fontos lehet
tovabba, hogy az intraluminalis calcium szint emelkedése jobban gatolja a SERCAlb-t, mint a
SERCA1a-t, s ennek kdvetkeztében a SERCA1b csak fele olyan hatékonyan m(ikodik (Zhao et al.
BBA 2015, 1852(10 Pt A):2042-7). A SERCA2 esetében az mRNS izoformak stabilitasa eltérd: a
SERCA2a mRNS 3’ szakaszanak kdszénhet8en jéval stabilabb, mint a SERCA2b-t transzlalé mRNS-
ek (melyek ugyanazon sejtallapotban kifejez6dnek) (Misquitta et al. 2008, Cell Calcium 40:329-
348). Az el6bbi mechanizmus a szivizomban is érvényesiil. A szivizomban kimutattak, hogy a
SUMOL1 conjugacidja megnoveli a SERCA2a pumpa stabilitdsat és a pumpa SUMO-ilacié mértéke
lecsdkkent a ledllé szivekben (Kho et al. 2011, Nature 477:601-605). Altalaban Ggy latszik, hogy
az izom novekedését serkent6 IGF-I —Akt-mTOR jelUtvonal és a novekedését gatlé myostatin
SMAD2/3 jelGtvonal tart egyensulyt az izomnovekedés allapotaban (Schiaffino et al. 2013, FEBS
J 280:4294-314). Atrofia, denervacid, cachexia esetén f6leg a proteoszémalis és az autofagias
fehérjelebontas szabalyozza az izom méretét és valdszinlileg a tipusat is (Schiaffino et al. 2013,
FEBS J 280:4294-314). Feltételezhets, de nem ismert, hogy ezek folyamatok érvényesiilnek a
regenerdlddd izom atépiilése rosttipus kialakuldsa soran is (Schiaffino and Reggiani 2011).

8) Mi dllhat az innervacid és a miozin nehézlanc expresszié kozotti szoros 6sszefiiggés
hatterében? Mi lehet a molekularis mechanizmus?



Az innervacid hatdsat a legismertebb mddon kalcineurin-NFAT jeldt szenzorként kdzvetiti a lassu
miozin nehézlanc kifejez6désére (Chin et al. 1998, Wu et al. 2000). Ugy latszik ez a regeneral6dé
soleus izomban is igaz (Serrano et al. 2001; McCullagh et al. 2004). Egy Ujabb kdzlemény
vazizom specifikus KO egerek felhasznalasdval is megerdsiti azt, hogy az NFATC1 serkenti a lassu
miozin kifejez6dést oly modon, hogy fizikai kapcsolatba Iép a myoD N-terminalisan talalhaté C/H
domainnal és ezzel gatolja ennek hatasat a p300 hiszton aciltranszferdzra és mas kromatin
szabalyozé faktorokra, és ezaltal gdtolja a gyors miozin kifejez6dést (Ehlers et al. 2014, Cell Rep
8(6):1639-48). Hogy ekdzben kdzvetlenlil mi szabdlyozza a lassu miozin gén kifejez6dését, arra
nem talaltam egyszer(ibb vélaszt a szakirodalomban.

A masik fontos jelut, a Ras MAPK(ERK) is kozvetiti a lassu beidegzés hatasat a lassu miozin
kifejez6désre (Murgia et al. 2000). Ennek tovabbi részletei nem ismertek pontosan. Tovabbi
megvalaszolatlan kérdés, hogy miként kapcsolddik a két jelut a folyamatban egymashoz.

9) A mechanikai terhelés megvaltoztatasa (tenotomia) megvaltoztatta-e egyéb fehérjék
szintjének megvaltozasat is?

A teljes tenotémiat nem, csak a részleges (néhany rostot érint6) formajat idéztik el a
regeneralddé soleus izom proximalis inkotegének részleges atvagasaval. Ezekben a rostokban is
csak a lassu izomra specifikus miozin és SERCA kifejez6dését vizsgdltuk. Nyilvanvalé, hogy ezek a
rostok passziv mozgatasnak is ki voltak téve a tenotdmia mellett. A passziv mozgatds, ha a
rosttipus valtast nem is befolyasolta alapvet6en, bizonyara mérsékelte az izom leéplilést — ezt a
szelektiven denervalt regenerdlddé soleus mérsékeltebb friss suly csokkenése alapjan gondolom
a végtagi denervalt regeneralt soleuséhoz képest. A teljes tenotdmia lényegében megsziinteti az
izomrost természetes nyujtasat-rovidilését, ezaltal a passziv rovidiléshez hasonlé allapotot
eredményez. Ennél is fontos, hogy mennyi ideig tart. Egy hét utan a lassu miozin kifejez6dés
leéplilése és az MyHC2a és MyHC2x nehézlancok kifejez6dése varhato, s a szarkomerszam is
csokkenhet (Tabary et al. 1972 J Physiol 224: 231-244; Williams and Goldspink 1973) a
szarkomer alkoté fehérjék leépulésével, kifejez8désének valtozasaval egyitt. Megnéhet a
tropomiozin alfa / béta izoformak és a gyors tipusu troponin izoformak aranya is (Yu et al. 2007,
Am J Phys 292:C1192-1203).

10) Hogyan tortént a fehérjék kvantifikalasa a fénymikroszkdpos felvételeken (22, 23, 26, 28,
31, 34, 36. abrak)?

Az emlitett abrakon rostfestések lathatok, ilyenkor nem a fehérjék kvantitalasat végeztiik el,
mert a modszer erre nem alkalmas, hanem a fest6d6 rostok szamolasat. A kornyezd rostokhoz
viszonyitva dontottik el, hogy egy rost festédik-e, vagy sem. A fest8d8 rostok szamat hasznaltuk
az 6sszehasonlitashoz, illetve azt is vizsgaltuk, hogy parhuzamos metszeten kifejeznek-e masik
fehérjét (pl. a miozin és SERCA korreldcié vizsgalatakor). A kifejez6d6 fehérjék mennyiségi
mérésére immunoblotot haszndltunk, altalaban ugyanazon izomra, amelybél a rostszamolast is
végeztiik.

11) Mi lehet a mechanizmusa annak, hogy a transzfekcio tavoli izomrostokban is érezteti
hatasat (37, 40. abrak)? Ures vektorral torténd transzfekcié miért vezet izomtémeg és



rostatméré novekedéshez (40. abra)? Mi az a "friss suly" (37. dbra) és miben kiil6nbozik a
"friss tomegtdl" (38. Abra)?

A néhany rostba transzfektalt domindns ras és a SERCA1b siRNS egész izomra, tehat a tavoli
rostokra is kifejtett hatasardl egyel6re nem igen tudok tébbet anndl, mint amit a disszertacidban
is leirtam: bizonyara autokrin-parakrin jellegd, valdszind, hogy a rostok kornyékén kimutathaté
interleukin 4 kdzvetiti és a citokin antitestje megsziinteti. A mechanizmusra csak feltételezéseim
vannak, nem jutottam el a kisérletekig. Ujabb adat, hogy a denervalt regeneralédé izomban ez a
hatds nem érvényesil. Abbdl indulok ki, hogy a transzfektalt gén hatdsa elGszor egy az egész
regeneralddd izomban érvényesil6 rostméretet fenntartd mechanizmusra hat, melynek elemei
a transzfektalt rosttdl tdvolodva nem feltétleniil ugyanazok. Ez a mechanizmus tulkompenzal, és
ezért novekszik atmenetileg a friss tomeg és a rostméret. A 40. abran én nem latom, hogy az
Ures vektorral transzfektalt regeneral6do izom témege és rostmérete nagyobb lett volna a nem
transzfektalt regeneralddd soleusénal, mert a nem transzfektalt regeneralddd izom nincs is
feltiintetve ezen az abran. Az elsé ilyen targyu cikkemben (Zador 2008) talalhato egy tablazat,
mely 6sszefoglalja a friss tomeg és rostméret ndvekedését a regeneracid soran. Ezeket az
értékeket a cikk abraival 6sszehasonlitva lathatd, hogy az lres vektorral transzfektalt
regeneraléddé izom tomegében és rost méretében nem kiilénbdz6tt a nem transzfektalt
regeneralddd izomtdl. A friss suly ebben az esetben is |ényegében egyenl a friss tomeggel, az
izom kimetszés utani sulyat/tomegét jelenti.

12) Az izomnekrozis tet6fokan mi biztositja a sz6vet mechanikai kontinuitasat?

A notexint azért tartjak alkalmasnak izomregeneracid beinditasara, mert a megfelel6 ddzisban
szelektiven nekrotizalja a soleus izomrostjait és megkiméli a kotdszovetet, az ereket és a
szatellita sejteket (Harris et al. 1975, Montecucco et al. 2008, Cintra-Francischinelli et al. 2009)
A szovet mechanikai folyamatossagat az biztosithatta, hogy az izomnekrézis tet6fokan, a toxin
injektdlds utdni 1 és 2.nap. kdzott is megmarad a kdtGszovet (endomizium) nagyobb része. Ez
azért is lényeges, mert az elsé dezmin pozitiv sejtek (mioblasztok) a nekrotizadlédott felndtt
rostok méretéhez igazodé endomizium megmaradt haldzatdhoz tapadnak. Ez a kot6szovet, az
endomizium hisztokémiai metszeteken lathaté méretvaltozdsa alapjan lathatdan gyorsan
atépdl, igazodik a miotubulusok és a fejl6d6 izomrostok méretéhez (Whalen et al. 1990).

13) A miozin és SERCA kifejez6dés milyen szinten (pl. gén, transzkripcid, szabalyozas) és
milyen mechanizmussal koordinalédik?

Ugy tinik, hogy aligha lehet egyetlen mechanizmust és gén expresszids szintet kiemelni a fenti
koordinacids szerepét illetéen. Erre utal a dolgozatom egyik megallapitdsa is: a lassu miozin
nehéz lanc és SERCA izoformdk kifejez6désének szabalyozasa nem egyforman fligg a
beidegzéstdl és a beidegzést kdzvetit6 Ras és calcineurin NFAT jelutaktdl a regenerdlddé soleus
izomban. Ennek kimutatdsat a lassi miozin és SERCA izoforma kifejez6dési koordinacidjanak
megszakitasaval lehetett megoldani. Ezért, ha mds szemszogbdl nézziik, a koordindlédas a
beidegzés hatdsara, s az ennek kozvetitésében alapvet§ szerepet jatszo Ras és a kalcineurin-
NFAT jelatak altal torténik. A beidegzés mas-mds mértékben és génexpresszids szinten



szabalyozza a lassu miozin és a lassu SERCA kifejez6dését. Elképzelhetd, hogy mas izmokban,
mas izom tipusban és mas fejlédési és alkalmazkoddasi dllapotban, ahol a lassu miozin nem fligg
a lassu beidegzéstdl (Launay et al. 2006, Schiaffino and Reggiani 2011) a miozin és SERCA
kifejez6dés koordinalédhat masként is, nemcsak a beidegzés altal vezérelt jelutak révén.

Remélem a kérdésekre adott valaszaim kielégit6ek voltak és igy a megtiszteltetés érzése mellé a
sikeres valaszadas folotti 6romom is tarsulhat.

Szeged, 2016. majus 17. Tisztelettel:

Zador Erné



