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ROVIDITESEK JEGYZEKE
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ELOSZO

Ez a munka - Zador Emmé MTA doktori értekezése - az alapjaul szolgalé tudomanyos
folyoiratcikkek tartalmat foglalja G6ssze. E cikkek témaja egy vazizom regeneraciés modell
molekularis jellemzése és transzgenikus felhasznalasa koré csoportosithatd. A benniik szerepld
kisérleti eredmények egy disszertacio elvarhatd terjedelmi keretei kozott nem mutathatok be
részletesen, ezért csak a kutatds logikai menetéhez lényegesebbeket vettem sorra. Az
izomregeneracio kutatasaval két évtizede kezdtem el foglalkozni. Elsésorban az érdekelt, hogy
lehetséges-e olyan fejlodésbioldgiai rendszerré alakitani, amelyben a transzfektalt gének hatasa in
vivo tanulmanyozhat6. A regeneracié dinamikaja és a neonatalis fejlédéssel mutatott hasonlosaga
eleinte még a transzfektalas lehetéségénél is érdekesebbnek latszott. Ezért az elsé években
els6sorban a regeneraci6 molekularis folyamatainak leirdsa kototte le a figyelmemet. Arra
kerestem a valaszt, hogy a regeneralddd izom milyen mértékben ismétli meg az in vitro és in vivo
izom differencialodas algoritmusat, a sejtosztodas-differencialodas és a szovetté alakulas 1épéseit.
Ebben a folyamatban latens szoveti sejtekbdl gyorsan oszt6do sejtek jonnek létre, melyek tobb
magva miotubulusokka fuzionalnak végiil kiterjedt izomrostokka fejlédnek. Az osztdodasra
képtelen kifejlett izomrostok posztmitotikus syncytiumnak tekinthet6k és terminalisan
differencialtak, de korantsem allanddak, hanem tovabbra is alkalmazkodnak a kiils6-belsé
kornyezeti hatasokhoz (pl. a beidegzés valtozasa, terhelés, hormonok, novekedési faktorok). Az
izom mérete is valtozik az alkalmazkodasa soran, sét, olykor ,,transz-differencialodik” is, azaz, a
kontrakcios és metabolikus tulajdonsagai eltolodnak a gyorsabb vagy a lassubb irdanyba. Az
altalunk vizsgalt regeneralodo izom differencidloddasa nem csak morfoldgiai szempontbol, hanem
a folyamat molekularis szabalyozasa tekintetében is eltér a kifejlett izométol. A kifejlett izmot,
jollehet kontrollként szolgalhat a regeneracio jellemzéséhez, valdjaban tobb fejlédési fazis is
elvalaszthatja egy adott stadiumi regeneral6dd izomtol. A regeneracié egyes fazisait, eldszor
részletesen jellemezni Kellett ahhoz, hogy megbizhatd térbeli és idbeli képet kapjunk, amelyb6l
levezethet6 a kifejlett izom allapota. A morfologiai és molekularis események feltérképezése utan
keriilhetett sor a folyamat belsé Osszefiiggéseinek felderitésére, a modellként torténd
alkalmazasra. Az altalunk leirt regeneraci6 teljes volta és folyamatanak reprodukalhatdésaga miatt
olyan megfigyelések és Osszefliggések feltarasat is lehetové tette, amelyek mas izomregneracios
rendszerekben, tgy latszik rejtve maradtak. Ennek alapjan feltételezhetjiik, hogy az itt
bemutatasra keriil6 kisérleti rendszer az emlitett elényei altal eddig is hozzajarult és késébb is

hozza fog jarulni az izomregeneraciod és fejlodés alaposabb megismeréséhez.
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. IRODALMI ATTEKINTES

1.1. Azizomregenerdcio kisérletes eloidézésének modozatai

Az eml6s izomregeneraciot foként a patkanyban és egérben lejatszodasa folyamatai alapjan
ismerjiik. Mindenekel6tt az ép izomrostok sériilése idézi el6 a folyamatot, melyben meghatarozo,
hogy hany rost és milyen mértékben sériill meg (Carlson 2008). A fizikai terhelésnek Kkitett
(csontnovekedés altal nyujtott) izomban is tamadhat olyan mikrosériilés az izomrost
szarkolemmajan, amely elegendé ahhoz, hogy a szarkolemma és a bazalis lamina kozott
elhelyezkedd szatellitasejtek aktivalodjanak, azaz mioblasztokat hozzanak 1étre (Jarvinen et al.
2008). A mioblasztok a sériilt izomrostba 1épve génaktivitasukkal segitik a sériilés kijavitasat. A
rostok kozotti térbe kiszabaduld molekuldkat gyulladasos folyamatok tavolitjak el. Ha a rost tobb
helyen sériil meg, akkor a sériilt rost egy szakaszan a leépiilés akar a bazalis lamina részleges
lebomlasaig is eljuthat. Ilyen mértékii valtozas is lejatszodhat fizikai terhelés hatasara. A
regeneracio a sériilt bazalis lamina mentén, a lebomlott rost épen maradt ,.keretében” indul meg, a
kovetkezo pontban ismertetendd 1épések szerint. Tobb rost, nagyobb kiterjedésii, de még mindig
részleges sériilése esetén, nagyobb mennyiségli idegen anyag szabadul ki és emiatt a gyulladasos

folyamat hosszabb, a sériilés is nehezebben gydgyul, az izom regeneracidja elhtizodik.

Regeneraciot kisérletesen ki lehet kivaltani az izom csipesszel torténé Gsszeroppantasaval vagy
szarazjég izomfelszinre torténd rahelyezésével is. Ez a folyamat modellezheti azokat az
izomsériiléseket, amelyek z(iz6das és fagyas hatdsara kovetkeznek be és részben ezek alapjan
gondolhattak korabban, hogy a vazizom rosszul regeneralédik. A masik ok az izom
transzplantaciok sikertelensége lehetett, konkrétan az a megfigyelés, hogy a sériilt izomba
beiiltetett kompatibilis ép izom a vartnal lassabb gyogyulast eredményezett. A vazizom
sériilt rost jelenléte és a miattuk fennallo gyulladas. A regeneracio akkor a leggyorsabb, ha a
rostok tobbségét a Kiterjedt nekrozis és gyulladas viszonylag gyorsan eltavolitja. Ez a tipust
regeneracio jatszodik le anasztetikumok (bupivacain, marcain) és a természetben eléforduld
toxinok (pl. kigyomérgek, a méhfullank mérge) hatasara. A kisérletes izom regeneracid
eldidézésére anasztetikumok koziil a bupivacaint (Benoit et al. 1970) a kigyomérgek koziil az
ausztraliai tigriskigyd mérgét (hatdanyaga notexin) hasznaljak leggyakrabban (Harris et al. 1975).
Az egérben ¢és patkanyban tortént alkalmazisuk alapjan megallapithatd, hogy a notexin a
bupivacainnal Kiterjedtebb nekrozist okoz és a rakovetkezd regeneracié is teljesebb, jollehet par
napos késéssel kovetkezik be (Plant et al. 2006). Az utobbi években jelentds eldrehaladas tortént a

notexin hatdsmechanizmusanak megértésében. A toxin foszfolipdiz A2 analdg, s azonositatlan
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membranreceptorokhoz kotédik az izomroston, membransériilést okoz, és perturbacioval
kezd6déen elbsegiti a szarkoplazma Ca?* koncentracié névekedését, de érdekes moédon a
mioblasztok viabilitasat nem karositja (Montecucco et al. 2008, Cintra-Francischinelli et al.
2009). A miotoxikus hatasa szelektiven érvényesiil az I-es és IIA tipusu izomrostokra és nem hat
az izom differencialédas korabbi allapotaiban levo sejtekre (Szatellita sejt, mioblaszt). Egy
notexinhez hasonldé miotoxin, a crotoxin hatasa mérsékelhetd a ciklosporin A-val (CSA).
Montecucco és munkatarsai (2008) szerint ez a tulajdonsag értelmezheté annak alapjan, hogy a
CSA gatolja a mitokondrium belsé membranjan levé atmeneti permeabilitasi porusok nyitasat. Az
I-es és IA oxidativ rostokban a mitokondriumok nagyobb jelent6séggel birnak, mint a IIx és 11B
tipusu glikolitikus jellegli rostokban. A notexin a bejutas helyétél viszonylag tavol is képes
izomnekrozist eldidézni, de nem jut at a vér-agy gaton, ami magyarazhatja azt, hogy kezdetben a
bor ala injektalva hasznalhattak (Whalen et al 1990). A notexin pl. a vipera méreggel ellentétben
nem rendelkezik haemorrhagias hatassal sem, tehat az ereket viszonylag épen hagyja, ami szintén

fontos a regeneraciot kivalto tulajdonsagahoz.

Basal lamina

. Reticular lamina
Satellite cell

Myonucleus

Plasmalemma

1. Abra: A szatellitasejt elhelyezkedése az izomrost és a koriilvevd extracelluldris matrix rétegek
kozott (Bischoff 1993).

1.2. Az izomregenerdcio forrdsai, a szatellitasejtek

A vazizom regeneracid szinte kizardlagos forrdsai az Ugynevezett szatellitasejtek, amelyek
szorosan a lamina basalis és a szarkolemma ko6zott helyezkednek el (1. abra) latens allapotban (GO
fazis). A ,,szinte” hasznalata azért indokolt, mert a nagyobb mértékii regeneraciok soran csontveld
eredetli 6ssejtek is kozremitkodhetnek csekélyebb mértékben az izom tjra alakulasaban (Schulze

et al. 2005). A szatellitasejteket Mauro (1961) fedezte fel és irta le eldszor a nem regeneralodo
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normal izomban. Formajuk elnytjtott orsoéra emlékeztet, a nagyméretii sejtmagjukban laza a
kromatin struktara (Mauro 1961, Moss and Leblond 1971). Az izom sejtmagjainak 3-8%-at
jelentik (Bischoff 1993) mik6zben a sejtmagok legnagyobb része a sokmagvi izomrosthoz
tartozik. A lasst izom t6bb szatellitasejtet tartalmaz, mint a gyors izom (Gibson és Schultz 1982),
ellentmondasos eredmények sziilettek arra vonatkozoan, hogy a szatellita sejtek determinaltak-e a
gyors vagy lassu izomma alakulasra vagy els6sorban a kiils6 koriilmények, pl. a rezidens izom
tipusa, denervacidja hatarozzak meg a beldle kialakuld izom tipusat (Feldman and Stockdale
1991, Schultz 1996, Yablonka-Reuveni and Rivera 1994, Diisterhoft et al. 1990, Diisterhoft and
Pette 1993, McLennan 1994, Lagord et al. 1998, Zammit et al 2006). A szatellita sejteket
izomsériiléssel aktivalodnak, a GO —bol bejutnak a G1 fazisba és befejezik a mitozist, aktivan
osztdbdd mioblasztokat eredményezve. Arra vonatkozd adat is sziiletett, hogy a mioblasztok
kialakulhatnak csontvelé eredetii sejtekbdl (Ferrari et al. 1998, Schulze et al 2005) és nem
izomrezidens fibroblasztokbol is (Gibson et al. 1995). Ezek az atipikus progenitor sejtek olykor
szerephez juthatnak, de a legnagyobb részben a szatellitasejtek hozzak 1étre az allandéan 0sztodo
izomprekurzor sejteket. A prekurzorok mioblasztokka alakulnak, majd primitiv, sokmagvt
miotubulussa fuzionalva megteszik az izomdifferencialédas elsé 1épését. Izomspecifikus
fehérjéket fejeznek ki (pl. miogenikus faktorok, dezmin, izom spec. kreatin kindz, a-aktin, Il-es
tipust miozin, SERCAL és SERCAZ2a) (Shi and Garry 2006), végiil kifejlett izomrostok lesznek.

A szatellita sejtek igazi szoveti Ossejtként viselkednek, tehat biztositjak a sajat meghjulasukat is.
Kialakulasuk is lehetséges az izomban taldlhaté mezodermalis eredetli sejtekbdl tobbek kozott a
Pax7, Notch és Wnt utak kozvetitésével (Zammit 2008). A szatellitasejtek mennyisége az életkor

elérehaladtaval kiilondsen fontos az izomméret megdrzéséhez (Shefer et al. 2007).

szatellitasejt mioblaszt miotubulus izomrost
MyoD
Myf-5 Growth Myogenin
Pax-3 Id Factors MEF2 MRF4
D" U s N

@@ ©
@Cyc.‘fn D/‘r Rb-PJCL @ j gbr ]

p21 Innervation

2. Abra: A miogenikus regullé kaszkdd Osszegezése néhdany ismert faktor viszonylagos helyének
a feltiintetésével a vazizom linedris fejlédése soran (Ludolph and Konieczny 1995).
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1.3. A vazizom differencidlodas szabalyozdsa: a miogenikus faktorok

A vazizom kialakuldsa sok Iépésben torténik, amelyben a mezodermalis eredetli sejtek serkento
hatasokra kiszelektalodnak, mioblasztokat hoznak létre, melyek a sejtciklusbol kilépnek és
differencialédnak (2. abra). A folyamat megértésében akkor kovetkezett be attorés, amikor
felfedezték a miogenikus szabalyozo faktorokat (myogenic regulatory factors, MRF-Kk), vagy
masnéven a myoD csaladot, melynek négy f6 tagja ismert: myoD (myf-3 emberben), myf-5,
myogenin (myf-4 emberben), és MRF4 (herculin vagy myf-6) (Vaidya et al. 1992, Miller et al.
1993, Olson and Klein 1994, Ludolph and Konieczny 1995, Maione and Amati 1997). Ezeket a
faktorokat azon tulajdonsaguk alapjan azonositottak, hogy képesek voltak fibroblasztokat és mas
nem izomjellegiisejteket mioblasztokka alakitani. Az MRF-k a ,,basic-helix-loop-helix” (bHLH)
transzkripcios faktor csaladba tartozd DNS koté fehérjék. Szekvencia specifikus DNS-koto
bazikus domaint, a homo- és heterodimerizacioban szerepet jatszo HLH- domaint tartalmaznak. A
heterodimerizaci6 nem miogenikus HLH fehérjékkel torténhet, a legtobb sejtben az E
proteinekkel. A heterodimerizacio fontos a miogenikus faktorok in vivo funkcidjahoz. A bHLH
fehérje koto hely egy konszenzus szekvencia (CANNTAG), melyet E-boxnak neveznek és szamos
izomspecifikus gén (nikotinos acetilkolin receptor a alegység, miozin konnyii lanc, a- aktin,
kifejezddésiikhoz (Lowe et al. 1998). Az MRF-k aktivitasat a HLH proteinek egy masik osztalya
gatolja, amelyet Id-nek (inhibitor of DNA binding) neveznek. Az Id képes kompetalni az MRF-
ekkel és Id-E-protein heterodimert alakit ki. Az Id nem rendelkezik bazikus domainnel,

heterodimerje nem képes k6tddni a DNS-hez (Miller et al. 1993, Ludolph and Konieczny 1995).

Bar mindegyik MRF képes kotdédni ugyanahhoz a konszenzusos DNS szekvencidhoz és
fibroblaszt kultaraban is mindegyik képes izomdifferenciaciéo indukalasara, az egyes MRF-k
eltérd szerepe feltételezhetd a kiilonbozo térbeli és idobeli kifejezddésiik (Olson and Klein 1994)
és knock-out mutansaik eltéré fenotipusa miatt (Olson et al. 1996, Rudnicki et al. 1993). Az
MRF-k specifitasa kiilonb6z6 transzaktivacios domainjukban keresend6 (TAD), amely révén mas
transzkripcios faktorokkal kooperalnak. A myoD ¢és myf-5 fontos szerepet jatszik az
izomdeterminacioban: a somitak izom prekurzor sejtjei vagy myoD-t vagy myf-5-t fejeznek ki a
korai embriondlis differencidlodasban. Mind a két MRF képes a kromatin szerkezet
aktivalnak (Gerber et al. 1997). Képesek arra is, hogy egymast bizonyos mértékig kompenzaljak,
mivel sem a myoD, sem a myf-5 knock-out egér nem mutat izom-defektiv fenotipust, de a myoD

és myf-5 kettés mutans nem alakit ki izmot (Rudnicki et al. 1993). A miogenin és az MRF4
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késébb fejezddik ki, amikor a mioblasztok visszavonulnak a sejtciklusbol és miotubulusokka
fuzionalnak. A miogenin ugy tlnik, hogy foleg az izomspecifikus gének direkt aktivacidjaban
jatszik szerepet, bar azt is leirtak, hogy bizonyos koriilmények kozott helyettesiti a myf-5-6t
(Wang and Jaenisch 1997). Az MRF szerepe is hasonld és képes helyettesiteni a miogenin
funkciojat (Zhu and Miller 1997). Az altalanos MRF kolcsonhatasokrol kialakult kép még ennél is
Osszetettebb, mert auto- és kereszt-aktivacios loopok lehetségesek kozottiik, mely sziikségesnek
latszik ahhoz, hogy az MRF-k fenntartsak szintjiiket az izomdifferencialédasban (Yun and Wold
1996). Kifejlett izomban a myoD/myogenin arany fiigg hormonalis és idegi hatasoktol és

csokkenése felismerhetd a gyors -lassu izomrost transzformécioban (Hughes et al. 1993)

Fontos emliteni, hogy miogenikus faktorok szorosan egyiitt miikddnek a MADS transzkripcios
faktorokhoz tartoz6 MEF-2 csaladdal az izomdifferencialoédasban ((Maione and Amati 1997,
Naya and Olson 1999, Yun and Wold 1996). A MEF2 ¢és az MRF-heterodimerek a DNS-k&to
domain-juk segitségével kooperalhatnak. A MEF2 is felismer egy konzervalt DNS szekvenciat,
faktorok altali E-boxtdl fiiggetlen aktivacidjat szabalyozza. A MEF2 nem izom szdvetekben is

kifejezddik €s szamos mas transzkripcids faktorral 1éphet kolcsonhatasba.

Osszegezve tehat a myoD és a MEF2 csaldd transzkripcios faktorai kdzvetleniil szabalyozhatjak
az izomspecifikus génkifejez6dést. Ezért minden bizonnyal a miogenikus differenciacio
szabalyozasi utjainak taldlkozasi pontjan helyezkednek el. A mioblasztok osztodasa és
miogenikus differencialodas egymast kolesonosen kizard események, ezért nem meglepd, hogy a
miogenikus faktorok szoros kapcsolatban allnak a sejtciklus szabalyozasaval. A myoD, egyiitt a
tumor szupresszor retinoblasztoma proteinnel (Rb), aktivan szabalyozza a sejtciklus leallasat
(Maione and Amati 1997). Masrészt az Rb protein is képes a myoD kifejez6dés serkentésére a
sejtosztodas leallitasaval és a miogenikus differenciacio beinditasaval. A ciklinek gatolhatjak ezt a
funkcionalis  egyiittmiikodést a  ciklin-dependens  kinazok  aktivalasaval, = melyek
hiperfoszforillaljadk az Rb proteineket €s eldsegitik a sejt G1-bol S fazisba jutdsat. Ismert, hogy a
myoD transzaktivalja ciklin-dependens kindz gatlasat eldsegité faktorokat, mint a p21 fehérje,

ezaltal akadalyozza az Rb protein foszforillacidjat és inaktivacigjat.
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1.4, A vazizom novekedése és a miogenikus regulalo faktorok

A vazizomrost hossziranyi novekedése minden bizonnyal a legkisebb funkcionalis egységek, a
szarkomerak kialakulasaval torténik (Griffin et al. 1971). A szarkomerak nyugalmi hossza
viszonylag éllando, ezért az izomrost jelentds ndvekedése soran 0j szarkomerdk beépiilése
sziikséges. Ezt igazolja, hogy a passziv nyujtasnak kitett ndvekvd izmok a végeiken nagyobb
mértékben épitettek be a jelolt adenint mint a kozépso részen (Williams and Goldspink 1973). A
vazizom nyujtasa szamos izomspecifikus gén kifejezodését noveli (Goldspink et al. 1995), pl. az
MyHC1 mRNS szintjét is (Dix and Eisenberg 1990), amely késobb eloszlik a rostok hosszaban
(Dix and Eisenberg 1991a). Alapveté megfigyelés volt, hogy a kiilonb6z6 miogenikus regulalo
faktorok mRNS szintje differencialtan nd a kiilonb6zé izmokban (Lougna and Brownson 1996,
Lowe et al. 1998). A mi kisérletes munkank el6tt (Zador et al. 1999) nem volt ismert, hogy
hogyan oszlik el az MRF mRNS-ek szintje a nyajtasnak kitett, tehat névekvd rostok hosszaban.
Az ismert, hogy a regeneralddd izmok rostjainak hosszaban a miozin RNS eloszlasa viszonylag
egyenletes (Dix and Eisenberg 1991b). Ez felvet egy érdekes kérdést, hogy vajon a
differencialodott izomrost hosszaban hogyan aktivalodnak az egyes sejtmagok a génaktivitasuk
alapjan? A neuromuszkularis junkciok, a motoros véglemezek kozelében ismert, hogy az
acetilkolin receptor a-alegység génje idegi hatasra indukalddik (Fontaine and Changeux 1989).
Az izomrost minden pontjan sziiksége funkciok ellatasat biztositd génaktivitas (pl. aktin
transzkripcid) azonban ennél bonyolultabb mintazatot kovet. A transzkripcid pulzusszeriien
torténik az izomrost kiilonb6z6 pontjain és ezek a pulzusszerii aktivitasok idével kiegyenlitddnek

a rost teljes hossza mentén (Newlands et al. 1998).

I.5. A regenerdciot befolydsoloé autokrin-parakrin faktorok

Az izomregeneralodas targyalasa kozben elkeriilhetetlen az autokrin-parakrin faktorok szerepének
bemutatasa, melyek koziil a myostatin és a tumornekrozis faktor alfa (TNF-a)) kifejezodését
tanulmanyoztuk. A myostatinra elsdsorban az Gjdonsaga ¢és izomspecifikus volta miatt esett a
valasztas. A TNF-a azért érdekelt benniinket, mert izomregeneracidos modelliinkben jelenlevo
nekrozis kiterjedt gyulladasos folyamatra engedett kovetkeztetni, amelyben sziikségszerlien jelen

kell lennie ennek a pro-inflamacios citokinnek is.

1.5.1. A myostatin

A vazizom novekedésének és fejlodésének szabalyozasa magaban foglalja a teljes izomtomeg és a
testtomeg aranyanak kontrolljat. Bar ez nyilvan rendkiviil Gsszetett feladat és nem varhatd el,

hogy egyetlen szabalyozé faktor végezze el, mégis meglepd, hogy a myostatin, mennyire
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alkalmasnak mutatkozik ennek a feladatnak az ellatasara. A myostatin az izomnovekedés és
fejlodés gatlo faktora, melynek génje igen konzervalt a kiilonb6zo fajokban (McPherron et al.
1997). Az embriogenezis soran eldszor a csak a miotomaban fejezédik ki, de kés6bb tobb
kiilonféle izomban is megtalalhatd. A myostatin knock-out egerek jelentdsen nagyobbak a vad
tipustiaknal, ami elsdsorban méretesebb izmaiknak kdszonhetd, ezek az izmok a hipertrofia és a
hiperplazia kombinacidjanak az eredményei. Bizonyos szarvasmarha vonalak (belga kék,
vissza. Ez azt feltételezi, hogy a myostatin altalanos és alapvetd szerepet jatszik kiilonbozo fajok
izomtomeg kialakitasaban (Grobet et al. 1997, Kambadur et al. 1997, Smith et al. 1997). Jollehet a
myostatin mutans szarvasmarha izmai nem mutatnak hipertrofiat csak hiperplaziat, ami arra utal,
hogy a myostatin kifejezédés fejlédési mintdzata mas lehet a szarvasmarha és az egér
embriogenezisében. Természetesen azt sem zarhatjuk ki, hogy a dupla izma szarvasmarha
tenyésztése soran mas gének is szelektalodtak, melyek a myostatin génnel egyiitt alakitottak ki a
fenotipust. Az els6 emberi myostatin mutacié hatasanak leirasa egy fitgyermekben (Schuelke et
al. 2004) 6sszhangban van az izomnovekedést gatld funkcioval.

A TGF-B csaladba tartoz6 myostatinrdl varhaté volt, hogy egy szerin/treonin kindz heteromer
receptor csaladhoz kapcsolodik és a szerin/treonin aktivitast fogja szabalyozni. Ennek
megfelelden azt talaltak, hogy a myostatin aktivin receptoron hat (ActRII), amelynek dominans
negativ mutacidja egérben még tulzottabb izmoltsagot eredményez, mint a myostatin KO (Lee
and McPherron 2001). In vitro kimutattak, hogy az utvonal részeként a Smad2 és Smad3 fehérjék
foszforillalodnak. A myostatin jel novelésében a Smad4, gatlasaban pedig a Smad7 és Smurfl
jatszik szerepet (Joulia-Ekaza and Cabello 2007).

A myostatin a G0/G1 fazisba kényszeriti a mioblasztokat és csokkenti az apoptdzisba jutd sejtek
aranyat. Ennek a forditottja érhet6 el, ha a myostatint antiszenz RNS-el gatoljuk. Ez a kozelités
arra utalt, hogy a myostatin hatasanak fo élettani célpontja a myogenin, a p21 és a ciklin-
dependens kinaz. Ez magyarazhatja a hiperplazids hatast. A hipertrofia kialakuldsanak lehetséges
hattere, hogy a myostatin befolydsolhatja az ubiquitin-proteoszoma komponenst és a FOXO1
transzkripcids faktort, mivel az utobbit a myostatin befolyasolhatja elképzelhetd, hogy a két

utvonal kozott ,,crosstalk” alakul ki (Joulia-Ekaza and Cabello 2007).

1.5.2. A tumornekrozis faktor alfa (TNF-q)

Az izomkarosodas komplex gyulladasos folyamatot valt ki. Ennek soran igen rovid id6 alatt
neutrophilek és macrophagok arasztjdk el a szdvetet. Mig a neutrophilek valoésziniileg csak a
szovettormelék eltakaritasaban vesznek részt, addig a macrophagok szerepe joval Osszetettebb,

mivel ezek a gyulladasos citokinek (koztiik a TNF-a)) f6 forrasai (Layne and Farmer 1999, De
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Bleecker et al. 1999). A TNF-a tobbféle modon is gyakorolhat hatast a regeneracié folyamatara.

A seriilt szovetek eltavolitdasa

Kezdetben a neutrophilek oxidativ és proteolitikus iton bontjak a karosodott szovetet, eldsegitve
ezzel a phagocytosist. A TNF-a mindegyik részfolyamatra pozitivan hat. A szoveteltakaritas
fontossagat mutatja az a megfigyelés, hogy a gyengébb fagocitaldé képességgel rendelkezo

egértorzsekben a regeneracios folyamat hosszabb id6t vesz igénybe (Grounds 1987).

Migraciot serkenté hatds

Régota ismert, hogy a TNF-a kiilonb6z6 sejttipusokban képes chemotaxist eléidézni, ezt C2C12
sejteken is bizonyitottak. A hatas koncentraciofiiggd, és a maximumat 200 U/ul-nél érte el. In
kezelt izomban a myoblastok tavolabbra vandorolnak, mint a kontrollban (Torrente et al. 2003). A
TNF-o migraciot serkentd hatdsa nem csak chemotaktikus képességének koszonhetd, hanem
szerepet jatszik benne a matrix-metalloproteazra (MPP) gyakorolt hatasa is. Az MMP egy
proteolitikus enzim, amely az extracellularis matrix bontasaval segiti a myoblastok vandorlasat. A
TNF-a-val infundalt izomban kimutathato a MMP-2 ill. a MMP-9 transzkripciojanak fokozodasa
(Torrente et al. 2003).

Mitogén hatas

Régota feltételezhetd, hogy a TNF-a-nak szerepet jatszik a normalis izomtomeg fenntartasaban és
az izomregeneracid fiziologias lezajlasaban. Erre engedtek kovetkeztetni azok az eredmények,
miszerint, ha vemhes egereket TNF-a-t kozombosité antitestekkel kezeltek, akkor az Gjsziilottek
novekedési retardacioval sziiletnek (De Kossodo et al. 1992). Ennek ellentmond6an a TNF-o vagy
TNF-a receptor DKO egerek izomtomege mégis normalis, ami lehet az egyéb citokinek (IL-1, IL-
12, IFN-y) kompenzatorikus mennyiségi novekedésének az eredménye, mellyel helyettesithetik a
TNF-a hatasait (Hodge-Dufour et al. 1998). Erre utal az a megfigyelés is, miszerint a TNF-a KO
¢és disztrofin hidnyos egerek izomregeneracioja, bar latszolag normalisan lezajlik, alacsonyabb

izomtdmeget eredményez (Spencer et al. 2000).

Az izomregeneracié kezdetén az izom prekurzor sejtek tobb sejtcikluson is keresztiilmennek,
ezaltal elegendd mennyiségli mioblaszt all rendelkezésre az izomrost felépitéséhez. Bizonyos
novekedési faktorok serkenthetik a folyamatot a szatellita sejtek aktivalodasaval és a sejtciklusba
valo beléptetésével, valamint ugy is, hogy felgyorsitjak a sejtciklust (Chambers et al. 1996).

Feltételezhetd, hogy a TNF-o mind a két hatassal rendelkezik. A TNF-o hatasara in vivo né az
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aktivalt szatellita sejtek szama, masrészt C2C12 myoblast kultaraban novekszik a teljes DNS
tartalom, ill. a BrdU beépiilés, ami a DNS szintézis fokozodasara utal (Li 2003). A hatas 2-6

ng/ml koncentracio alkalmazasakor figyelheté meg, folotte mar a citotoxikus jelleg érvényesiil.

Izomregeneraciot gatlo hatds

A nagyfoku izomtomegveszteség (cachexia) a kiilonb6z6 kronikus gyulladdsos betegségeknek
gyakori szovédménye. Ebben a folyamatban megfigyelheté6 a TNF-o magas szintje, ami a citokin
szerepét is felveti. Az egészséges izomszovet hasznalatot koveten jelentdsebben meguajul, mint
passzivitas utan (Wanek and Snow 2000). Ezt az allapotot a lebontas és a felépités egyenstlya
jellemzi. Az egyensuly megbomlasa vezethet a cachexia kialakulasahoz, melynek soran
feltehetéen nem csak a lebomlas fokozodik, hanem a regeneralodoképesség is csokken. Ennek oka

elméletileg az lehet, hogy a szatellita sejtek aktivalodasa nehezebb. ill. a mar aktivalodott sejtek

.....

1.6. Az izomdifferencidalodasi gének kifejezodése

A miogenikus regulalo faktorok inkabb elére jelz6i mintsem igazi markerei az
izomdifferencialodasnak, de mar a megjelenésiik alatt is megindul egy sereg izomra jellemz6 gén
kifejezodése, melyek termékeit izomdifferencidloddsi markerek néven foglalhatunk Ossze.
Ezeknek a géneknek a szabalyozdsa nem mindig all kozvetlen kapcsolatban a miogenikus
faktorokkal, illetve a szabalyozasuk nem is ismert még teljes egészében. Mindenesetre id6 és
térbeli megjelenésiik alapjan kothetéek a miotubulusokhoz, az un. primitiv rostokhoz és a

differencialddott izomrostokhoz.

A dezmin egy nem kizardlagosan izomban kifejez6d6, de a miotubulusok kialakulasahoz jol
kapcsolhato intermedialis filamentum, amely a Z savokban koncentralédik (Li et al. 1997).
Vitathat6, hogy a dezmin kialakuldsa kothet6-e a korai miogenikus faktorok aktivitdsdhoz, de
bizonyosnak latszik, hogy a dezmin altalanos kifejezodése az izom keresztmetszetén mutatja az
izomregeneracio teljességét €s a nem izom elemek visszaszoruldsat (Vater et al. 1992). Ez azért
lehetséges, mert bar a mioblasztok is dezmin pozitivitast mutatnak, a teljes izom keresztmetszetet
a miotubulusok fogjak elfoglalni, jollehet a kétféle kifejez6dés immunoblotton nem mutat

szignifikans kiilonbséget.

Az alfa-aktin szkeletalis formaja egy izomspecifikus kontraktilis fehérje, amely leginkabb a
differencialt vazizomban talalhatd, ezért kothetd az izom regeneracio eldrehaladott allapotahoz.

Kifejez6dése transzkript szinten is dinamikusan né az izomregeneracioban (Mendler et al. 1998a).
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A miozin nehéz lanc (MyHC) izoformék: az izomdifferencialédas kiilonbozo stadiumai €s
iranyai jol jellemezhetd a kifejezédésiikkel. Az egyszerliség kedvéért miozinoknak is szokas
emlegetni ezeket az izomban, (annak ismeretében, hogy mindegyik a Il-es tipusti miozinok
csoportjaba tartozik). A miozin konnyl lanc izoformak ugyanis nem rendelhetok specifikusan a
vazizom diferencialtsagi allapotaihoz, ezért kifejez6désiik is kevesebb informaciét hordozhat a
rostok mindségére vonatkozéan. A miozin nehéz lanc aktinnal jatszott szerepe a kontrakciot és
relaxaciot meghatarozo kereszthid-ciklusban ismert. A miozin nehéz lanc egyik formaja
embrionalis korban fejezédik ki (eMyHC), a masik neonatalis korban (neoMyHC). A kifejlett
rostok differencialtsagi allapota, az un. fenotipus, mely az Osszehtizodas erejére és sebességére
(gyors-lassu) ¢és az anyagcsere aerob illetve anaerob jellegére vonatkozik (oxidativtol
glikolitikusig). Az izomrostok fenotipusai szintén megkiilonboztethetk a kifejezett myozin nehéz
lanc izoformak alapjan. A lasst-oxidativ, un. I-es tipusu rostok MyHC1-et, a gyors-oxidativ, ITA
tipusi rostok MyHC2a-t, a gyors-oxidativ-glikolitikus, IIx/d tipust rostok MyHC2x/d-t és a
gyors-glikolitikus 11 b tipusu rostok tipikusan MyHC2b izoformat fejeznek ki (1. tablazat). A
rosttipusok ezen elosztasa a miozin nehézlanc ATP-az aktivitasa alapjan valamint a citratkor
enzimeinek és a 1égzési elektrontranszport lanc enzimeinek kimutatdsa alapjan sziiletett, de mint
lathaté jol korreldl a kiilonb6zé miozin izoformak kifejezddésével. A rostspecifitassal
Osszefliggésbe hozhatok még szamos gén kifejezddésével, tobbek kozott jol ismertek a
kontraktilitast szabalyozé proteinek koziil a troponin izoformak is (Bottinelli et al. 1994,
Schiaffino and Reggiani 1996, Bassel-Duby and Olson 2006).

1. Tablazat: Az izomrostok tulajdonsagai

Név/tipus Miozin  nehéz | Osszehtizédasi | Faradsagtiirés Metabolizmus
lanc kif. sebesség

| MyHCl 2 @ >
z 2 g
A MyHC2a — % =
]
lix/d MyHC2x/d f 2 3
S 3 I
1B MyHC2b = < =

A szarkoplazmas/endoplazmas retikulum Ca** -ATP-azok (SERCA-K) a vaz- és a szivizom

-----

szarkoplazmas retikulumba gytijtik a Ca**-ot, ezaltal lehetdvé teszik, hogy a troponin molekulak
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komplexe elfoglalja a miozin fej aktin kot részét és gatolja az aktomiozin kialakulasat. A
SERCA molekulak a szarkoplazmas retikulum (SR) membranjaban homotetramert alkotnak és
elvben mind a négy molekula képes 0nallé pumpafunkciéra a transzmembran domainjai altal
kialakitott csatornan keresztiil (Brandl et al. 1986, 1987, Korczak et al. 1988). Haromféle SERCA
gént ismerlink: SERCA1-3-t (a human nomenklatura szerint ATP2A1-3), szerkezetiik helyenként
er6s homoldgiat mutat, ami parhuzamos/paralog fejlédésiikre utal (2. tablazat). A SERCAI1 gén
teljes transzkriptjének kétféle splicingja lehetséges. A SERCAla mRNS mindegyik exont
tartalmazza és a gyors tipust izomrostra specifikus SR kalcium pumpat kodolja. A SERCA1b
mRNS a 22. exon intronba kertilésével (exon skiping) alakul ki, ennek kovetkeztében a 21. és 22.
exon hataran talalhatd stop kod elvész és egy tavolabbi, a 23. exonban talalhato stop kodon
érvényesiil és egy nyolctagi, DPEDERRK amindsavbdl allo, toltéssel rendelkezd peptidszakasz

transzlalodik a fehérje C-terminalisan.

2. Tablazat: SERCA izoformak és szoveti kifejezddésiik (Dode, 1998)

Gén Izoforma Szoveti kifejezodés
SERCA1 SERCAla Gyors-oxidativ, gyors glikolitikus izom
SERCAlDb meonatalis izom, mioblaszt, miotubulus
SERCA2 SERCA2a Lassu-oxidativ izom, szivizom
SERCAZ2b Sima izom €s nem izom szovet
SERCA3 SERCA3a Vérlemezkék, limfoid sejtek, hizosejtek,

endotél sejtek, Purkinje-neuronok, pankredz

Langerhans-sziget sejtek, nyalmirigy

SERCA3b Egér pankreaz Langerhans-szigetek, emberi
vese

SERCA3c Egér pankreaz Langerhans-szigetek, emberi
vese

A SERCA1la a C-terminalison a fenti nyolc aminosav helyett csak glicint tartalmaz. A SERCA1b
transzkript a neonatalis korban fejezédik ki, a rola késziilt fehérjét specifikus antitest hidnyaban
egyediil a mi munkank mutatta ki, melyet az eredmények részben ismertetiink (Zador et al 2007).
A SERCAla és SERCAlb ATP-iz aktivitis és Ca?* affinitas tekintetében nem, vagy alig
mutatnak kiilonbséget (Maruyama and MacLennan 1988). A SERCA2 génrdl négyféle transzkript

alakulhat ki, ezek koziil a SERCA2a, mely a 22-24. exonok intronba keriilésével jon 1étre, a sziv-

crer
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haromféle splicing a 22. exon meghagyasaval és az ott talalhat6 stop kddon érvényesiilésével a
SERCA2b fehérjét kodolja, amely sokféle sejtben, Kis mennyiségben, a vazizomban is,
megtalalhato, de mivel a szintje valtozik, nem igazi ubiquitos (Misquita et al. 2006). A SERCA2a
joval kisebb Ca?*-affinitast és nagyobb ATP-az aktivitasa, mint a SERCA2b.

A SERCAla ¢és a SERCA2a egymashoz képest kismértékii affinitas és aktivitasbeli kiilonbséget
mutat az el6bbi javara. A SERCA3 gén harom mRNS izoformat eredményezhet (SERCA3a-c),
ezek mindegyike kodol fehérjét, de kifejezodésiik vazizomban nem jelentés. A SERCA3
kiilonbségét hangsulyozza az is, hogy a thapsigargin, egy a tobbi SERCA-t specifikusan gatld
alkaloid, nem hat ra (MacLennan 2000).

1.7. A beidegzés hatdsa az izomdifferencidloddsra

Az idegi hatas kezdettdl fogva igen jelentds a vazizom differenciacioban. Hianyaban a szatellita
sejtek kevésbé aktivalodnak (Maier and Bornemann 2004, Kujawa et al. 2004), tovabba az izom
atrofizl és megvaltoztatja a fenotipusat (Jakubiec-Puka and Szczepanowska 1994). A
neuromuszkularis junkciok markereként ismert acetilkolineszterdz enzim izoformai is
jellegzetesen valtoznak a soleus és az EDL regeneracio soran (Kiss et al. 2004). Az idegi hatas két
részre oszthatd: neurotropikus hatasra (vineblastinnal gatolhatd) és elektromos aktivitasra
(bungarotoxinnal gatolhatd). Altalanosan elfogadott, hogy az idegi aktivitis az, amelynek
mindsége nagymértékben meghatarozza a vazizom fenotipusat, mig a neurotropikus faktorok
szerepe csak kiegészitd jellegti (Midrio et al. 1998, Zhong et al. 2002, Midrio 2006). Fontos
adalék volt a témakor felderitéséhez, hogy a neurotropikus faktorok célzottan hatnak a
miogenikus regulald faktorokra és a szatellitasejtek aktivacidjara (Hyatt et al. 2003, 2006),
csakhogy ennek a valtozasnak nincs kozvetlen kapcsolata az izomfenotipus kialakulasaval
(Kalhovde et al. 2005). A beidegzés mintazata meghatarozza, hogy melyik miozin nehézlanc
fejezodik ki, kiillonosen igaz ez a lassi miozinra (Ausoni et al. 1990, Whalen et al. 1990, Baldwin
and Haddad 2001). A miozin nehézlancokat a leggyakrabban hasznaljak az izomrost tipusok
elkiilonitésére, am ezek nem az egyediili markerei az izom fenotipusanak (Schiaffino and
Reggiani 1996, Hamaildinen and Pette 1997, 2001). Példaul miozin nehézlancokkal koordinaltan
fejezédnek ki a megfeleld6 SERCA, troponin T és I izoformak is (Schiaffino and Reggiani 1996,
Berchtold et al. 2000).

Az izomrost tipusara jellemzd fehérjék koziil kiillondsen a miozin és a SERCA egymasnak
megfeleld izoformai azok, amelyek feltiinéen azonos fejlodési és rostspecifikus mintazat szerint
fejez6dnek ki. Ez érthetd is, ha belegondolunk abba, hogy a kontrakcié és a relaxacié két fontos

elemér6l van szo, melyeknek miikodésiik soran szinkronban kell lenniiikk. Amint azt mar



dc_1047135

emlitettem az ismertett miozin izoformak kozil a lassi miozin (MyHCI1) rendelkezik a
legszembetlindbb idegi fiiggéssel, eddig ugy tudtuk, hogy szintje kizardlag a lasst tipusu idegi
aktivitas hatasara emelkedik (Ausoni et al. 1990, Jakubiec-Puka and Szczepanowska 1994,
Murgia et al. 2000). Nemrég bizonyitast nyert, hogy mindez csak a patkany izmaibol lesziirt
kovetkeztetések tulzott altalanositasan alapul. Az egér soleus izma az ideg atvagasa utan csokkent
rostatmérot, gyengébb Osszehuzddasi paramétereket, €s alacsonyabb citrat aktivitdst mutatott, de
nem valtozott a lasst miozin szintje (Agbulut et al. 2008). Mindebbdl az kovetkezik, hogy a lasst
idegi stimulacio kizarolagos hatasat a miozin kifejezddésére csak bizonyos modellekben érvényes
¢s hogy a miozin kifejezddés €s az izom fenotipus szabalyozéasat érdemes tovabbi izmokban,
modellekben kutatni.

Annal is inkabb, mert az idegi hatas teljes mechanizmusa a patkany soleus izomban sem ismert
MyHC1 génkifejezodésének szabalyozasara. A miozin nehéz lanc in vivo génkifejezodése a lasst
beidegzés hatasara transzkripcios szinten szabalyozodik. Ebben a modellben sikeriilt olyan
transzkripcios enhancer faktor 1 (TEF-1) kotéhelyet talalni, amely sziikséges a miozin transzkript
denervacios csokkenéshez, de ennek kdzvetlen kapcsolata az idegi szabalyozas mechanizmusahoz
még ismeretlen (Huey et al 2002, 2003). Hasonl6 a helyzet a SERCA kifejez6dés esetében is,
azzal a kiilonbséggel, hogy az izomspecifikus SERCA izoformak szintje a splicing és az mRNS
stabilitas szintjén szabalyozodik (Misquita 2006). Schulte és munkatarsai (1994) kimutattak, hogy
a SERCA2a (lasst izom specifikus) és a SERCAla (gyors izom specifikus) formak szintje a
megfeleld (lasst, ill. gyors) izomban denervaci6 hatasara csokken. Ezzel ellentétben Leberer et al.
(1986) kimutatta, hogy a denervacio hatasa csak mérsékelten érvényesiil ezen a Ca®* pumpak
kifejezodésére. Latszik, hogy az innervaci6 hatdsa a SERCA kifejez0désre sem minden
koriilmények kozott egyforma. Elképzelhetd, hogy az izomrostok fenotipusa az eltéré izmokban
kiilonb6zd szabalyozdsi mechanizmusok altal alakul ki, a kornyezet és a helyi determindltsag
figgvényében. A kornyezet hatdsait a jelatviteli utak kozvetitik a sejtszintli dontések és a

génkifejez6dés szintjére.

1.8. Jelatviteli utak az izomdifferencidalodasban

Az utobbi évtizedben ugrasszeriien megnétt az érdeklodés a jelatviteli utak irant a vazizomban
(Schiaffino et al. 2007). Jelen munka az e téren mutatkozd fejlédés teljes bemutatasara nem
torekedhet, csak az értekezés kisérleti eredményeinek megértéséhez sziikséges ill a legalapvetobb
jelutakat ismerteti. Ezen utaknak egy hasonld szempontu roviditett Osszefoglalojat korabbi
cikkiinkben is k6zoltiik (Bathori et al. 2008).
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A MEF2/HDAC egyensuly

A miogenezis szabalyozasa kapcsan mar emlitettem, hogy a myocyte enhancer factor-2 (MEF2) a
myogenikus reguldld faktorokkal kombindcidban szerepet jatszik az izomspecifikus gének
aktivalasaban. Négy MEF2 gén ismert gerincesekben: MEF2A,-B,-C,-D, melyek az A/T gazdag
DNS szekvenciakhoz kotédnek (Black and Olson 1998). Szintjiikk az embrionalis fejlédés soran a
miogenikus sejtvonalakban megné (Subramanian and Nadal-Ginard 1996). A MEF2 DNS-
kotédése primer sejtvonalakban emelkedik az inzulin, hidrogén peroxid, ozmotikus stressz és
CAMP-fiiggé kinaz serkentésére (Al-Khalili et al. 2004). A MEF2 miikodését a hozzajuk
asszocialod6 hiszton deacetilazok (HDAC-K) gatoljak, s egyensulyuk jelatviteli utat alkot,
amellyel a sejt valaszol a kiils6 hatasokra bearamlo kalciumra. Ez az Gt fontos szerepet jatszik az
izomrostok transzformaciojaban. Kiilonb6z6 kinazok (pl. CAMK, PKC, PKD) foszforillalhatjak a
HDAC-okat, megvaltoztatva ezzel a konformaciojukat, ami intracellularis chaperonok kotédését
teszik lehetévé az HDAC-ok sejtmagi lokalizaciojat szabalyozo szekvenciahoz. Ez a konformacio
valtozds szabaddd teszi a sejtmagbdl torténd export szekvenciat is, igy az HDAC kijut a
sejtmagbol, ezzel elSsegitve a MEF2 aktivitasat. Ugy tiinik, hogy a class Il HDAC jelfiiggd
szétvalasa a MEF2-t6l szerepet jatszhat az izomdifferencialodasban. A gyors rostokat lassuva
alakito 10 Hz-es frekvenciaju tartds stimulacio elésegiti a HDAC4 Kijutasat a sejtmagbol a
szarkoplazmaba és noveli a MEF2 aktivitds mértékét a vazizomban (Bassel-Duby and Olson
2006).

A MEF2 aktivitdas mértékét tartoés fizikai terheléssel és lassu izomra jellemzd stimulacioval
novelni lehet MEF2 indukalhato riporter gént hordozo tanszgenikus egerekben (Wu et al. 2001).
A MEF2 és a kalcineurin is novelik a lasst-izom-specifikus gének kifejezédését, mint példaul a
mioglobin, az MyHC1 és a lass troponin I. A MEF2 aktivitas fizikai terheléssel el6idézett
novekedését gatolni lehetett ciklosporin A-val, amely egy kalcineurin inhibitor. Ha a MEF-
riporter egereket keresztezték a kalcineurint overexpresszald egerekkel, akkor a lacZ riporter gén
kifejez0dott, igazolva a MEF2 aktivitds kalcium-fiiggését. Ezek az eredmények nem csak a
kalcineurin és a MEF2 szerepét tadmaszjdk ald az izom adaptacios folyamataiban, hanem a

kozottiik folyo cross-talk lehetdségét is igazoljak (Bassel-Duby and Olson 2006).

Kalcineurin/NFAT szignal

A kalcineurin egy heterodimer szerin/threonin foszfataz, mely a kisebb katalitikus A alegysége és
a nagyobb Ca®* kotd B alegységének Osszekapcsolddasa utan fejti ki aktivitasat. A nagyobb
alegység kotddését a hozza kapcsolédd Ca-kalmodulin valtja ki. A kalcineurin-kalmodulin

komplex kialakuldsat és a kalcineurin enzimatikus miikodését tartds kis amplitadoju Ca*
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hullamok idézik elé (Dolmetsch et al. 1997). Az aktiv kalcineurin defoszforillalja a ,,nuclear
factor of T-cells” (NFAT) nevii transzkripcios faktort, amely ennek kdvetkeztében a sejtmagba
transzlokalodik. Szamos izomspecifikus gén szerepel az NFAT célpontjai kozott, ezek
tobbségérdl ismert, hogy az NFAT mas transzkripcios faktorokkal egyiitt, pl. a miocitakban
MEF2-vel, szabalyozza ket (Wu et al. 2000, 2001). Az NFAT-nek tobbféle izoformaja ismert
(Rao et al. 1997), melyek koziil a vazizomban talan az NFATcl-4 a leggyakoribb. Egyre
nyilvanvalobb, hogy a szabalyozasuk nem csak a kalcineurintdl fiigg. Példaul az NFATcl
electromos stimulaci6 hatasara kalcineurintdl fliggden, nyugalmi allapotban kalcineurintol
fliggetlentil is bejut az izomrost sejtmagjaba, de ugyanerre az NFATc3 nem képes (Shen et al.
2006).

A kalcineurin talzott kifejezédése mioblasztokban olyan gének kifejezddését indukalja, amelyek
az l-es tipusu rostok kialakulasahoz sziikségesek, pl. a mioglobin és a lassu troponin I génje (Chin
et al. 1998, Delling et al 2000). A kalcineurin izom kreatin kindz promoterr6l torténd
izomspecifikus kifejezése noveli az oxidativ metabolizmusban fontos fehérjék pl. mioglobin
szintjét és gyors-lassu transzformaciot idéz el a rostokban (Wu et al. 2000, Naya et al. 2000).
Ennek ellentéteként a kalcineurin A alfa és béta hidnyos egerek izmaiban kevesebb a lassu rost €s
a kalcineurin AB1 hianyos egerekben kisebb mértékii a MyHC1 és MyHC2a kifejez6dése
(Parsons et al. 2003). Erdekes, hogy az izomzat tomege kisebb azokban a transzgenikus
egerekben, amelyek egész életilkben minden szovetben kalcineurin hianyosak, ugyanakkor csak a
differencialodott izomrostokban specifikusan 1étrehozott kalcineurin AB1 hidnya nem befolyasolja
az egerek izomtomegét (Parsons et al. 2004). A kiilonbségért bizonyara a kalcineurin mas

sejtekben (beleértve az izomprekurzor sejteket és mioblasztokat) kifejtett hatasa a felelds.

A kalcineurin szerepét a lassu-oxidativ izom fenotipusanak kialakuldsdban és fenntartdsdban a
gatloszereinek hatasa is aldtdmasztotta. A ciklosporin A-val kezelt egerekben megnétt a
glikolitikus enzimek kifejez6dése, Kisebb lett a lasst tipusii miozin, és nagyobb a gyorstipusu
kontraktilis fehérjék aranya (Chin et al. 1998, Nakagawa et al. 2005). A kalcineurin gatld cain
fehérje regeneralodo soleus izomba tortént transzfekcidja gatolta a lasstt miozin kifejezddését és
novelte a gyors oxidativ-glikolitikus miozinok kifejezddését (Serrano et al. 2001). Az NFAT
aktivitds szerepét szintetikus gatld peptidjével igazoltdk: transzfekcioja szintén csokkentette a
MyHCI1 és novelte a gyors tipusit MyHC2x exptresszidjat (McCullagh et al 2004). Valoésziniinek
latszik, hogy az NFAT a MEF2-vel interakcioban szabalyozza a lassu izom specifikus géneket
(Bassel-Duby and Olson 2006). Az NFAT képes gatolni a gyors tipusu géneket is. Az NFATc1

izoforma lasst tipust ingerlésre kotoédott a gyors tipust intronikus szabalyozo szekvencidhoz
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(fast-specific intronic regulatory element: FIRE) és gatolta a gyors tipust troponin I kifejez6dését
(Rana et al. 2008). El6z6leg mar ismert volt hogy az NFAT stimulalja a lassu troponin I
kifejezodést és indukalja a GTF3 kofaktort, amely kodédhet a troponin I gén lassti izomspecifikus
regulalo eleméhez (slow-specific upsteram regulatory element:SURE). Ez igazolja, hogy az
NFAT képes az egymastol viszonylag tavoli izomfenotipusban fontos génkifejezédések alternativ

szabalyozasara (Calvo et al. 1999, 2001).

Ras/MAPK jelut

A Ras/mitogén-aktivalt protein kindz (MAPK) tutvonal intenziv fizikai terhelésre és elektromos
ingerlésre fokozott mértékben miikdodik az izomban. In vivo kisérletek igazoltak, hogy a
regeneralodod soleus izomban a Ras fliggd utvonalak befolyasoljdk a rostok méretét és tipusat
(Murgia et al. 2000). A denervalt regeneralodo soleus izomrostjai nem fejezik ki a lasstt miozint,
de a konstitutivan aktiv RasV12-t kifejezé plazmid transzfekcidja helyreallitja a lasst miozin
kifejez0dését. Forditva, a domindns negativ Ras meggatolta a lassu miozin kifejezddést az
innervalt regeneralodd izomban ¢és megemelte a gyors izom tipusu differencidlodésra jellemzo
MyHC2x szintjét. A Ras harom f0 utvonalat szabalyoz, amelyek hatdsa egymastol eltérd
folyamatokhoz fontos a regenerdlodd izomban is (Murgia et al. 2000). Kettds mutaciokkal,
melyek a konstitutiv kifejezddést biztositdé V12 mellett szelektiven befolyasoljak egyik vagy
masik utat igazoltak, hogy a lassii miozin kifejez6dés a MAPK(ERK) utvonal aktivitasatol fligg.
A masik ttvonal, a foszfatidilinozitol-3-OH kinazon (PI3K) és a harmadik pedig a ralGDS-en, a
guanin-disszociacio stimulatoron keresztiil miikodik. A PI3k utvonalat stimuldlé Ras mutans a
regeneralodd rostok rendkiviili megnovekedését okozta és kisebb mértékii, de kimutathatod
novekedéssel jart ralGDS ut serekentése is. Ezt az eredményt megerdsitette a PI3K-tol fiiggd
protein kindz B/Akt kifejez6 plazmiddal tortént tarnszfekcid is, mely rendkiviili mértékben
megndvelte a rostok méretét, de nem befolyasolta a lassti miozin kifejez6dését (Murgia et al.

2000, Pallafachina et al. 2002).

1.9. A vazizomrost mint transzfektdlhato sejt

A véazizom szomatikus géntranszferre torténd felhasznaldsa elsdsorban génterapias célzattal
kezdédott. A transzfekcido alacsony, legfeljebb a rostok néhany szazalékaban kimutathatd
hatasfoka miatt (Wolff et al. 1990) a moddszer fejlédése azonban mas iranyt vett és inkabb a
kutatasban tejesedett ki (Goldspink 2003). A génbevitel kezdetben virus eredetii vektorokkal
tortént, késobb felismerték a viralis promotert hordozé plazmiddal végzett transzfekcid eldnyeit is
pl. nagyobb gének viheték be altala, valamint olcsobb és kevésbé citotoxikus mint a virus

vektorok (Schertzer et al 2006). A plazmid transzfekcid normal vazizomban legalabb mintegy 60
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napig (Utvik and Gundersen 1999) mas forrasok szerint akar egy évig is detektalhato (Wolff and
Budker 2005). A regeneral6dé vazizomban azonban mar 30 nap mulva is jelentésen csokken a
roston beliili transzfektalt sejtmagok szama, elképzelhetd, hogy a szekretdlodd transzgén
kivéltotta belsé immunreakciok miatt (Vitadello et al. 1994). Erdekes modon a plazmid
transzfekcid az érrendszeren keresztiili bevitellel is mikodik és a hatasfok mintegy tizszeres
javulasat eredményezi, igaz a felhasznalt DNS is 10-20-szorosa annak a mennyiségnek, ami az
izom direkt transzfektalasakor minimalisan sziikséges (Wolff and Budker 2005). Ez a modszer
igen érdekes génterapias szempontbol és biztaté jovoje lehet a kutatasban is. Azonban a
vizsgalatainkban nem ezt, hanem az intramuszkularis plazmid transzfekciot hasznaltuk, ezért az

utobbi hatterét igyekszem megvilagitani.

Az emlés izom in vivo plazmid transzfekcioja joval kisebb hatasfoku, mint példaul egyes
immortalizalt sejtkultiraké. A DNS mennyisége Széles tartomanyban nem mutat Osszefliggést az
izom transzfekcio hatékonysagaval, viszont izolalt izomroston kimérték, hogy a plazmidban
transzfektal riporter gének (GFP, lacZ) expresszidjanak megjelenéséhez legalabb mintegy 10°
plazmid molekula sziikséges (Utvik et al. 1999). Kétféle plazmid egyiittes injektalasa az izomba
csaknem kizarolag ugyanazoknak a rostoknak a transzfekcidjat eredményezte (Rana et al. 2004).
Ha két GFP-t illetve a lacZ-et kifejez6 plazmidot 1:5 aranyban illetve 5:1 aranyban injektaltak, az
expressziot mutatd rostok mintegy 80%-ban mind a két gén termékét egyforman mutattak, ami azt
feltételezi, hogy az izomban a bevitt plazmidok igen csekély szazaléka fejezodhet ki. A
transzfektalt plazmidok mindig a bevitel helyének kozelében levd sejtmagokba jutottak és onnan
nem vandoroltak tovabb, ellentétben az injektalt oligonukleotidokkal, melyek percek alatt
diffundaltak a rostvégek iranyaba (Utvik et al. 1999).

Altalanossagban a regeneralodd vézizom a miotubulusok kialakuldsinak kezdetén (talan a
kotoszoveti elemek atjarhatdsaga miatt iS) jobban transzfektalhatdé mint a kialakult
differencialodott izom (Vitadello et al. 1994, Murgia et al. 2000). Az utdbbi a transzfekciojat
éppen ezért hialuronidaz és elektroporacié felhasznalasaval is javitjak (Molnar et al. 2004,
Schertzer et al. 2006).
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1. CELKITUZESEK ES KERDESFELTEVESEK

Munkéank elején az izomregeneraci6 kevésbé ismert folyamatait kivantuk Osszehasonlitani a
részletesebben leirt miogenezissel és izomdifferenciacioval, ezért altalanos célokat tiiztiink ki. A
regeneracié altalanos morfologiai és hisztokémiai jellemzése utan konkrétabb célok
kovetkezhettek, példaul egy gén kifejez6désének a leirasa. Szamitani lehetett arra, hogy a
miogenezisben és az izomdifferencialodasban fontos gének kifejezdédése az izomregeneracioban is
dinamikusan fog valtozni. A génkifejez6dések tanulmanyozasa soran is gyjtottiink tovabbi
altalanos ismeretet a regeneraciorol. Ekézben — amint az a tudomanyos kutatasban gyakran
elofordul — eltértlink az eredeti tervtdl, valtoztak a célkitlizések. A kutatomunkank folyamatossaga
érdekében szerencsésnek mondhatd, hogy a legtobb 1j célkitiizés a korabbi altalanos iranyba
illeszkedett, és amikor ezek teljesiiltek, akkor sem kellett kutatasi iranyt valtanunk, de mar
mélyebbre hato kérdéseket is feltehettiink. Amikor mar tobb gén kifejez6désének mintazatat is
részletesen ismertiik, feltehettiik a kérdést, hogy hogyan torténik az in vivo szabalyozasuk és mi a
funkciojuk a regeneracio folyamataban? Az izomregeneracio feltérképezése elég timpontot adott
ahhoz, hogy manipulativ modszereket is alkalmazzunk, hiszen id6kdzben a regeneraciot olyan
kisérleti rendszerré alakitottuk, amelynek a valtozasai molekularis szinten is bizonyos fokig
ismertek és viszonylag elére lathatoak. Kisérleteink kiszamithatosaga érdekében igyekeztiink a
vizsgalt torténéshez kozeli kozeli tampontokat kivalasztani és az értelmezhet6ség miatt fontosnak

tartottuk, hogy az adott génkifejez6dés dinamikusan novekvo szakaszat vizsgaljuk.
Célkitiizéseink a kovetkezo csoportokba sorolhatok:

1. A génkifejez6dés molekularis vizsgalatahoz homogén és egyenletes izomregeneraciot
kivantunk eldidézni, amely a kiindulasi izom teljes nekrozisat kovetden Kizarodlag ujonnan
létrejott rostokat tartalmaz.

2. Mivel a lassu és gyors tipusu izomdifferenciacio eltér egymastol ezért célszerti volt a
regeneraciés modellt egy gyors (extensor digitorum longus, EDL) ¢és egy lassu tipusu
(soleus) izomban is kialakitani és ezeket 6sszehasonlitani.

3. A miogenikus regulalo faktorok (MRF-k; myoD, myf-5, myogenin, MRF4) szerepe
alapvetd a miogenezisben ¢€s izomdifferencialodasban. A regenerdldodd izom megismétli
az embrionalis és neonatalis izomfejlodés allomasait és benniik a fenti folyamatokat. Ezért
célul tiiztiik ki az MRF-K kifejez6désének leirasat a gyors és lassu izom regeneracidjaban.

4. A myoD egy korai miogenikus differencialodasi faktor ¢és szintje az
izomdifferencidlodasban is dinamikusan valtozott. Ezért elhataroztuk, hogy felderitjiik a

myoD soleus izom regeneralodasaban jatszott szerepét antiszenz gatlas alkalmazéasaval.
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5. A tualterhelt vazizom nodvekszik és a ndvekedése feltételezhetéen az izom-in hataron
torténik. A vazizomrost novekedéséhez Uj sejtmagokra van sziikség, melyeket ujabb
mioblasztok beolvasztasaval kaphat. A mioblasztok miogenikus faktorokat fejeznek ki,
ezért megvizsgaltuk a miogenikus faktorok szintjét az izom tualterheltség egyik
modelljében, a passziv nytjtasnak kitett soleus izom hosszaban. Ugyanebben a modellben
megvizsgaltuk a SERCA izoformak kifejezddési szintjét is.

6. A myostatin egy rendkiviil hatasos TGF-f tipusi novekedésgatld a vazizomban. Az
izomregeneracié soran dinamikus valtozasok mennek végbe, melynek soran az izom
eltiinik, és Gjra Iétrejon, tehat jelentés myostatin névekedés is tapasztalhato. Ezért érdekelt
benniinket a myostatin szintjének valtozasa mind a két tipusu regeneracioban.

7. A vazizom regeneraciot kiterjedt nekrozis elézi meg, amelyben kulcsszerepe van a
gyulladasos folymatoknak. Ezért megvizsgaltuk a proinflaméacios citokin a tumor nekrézis
faktor alfa (TNF-a)) és receptorainak kifejezddését a gyors és lassu izom regeneracidja
soran.

8. A vazizom Osszehuzodasaban fontos szerepet jatszo miozin nehézlanc izoformak
kifejezOdési mintazata ismert és felhasznalhatd a regeneracié stadiumainak azonositasara.
Kevésbé ismert azonban az izom elernyedésben alapvetd jelentdségii szarkoplazmas

retikulum Ca?* ATP-az (SERCA) izoformak kifejezédése. Ezért célul tiiztiik ki a SERCA

crer

kifejezddése idegi szabalyozas alatt all a regeneral6do soleus izomban. A lassu SERCA2a
a lassi miozinnal koordindltan fejezddik ki a regeneralodds sordn és a normal
izomrostokban. Ezért megvizsgaltuk a lassa SERCA2a kifejez6dés idegi fliggését a
regeneralodo soleus izomban és ugyanezt megvizsgaltuk a normal izomban is.

10-11. A beidegzésnek a lassii miozin nehéz lanc kifejezddésére gyakorolt serkentd hatdsat
két egymastol fiiggetlen jelut is kozvetiti a regeneradlodo soleus izomban. Az egyik jelat a
Ras-on, a masik a kalcineurinon keresztil visz. Ezért megvizsgaltuk a SERCAZ2a
kifejezddés Ras- és kalcineurin-fliggését a regeneralddd soleusban. Ehhez a munkéhoz a
lasst miozin kifejezddés gatlasadban jol bevalt plazmid transzfekciot alkalmaztunk.

12. A Ras ¢és a kalcineurin két egymastol jol elkiiloniilé jelut eleme a vazizomban, de a
kapcsolatuk ebben a szovetben még nem ismert. A regeneralodd soleus izom
transzfekcidja dominans negativ Ras-sal csupdn a rostok néhdny szazalékaban sikeres, de
serkenti az egész izom novekedését. Mivel a kalcineurin szerepe autokrin-parakrin

folyamatokban ismert, ez felvetette a Ras és kalcineurin kapcsolatinak a lehetGségét.
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Ezért célul tiztik a Ras és a kalcineurin Osszefliggésének vizsgalatat a regeneralodo
soleus izomban.

13. A neonatali szarkoplaszmas retikulum kalcium ATP-azrdl (SERCA1D) a kifejez6dési
mintazata alapjan feltételeztilk, hogy szerepe lehet a regeneracioban, s ennek
kideritésére RNS interferencia modszert alkalmaztunk a regeneralddé soleus izomban.

14. Mivel a rostok kevesebb, mint 1%-aban érvényesiild jelat gatlasok az egész izomra
kiterjedd regeneraciot serkentd hatast eredményeztek, alaposan megvizsgaltuk az izom

transzfekcid hatasfokat az egész regeneral6do soleusban.
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I1l. MODSZERTANI OSSZEFOGLALO

A munkank soran felhasznalt modszerek leirasa az értekezés alapjaul szolgaldé 16 db kisérletes
cikk modszertani részében talalhato. Ezek egyiittesen meghaladjak az értekezésbe illeszthetd
terjedelmet. Ezért a kisérleti metodika minden részletre kiterjedé ismételt bemutatasa helyett csak

a sajatosabb, de a munkank szempontjabdl fontos modszerek ismertetésére szoritkozom.

1.1, Az dllatok kezelése

A kisérleti patkanyok tartasa €s kezelése érvényes engedélyek birtokaban, a Szent-Gyorgyi Albert
Orvostudoméanyi Egyetem, majd a Szegedi Tudoményegyetem Altaldnos Orvostudoményi
Karanak és a Katholieke Universiteit Leuven allatkisérletes etikai elbirasainak megfeleléen
tortént.

Kisérleteinkhez 300-360 g-os him Wistar laboratoriumi patkdnyokat hasznaltunk, amelyeket ad
libidum moédon taplaltunk. Az allatok altatasat a hatdsos dozisti Na-pentobarbital vagy kloralhidrat
oldat intraperitonealis injektalasaval végeztiik, melyet sziikség esetén rovid éteres kabitas el6zott
meg. A soleus izmot feltartuk és az allat, ill. az izom méretének megfelelé 150-200 pl 100 ng/ml
injektaltunk (Harris et al 1975, Zador et al. 1996). Az EDL izom kezelése a feltaras utan dsszesen
60 pg notexint tartalmazdé 100 pl 0,9%-os NaCl oldattal tortént. Ezeket a dozisokat az
elokisérletek soran végzet hatasvizsgalatok alapjan allapitottuk meg.

A denervacids kezelés szintén altatasban tortén. A végtag denervacio a csipdideg atvagasa és kb.
1cm-es darabjanak eltavolitasaval végeztiik. A szelektiv denervacidé a soleus idegnek a vele
parhuzamosan futd értél valo elvalasztasaval és egy kb 3 mm-es darabkanak az idegbdl valo
kivagasaval tortént.

Valamennyi kezelést kovetden a sebet bevarrtuk és az allatokat egyenként kiilon ketrecbe
helyeztiik.

A BrdU injektalasat (Img 200 pul NaCL-ben) a regeneracié kiilonb6z6 napjain a regeneralodo
izom feltarasa utan intramuszkulérisan végeztiik.

soran allapitottuk meg, melyet a korabbi miitét helyén torténd feltdras utdn a regeneraciod
kiilonb6z6 napjain végeztiik el.

A regeneralodo soleus antiszenz kezelését a toxin injektalas utan a harmadik napon steril
fiziologias séoldatban feloldott 10°- 107 M tartoméany kiprobaldsa utan 2x10° M oligokkal
végeztik (Zador et al. 2002). Foszforotioat oligokat hasznaltunk, melyeket Dr. Bottka Sandor

szintetizalt az SZBK Novénybiologiai Intézetében.
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A plazmiddal t6rténé transzfekcid a regeneracio negyedik napjan 20-50 ug DNS 50 ul 20%-0s
szukr6z oldatban torténd intramuszkularis injektalassal végeztiik (Vitadello et al. 1994, Zador et
al. 2002, Zador and Wuytack 2003). Két kiilonb6z6 plazmid kiilon transzfekcidja 15-20 perc
id6eltéréssel ugyanazon soleus izomba tortént (3. tablazat).

Az izmokat a megfeleld 1d6 eltelte utan sebészeti feltarassal kimetszettiik, nyugalmi hosszuknak
megfelelden fogpiszkalora rogzitettik ¢és csepfolyds nitrogénben hiitott izopentanban

fagyasztottuk, utina -70-90 C° -on taroltuk.

3. Tablazat: A felhasznalt plazmidok

Név Referencia kifejezodés

PRSV RasN17 = Dominans negativ Ras

pDCR RasV12 S Konstitutiv Ras

pDCR RasV12S35 g E Szelektiven MAPK-t stimulalo
& § konstitutiv Ras

pEGFP-C1 Owsianik G unpublished EGFP

cain Lai et al. 1998 Kalcineurin gatlé peptid

pEGFP Clontech EGFP

pDsRed Clontech DsRed

111.2.  Morfologiai vizsgalatok, immunhisztokémia és in situ hibridizdcio

A kisérleti allatok tomegét a kezelés el6tt €s utdn is megmértiik. Az adott vizsgalat sorozat céljatol
fliggden mértiik a Kkimetszett regeneralodd és transzfektalt izmok tomegét. A regeneracio
stadiumainak kovetése céljabol az izmok kozépsd részébdl harantirdnytt 15 pm vastagsagu
fagyasztott metszetet készitettiink, melyet hematoxilinnal és eozinnal festettiik. A rostok
keresztmetszeti teriiletét, melybdl a méretiikre kdvetkeztettiink, legalabb 100-150 rost mérése utan

mikroszkopos program segitségével allapitottuk meg.

Az immunhisztokémiai festést a kdvetkezd altalanosan protokoll szerint végeztiik: a targylemezre
felhuzott metszetet kb 1-2 draig szaritottuk, pH 7.5-0s PBS-ben oldott 5%-os sovany tejporral 20
percig szobahémérsékleten blokkoltuk, az 5% tejpor/ PBS-ben higitott elsddleges antitesttel (5.
tablazat) overnight 4 C°on inkubaltuk, 5% tejpor/ PBS-ben 10 percig szobahén mostuk, 5%
tejpor/ PBS-ben higitott masodlagos antitesttel kb 40-60 percig inkubaltuk, PBS-ben 3x 10 percig
mostuk, DAB/peroxidaz moddszerrel eléhivtuk (0.05mg/ml DAB, 0,006% H,0, PBS-ben). Ha
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sziikség volt az érzékenység novelésére az eldhivo reakcidelegyhez 0,15% Ni-ammoénium
szulfatot adtunk. A metszeteket végiil 50-100%-os propanol oldatokban végiil toluolban
viztelenitettiik s Entellan®-nal lefedtiik.

Az in situ hibriditaciot Braissant and Wahli (1998) moddszerével végeztilk. Az erre hasznalt
metszeteket elkiilonitve RN-az mentes kornyezetben készitettiik és diethylpyrocarbonattal
(DEPC) kezelt PBS-ben késziilt oldatokat hasznaltunk. A TNF-o PCR fragmentjét (nt221-501)
g¢1bol elualtuk és a Boehringer Gmbh (Mannheim, Germany) random priming digoxigenin (DIG)
készlete segitségével megjeldltiik. A metszeteket 4%-os paraformaldehid/PBS-ben fixaltuk, 2x 15
percig 0,1% aktiv DEPC-t tartalmaz6 PBS-ben mostuk (a kontrol metszetet 15 percig 80 pug/ml
RN-4z/PBS-ben tartottuk, utina 3x 5 percig PBS-ben mostuk). Az el6hibridizalast 2 6raig 55 C°-
on 50%-o0s formamid, 5x SSC és 40 ug/ml lazac sperma DNS oldataban tortént. Az overnight
hibridizaciot 40 pl prehibridizacios oldatban 500 ng/ml DIG-jelolt probaval feddlemez alatt
szintén 55 C°-on végeztiik. A metszeteket 30 percig szobahdn, majd 1 6raig 65 C°-on 2x SSC-ben,
utdna 1 6raig 65 C°-on 0.1x SSC-ben mostuk majd 1-es pufferben equilibraltuk (100mM Tris, 150
mM NaCl, pH 7,5) és 2 oraig alkalikus foszfatazzal kapcsolt 1%-os Boehringer blokkolot
tartalmazo higitott anti-DIG antitesttel (1:5000) inkubaltuk. A metszeteket 2x15 percig 1-€s
pufferben mostuk, 3-as pufferben (100mM Tris, 100 mM NaCl, 50 mM MgCl,, pH 9,5)
equilibraltuk és overnigh el6hivtuk 10 ml-ben 45 ul NBT-t és 35 ul X-foszfatot tartalmazo 3-as
pufferben. Az eldhivast Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8 pufferben 15 percig leallitottuk. A nem
specifikus hatteret 96%-os etanollal 1 6rdig eltavolitottuk, a metszeteket 15 percig deszt vizben

mostuk, majd dehidraltuk és lefedtiik.

Beta-galactozidaz festés: a fagyasztott metszeteket 5 percig 2%-os paraformaldehidben vagy
acetonban fixaltuk, 3x mostuk PBS-ben és x-gal pufferben (100 mM PBS, 5 mM KFe" —cianid, 5
mM KFe" —cianid, 2 mM MgCl,, 1 mM X-gal) éjszakan at 37 C°-on inkubéltuk. Utana PBS-ben

3x mostuk, eozinnal festettiik és viztelenités utan lefedtiik.

A BrdU jelélés kimutatasa: A regeneracid kiillonbozé napjain tortén BrdU injektalas utan 16
oraval az izmokat kimetszettiik és 4 C°-on overnight 4%-os paraformaldehit/PBS-ben fixaltuk
majd -20 C°on taroltuk. A fagyasztva metszés el6tt az izmokat a proximalis és a disztalis in
kozott hat egyenld blokkra vagtuk. Mindegyik blokkbol 3 véletlenszertien kivalasztott metszetet
hasznaltunk fel az immunfestéshez. A sejtmagi DNS denaturalasdhoz a metszeteket 30 percig 2n

HCl-el kezeltiik, 3x 10 percig 50 mM Tris-HCI pH7.5, 100 mM NaCl-ben mostuk. Az endogén
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peroxidaz aktivitast 5 percig 3%-0s H,O, , PBS oldatban semlegesitettiik, majd 2x 10 percig
mosas kovetkezett PBS-ben. A metszeteket 20 percig 1% BSA, 5% normal kecske szérumban
blokkoltuk, a blokkoldban oldott anti-BrdU-t (egér,Sigma, 1:100) 1 6éraig és a biotinilalt anti-egér
antitestet (kecske, Vector Laboratories, 1:300) 30 percig tartottuk rajtuk. A két antitest kdzott a
blokkold szérummal, a masodlagos antitest utan PBS-el mostunk. Az immunokomplexet a
Vectastain ABC Elite Kittel (Vector Laboratories) tettiik lathatova. A jelolt sejtmagokat
mikroszkoppal szamoltuk. A hattér korrekciojahoz nem regeneralodd kontroll izmokba is
injektaltuk a BrdU-t és az ilyen izmokbol kimetszett 3 metszeten szamolt jeldlt sejtmagok atlagat

kivontuk a regeneralodo izomban szamolt BrdU-jel6lt sejtmagok szamabol.

I11.3. Az mRNS szintek kimutatdsa és dsszehasonlitisa

A teljes RNS tartalom kivonasara eleinte Chomczynski and Sacchi (1987) modszerét, majd ennek
roviditett valtozatat (Gauthier et al. 1997) hasznaltuk, amelyek a széles korben elterjedt Trizol®
kivonas alapjat képezik. Mind a kettd acid-guanidium thiocianat-fenol-kloroform tipust kivonas,
de az eldbbi az utolsé feloldast és kicsapast kétszer ismétli meg. Roviden: az izmokat aprora
vagtuk és 2 ml D-oldatban (4M guanidinium thiocianat, 25 mM Na-citrat pH 7.0, 0,5% N-
lauroylsarcosine, 0,1 M 2-merkaptoetanol) tiveg/teflon potterrel szobah6n homogenizaltuk majd
0,5 ml-enként Eppendorf-csévekbe osztottuk szét. A csovekhez 50 pl Na-acetatot (2M, pH4,0)
adtunk, enyhén Osszeraztuk, 0,5 ml desztillalt fenollal extrahaltuk, majd az elegyhez 0,2 ml
kloroformot adtunk,enyhén Gsszeraztuk, 15 percig jégen inkubaltuk, hogy a fazisok szétvaljanak
¢s 10000 g-vel 15 percig centrifugaltuk. A feliilisz6 vizes fazis tartalmazta az RNS-t, az
interfazis a fehérjéket és a fenolos fazis a DNS-t. A feliiliiszot uj csovekbe pipettaztuk és 0,5 ml
izopropanolt adtunk hozz4, majd 15 percig 10000 g-vel centrifugaltuk. A csapadékot
vakuum/szobahén szaritottuk és 24 pl DEP-kezelt deszt. vizben oldottuk és menyiségét UV

spektrofotométeren mértiik.

A reverz transzkripciot oligo dT primer felhasznalasaval, 1-2 pg RNS-bdl a reverz transzkriptaz
gyartok és a bevalt leirasok szerint végeztik (Wuytack et al 1994). Az egyszala cDNS-ek
kimutatasahoz a primereket az adatbankokban follelhetd szekvenciak és software-k segitségével
terveztiink. A PCR koriilmények megallapitasa a primerek Tm-je alapjan tortént.

Az RT-PCR kisérletek elsodleges célja az mRNS szintek relativ mennyiségi dsszehasonlitasa volt,
ezért a termociklust és a reakcidelegy dsszetételét optimalizaltuk. A felhasznalt primereket a 4.

tablazat foglalja 0ssze. A mérést az amplifikéacio linedlis fazisaban végeztiik és haztartasi gén
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3. Abra: A SERCA mRNS izoformdk kimutatdsihoz haszndlt primerek elhelyezkedése. A
SERCAI, SERCA2 és SERCA3 géneket részlegesen abrdazoltuk. A boxok konstitutiv exonokat,
a vékony vonalak konstitutiv intronokat jelolnek. A nagyobb boxok transzldlodott exonokat
jelolnek. A SERCAla/l1b-t a 20-as és 23-as, a SERCAL/2-t a 8-as és a 9-es, a SERCA2a-t
(class 1 mRNS) az Uf és C1, a SERCA2b-t (class 2-4 mRNS-k) az Uf és C2, a SERCA2/3-at a
12-es és 13-as primerek felhasznalasaval amplifikaltuk. a SERCA2 3° végen pAu és pAd az
upstream és downstream poliadenildcios helyeket jeloli.(Zador et al. 1996)

transzkriptjére (GAPDH) normalizaltunk, amelyet szintén az amplifikacié linearis fazisaban
detektaltunk. A SERCA izoformak (3. abra) mMRNS-einek arany RT PCR segitségével torténd
kimutatasakor az amplifikditumbol 5 pl-t kivettiink ugyanolyan reakcio elegyben, két ciklusban
[0-*2P] CTP —vel radioaktivan jelSltiik, majd a fragmentek elkiilonitésére alkalmas restrikcids
enzimmel emésztettilk. Az amplifikalt ill. az emésztett fragmenteket 6%-os akrilamid gélen
valasztottuk el. A géleket DNS kimutatasra alkalmas festékekkel (etidium bromid) tettiik
értekelhetévé. A radioaktivan jelolt amplifikditumot tartalmazod géleket szaritottuk és
Phosphorimager 425 ill. Storm™ 840 modelleken szkenneltik. A vart méretnek megfeleld
fragmenteket, restrikcios emésztéssel és pGEM® T easy vektorba klonozas utdn szekvenalassal
azonositottunk. A myostatin fragmentrél ugyanebben a vektorban cDNS probat készitettiink,
melyet radioaktivan jeldltiik a transzkript kifejezédésének Northern hibridizacios kimutatasahoz.
A TNF-a PCR fragmentet gélbdl tortént izolalas és digoxigenin jelolés utan hasznaltuk in situ

hibridizaciohoz.
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4. Tablazat: A PCR reakciohoz hasznalt primerek

Transzkript Ref. Szekvencia (5’ — 3%) Fragment PCR T (°0)
név szenz - antiszenz hossz (bp) ciklus perc
myogenin gacctgatggagctgtat 688 30 94-60-72
agacaatctcagttgggc 1-1-1,5°
Myf-5 3 gagccaagagtagcagccttcg 441 29 94-60-72
‘% gttctttcgggaccagacaggg 1-1-1,5°
MyoD _ tggcgcgctgcecttctacyg 221 28 94-60-72
S acacggccgcactcttcectg 1-1-1°
MRF4 g agagactgcccaaggtggagatte 272 28 94-60-72
% aagactgctggaggctgaggcatc 1-1-1°
a—aktin qC) acgtgaagcctcacttcctac 147 20 94-60-72
S atcatccccggcaaagccag 1-1-1°
MyoD 5’ —= ggttgagcgagaagcagga 724 28 95-60-72
S tgtagtaggcggcgtcgtag 1-1-1°
1d1 q: catgaaggtcgccagtcgcag 475 25 94-60-72
_8 S gtccatctggttcctcagtgce 1-1-1°
|d3 S O aaggcgctgagcccggtg 387
N N ctgcgttcgggaggtgcecc
MyHCl gggcttcacaggcatccttag 288 15 95-60-72
o acagaggaagacaggaagaacctac 1-1-1°
MyHCZa g taaatagaatcacatggggaca 310 20 95-55-72
— tatcctcaggcttcaagatttg 1-1-1°
MyHCZX © tcccaaagtcgtaagtacaaaatgg 120 20 95-58-72
D cgcgaggttcacaccaaa 1-1-1°
MyHCZb % ttgtgtgatttcttctgtcacct 197 22 94-55-72
< ctgaggaacaatccaacgtc 1-1-1°
neoMyHC % gcggcctcecctcaagatgegt 567 35 05-52-72
§ gaaggccaaraargccatya 1-1-1°
SERCA1la/b Zador et al. ttccatctgcctgtccatgte 248/206 21 94-60-72
1996 ctggttacttccttectttcecgtett 1-1-1°
SERCAZ2a/ Van den Bosch et ctccatctgecttgtccat 231 22 94-55-72
SERCA2b al. 1994 gcggttactccagtattg 1-1-1°
SERCA1/ Zador et al. gactgagtttggggaacagct 194 21 94-60-72
SERCAZ2 1996 gaggtggtgatgacagcagg 1-1-1
SERCAZ2/ Wuytack et al. tgcctggtagagaagatgaa 206/209 22 94-55-72
SERCA3 1994 cccttcacaaacatcttgcet 1-1-1°
GAPDH De Smedt et al. tcctgcaccaccaactgcttagcc 376 21 95-60-72
1994 tagcccaggatgccctttagtggg 1-1-1°
AChR-a Merlie et al. 1994 acgttcgtctgaaacagcaatggg 289 36 94-60-72
subunit gccgtcataggtccaagtgceccce 1-1-1°
MCIP1.4 _ aaggaacctccagcttggget 159 23 95-54-70
© ccctggtctcactttcegcetg 1-1-1°
CnA a @ agttgtcgactacggacag 265 28 95-50-72
5 aagtcaaagaattgtccatgg 1-1-1’
>
CnA B é\ g tgaagtaggaggatcacctg 405 26 95-50-72
D O tcagaaggatcagaccacag 1-1-1°
LL N
TNF-o Zador et al. tggcccagaccctcacactc 281 35 95-59-72
2001 ctcctggtatgaaatggcaaatc 1-1-1°
TNFR-60 gaacaccgtgtgtaactgcc 301 25 95-59-72
attccttcaccctccacctce 1-1-1°
TNFR-80 Bader & Nett. gatgagaaatcccaggatgcagtagg 264 35 95-59-72
1996 tgctacagacgttcacgatgcagg 1-1-1°
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Az antiszenz oligok stabilitasanak mérés: Az izombol teljes RNS kivonatot készitettiink, mely az
injektalt oligokkat is tartalmazta, ennek 1/10-részét [y->2P] ATP-vel az 5° végen T4 polinukleotid
kindzzal megjeléltiik (Sambrook et al. 1989) szerint. A reakcié termékét 65 C°-on 5 percig
denaturaltuk, azutdn 20 %-0s urea-akrilamid gélre vittilk. A gélt futtatds utdn szaritottuk és

Phoszforimager-en analizizaltuk, az oligdkat hosszuk alapjan azonositottuk.

I11.4. Fehérjék kimutatdsa és szintjiik osszehasonlitdsa

A teljes fehérjetartalmat bicinkoninic acid és Bradford modszerrel mértiik (Sambrook et al. 1989).
Az izomkivonatok a tervezett vizsgalattol fliggd Osszetételli pufferoldatban és proteaz koktélban
tiveg-teflon vagy késes homogenizaloban késziiltek (Zador et al. 1998, 1999, 2007, Mendler et al.
2000).

A szarkoplazmas retikulum (SR) izoldldsa, 4 C°-on : Az izmokat apréra vagtuk és esetenként
proteinaz gatld koktélt tartalmazo 2,5 ml 0.25 M szahar6z/5 mM HEPES pH 7,5 pufferben 4 C°-
on homogenizaltuk (amig az oldat opalos nem lett). A kivonatot 1000 g-vel 10 percig iilepitettiik
majd a felilluszot 200 000 g-vel 30 percig centrifugaltuk. Erre azért volt sziikség, mert
elokisérleteink szerint a teljes SERCA tartalom 40-60%-ban oszlott meg a 20 perces 20 000 g-s és
az 1 oras 100000 g-s centrifugdlas iiledéke kozott. Ezt az  egyesitett
(mitokondrialistmikroszomalis) frakciot hasznaltuk a SERCA-k kimutatasara és szintjiik

méréseére.

A miozin kivondsdhoz Hamildinen and Pette (1997) leirasa szolgalt alapul, 4 C°-on: az izmot
lemértiik és folyékony nitrogénnel mozsarban porra dorzsoltik, 8x térfogatli miozint kivono
oldattal (100 mM Na-pirofoszfat, 5 mM EGTA, 5 mM MgCl,, 300 mM KCI pH 8,5)
felszuszpendaltuk. A szuszpenziét 20 percig forgattuk 4 C%on és 10 percig 10 000 g-vel
centrifugaltuk. A feliiluszot 1 térfogat glicerinnel higitottuk és -25 C®-on taroltuk.

A miozin és SERCA kivondsa ugyanazon izombol: Az izmot SR izolald pufferben homogenizaltuk
és 10 percig 1000 g-vel centrifugaltuk. A feliiliszobol SERCA proteineket izolaltunk, a mar
ismertetett modon, az iiledéket pedig folyékony nitrogénben porrd 6roltik és a fenti moédon

miozint vontunk ki bel6le.
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5. Tablazat: Els6dleges antitestek (IB-immunoblot, IH-immunhisztokémia)

Antitest Antigén Allat Forras Higitas Felhasznalas
A3 SERCA1 egér Zubrzycka- 1:100 IB
Gaarn et al. 1:30 IH
1984
A-1b SERCALlDb nyul Eurogentec 1:2000 IB
994- 1:100 IH
DPEDERRK-
1001
R15 SERCA2a nyul Wuytack et al. 1:20 000 IB
1989 1:5000 IH
R2-88 SERCA2b nyul Egermont et 1:500 IB
al. 1990,
A-BrdU BrdU egér Sigma 1:300 IH
myoD1 myoD egér Novocastra 1:250 IB
sc-760 myoD nyul ~ 1:500 IB
Ab-1 pan Ras egér = 1:20 IH
A-myostatin  myostatin nyul g § 1:250 IB
ES ¢ 1:50 IH
A-TNF-a TNF-o kecske o= 1:200 1B
A-MAC-387 MAC-387 egér Novocastra 1:750 IB
kalcineurin A egér Sigma 1:2500 IB
BA-D5 MyHC1 egér = 1:50 IB
1:20 IH
SC-71 MyHC2a egér 2 1:100 IB
=
s 9 1:20 IH
BF-F3 MyHC2b egér S - 1:10 IB
N © 1:10 IH
HA hemaglutinin  egér Calbiochem 1:200 IH
A-myc myc egér Roche 1:25 IH
A-dezmin dezmin egér Dako 1:300 IB
1:20 IH

A sejtmagi frakciobol Zahradka et al. (1989) mddszerének roviditett valtozataval vontuk ki a
myostatint, a TNF-a-t és a myoD-t: az izom 31x térfogatanak megfelelé mennyiségii pufferben
(HEPES 10 mM pH 7,5, 5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 5 mM 2-merkaptoetanol, 0.32 M szahardz)
homogenizaltunk. A homogenizatumot gézen at vakuum segitségével szirtiik és 1000g-vel 8

percig centrifugaltuk. Az tiledék lett a tisztitatlan sejtmagi frakcio.

A kalcineurin kivonasa enzimaktivitas méréshez: Mitsuhashi et al. (2000) moddszere szerint
kizarolag frissen kivett izmokbdl végeztiik. Az izmot jéghideg 150 mM NaCl and 0.1 mM EGTA
oldatban mostuk, majd négyszeres térfogati pufferban (50 mM Tris—HCI, pH 8.0, 250 mM



dc_1047 25

sucrose, 2 mM EGTA, 20 mg/ml Sigma protedz inhibitor koktél, 10 mg/ml leupeptin, 0.2 mM
PMSF, 0.15% b-mercaptoethanol, 5 mM ascorbic acid, and 0.5 mM DTT) homogenizaltuk.Ezutan
20 000 g-vel 10 percig centrifugaltuk és a feliiliszot hasznaltuk az enzimaktivitas mérésére. Az
enzim aktivitasat a homogenatumbol kolorimetrias esszé kit segitségével (Calbiochem) mértiik a

gyartd Utmutatasa alapjan.

4. Abra: Egy pan SERCAL Ab (A53) SERCAla
specifitasanak hianya. A SERCA1b specifikus

la 1b 1a 1b
n Ab a jobb oldali, a SERCA1 Ab a bal oldali
SERCA B 110 kDa immunoblotton. A SERCA cDNS-eket COS-1
sejtekben fejeztem ki és a tisztitott membran
B-actin 42 kDa frakciot analizaltam. Az EGFP kifejezodés a
ecrp [ : @ 32 kDa transzfekcio, a f-aktin a loading kontrollja
SERCA1 SERCAlb volt. Az A53 Ab felismeri mind a két izoformait,

Ab Ab

mig a SERCAIb Ab nem ismeri fel a
SERCAla-t, csak a SERCALb-t. (Zddor and
Késa 2015)

Immunoblott: A fehérjék elvalasztasdhoz Laemmli tipust akrilamid gélelektroforézist
hasznaltunk. A gélekre mindenkor ismert fehérjetartalmu, de olykor nem a proteinre normalizéét,
hanem az dsszehasonlitasra keriild izmok ugyanakkora hanyadat tartalamazo6 mintat vittiink fel. A
géleket nedves vagy semi-dry modon Dblottoltuk PVDF membranra. A membranok
immunohibridizalasat (5. tablazat) haromféle modszerrel - Ni-DAB, ECF és ECL - végeztiik,
melyek a gyartok eldirasa szerint a blokkolas moddja, a mosasok iddtartama, a masodlagos
antitestek higitasa és az eldhivas moddja tekintetében kiilonbdztek. Ezen modszerek érzékenysége
NiDAB — ECF — ECL sorrendben nétt. A leghosszabb linearitasa miatt az ECF moddszert
tekintettik a mennyiségi  Osszehasonlitdsra a  legalkalmasabbnak. A  mennyiségi

Oszehasonlitasokat optimalizalas utan a kimutatas linearis fazisaban végeztiik.

Sejtkultura:A BC3H1 és sol8 sejtek 2% L-glutamint, 2% penicilint és sterptomicint, 1% nem
essszencidlis aminosav keveréket (Gibco) és 20% foetalis borjii szérumot (FCS) tartalmazo

DMEM-ben (Dulbecco's modified Eagle's medium) néttek. A C2C12 sejtek ugyanabban a
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mediumban néttek, de ezuttal 10% FCS-t és 0,5%-0s csirke embrio kivonatot adtunk hozza.
Mikor a kultura elérte a konfluens allapotat, a médiumot lecseréltiik differencialédasi médiumra,
amely kisebb novekedési faktor koncentraciot, azaz csak 0,5 % FCS-t tartalmazott. A sejteket

feldolgozashoz PBS-ben mostuk majd gumilapatka segitségével mechanikusan gytijtottiik ossze.

Statisztikai modszer: Ha az nem jelzett masként, a kisérleti mintak (pl. izmok) szama 3-5 volt
mérési pontonként. A kiilonbséget P<0,05 kiiszobértéknél tekintettiink szignifikansnak. A
parhuzamos Gsszehasonlitasok soran nem szimetrikus T-probat, a tobboldali 6sszehasonlitas

elemzéséhez Anova post hoc (Newman-Keuls) tesztet hasznaltunk.



dc_1047315

IV. AZEREDMENYEK BEMUTATASA

IV.1. A regenerdcio a patkany soleus és extensor digitorum longus (EDL) izmaiban

A patkany soleus izom rostjai 150-200 pl (100ug/ml) kigydméreg injektalasanak hatasara harom
nap alatt teljesen nekrotizaltak (5. abra). A toxin optimalis dozisat eldkisérletekben allapitottuk
meg. Az izomrostok mikroszképikus hatarai valamint késobb a rostok maradvanyai is fokozatosan
eltlintek, helyettiik mononuklearis sejtek tomege volt lathatd az izom teljes keresztmetszetében (5.
abra). A harmadik napon jelentdsen novekedett az izom BrdU-t beépitd képessége, ami jelezte a
sejtosztodas megindulasat (v.6. 10B. abra). A negyedik napon altalanossa valt a dezmin
kifejezodése az izom teljes keresztmetszetében, utalva a miotubulusok elterjedt kialakulasara. Az
6todik napon az acetilkolineszterazra festddd pontok sokasadga — véglemez-kezdemények jelentek
meg a miotubulusok/primitiv rostok membranja mentén, ami mutatta a beidegzés kialakulasanak
kezdetét. A hetedik napra a véglemezek szama megritkult, s amennyire az izom hoszmetszetén
megfigyelhetd volt, l[ényegében egyetlen véglemez idegzett be egyetlen rostot. Ezt kdvetéen a
rostok, amelyek eddig is jelentds keresztmetszeti- €s hossziranyt ndvekedésen mentek keresztiil,
tovabb vastagodtak ¢és négy hét mualva (28 nap) elérték a kezeletlen kontrol soleus
rostkeresztmetszetének mintegy 80%-at. Ekkorra az izom tomege is lényegében megegyezett a
kontrolléval. A regeneralodott izom rostjaiban a sejtmagok gyakrabban helyezkedtek el a rost
kozepén, mint a kontroll normal izomban, ahol a sejtmagok szinte kivétel nélkiil periféridsan, a

szarkolemma mellett voltak talalhatok (5. abra).

a O ER

¥ 6. Abra: az EDL
regenerdcioja. A
B jelek, minta 4.

# abran. Skdla:100
& um (Mendler et
al. 1998a).

3 S 5. Abra: Asoleus
; ' regenerdcioja. N:
normal izom, 1-28
a regeneracio nap-
 Jai. Skala: 50 pm.
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A fobb lépések sorrendjét tekintve hasonld folyamat volt megfigyelheté az EDL regeneracioja
soran is, melyben a teljes nekrozis eldidézéséhez nagyobb dozisu (100 ul 600 pg/ml) notexin
intramuszkularis injekcidjara volt sziikséges. A nekrozis és a regeneracid eseményeinek
id6tartama hosszabb volt és kevésbé voltak elkiilonithetok egymastol. Jellemzo volt, hogy a teljes
nekrozis nem kovetkezett be a harmadik napon (6. abra) mint a soleusban, hanem csak az 6todik
napon. A beidegzés kezdeti stadiuma a hetedik napon, az egy rost/egy véglemez arany és a
kifejlett véglemezek pedig a tizedik napon, azaz hdrom nappal késdbb voltak megfigyelhetdk,
mint a soleus regeneracioban. Az EDL regeneracios folyamatai allatonként/izmonként is nagyobb
valtozékonysagot mutattak. Ebben a tilnyomorészt gyors-glikolitikus izomban gyakran még az
6todik napon is jol kivehetdek voltak a nagy keresztmetszeti atmérdjli, gyors tipust IIb rostok
maradvanyai. A soleusban, amelyben a IIb rost hianyzott, a regeneracio harmadik napjan sem volt

a keresztmetszeten €pp izomrost talalhato.

Az izomspecifikus o-aktin mRNS szintjének

g
&

valtozdsa is jol mutatta a két izom regenerdcidja o M. SOLEDS
Kozotti Kiilonbségeket (7. dbra). EZ a kontraktilis £
fehérje transzkript a soleusban az els6 napon gz ’
dramatikus csokkenéssel minimumot mutatott, E: ’
majd fokozatosan emelkedve az 0todik napon :‘320 I
lényegében elérte a normal izom szintjét és ott e s A
maradt a regeneracié végéig. Az EDL-ben a o shermn mnj‘ ”
csokkenés csak a harmadik napon kovetkezett be ;:Osg
¢s akkor is viszonylag jol detektalhat6 volt, majd a E::.E
10. napon a normal izom szintjénél joval .Eﬁ
magasabbra emelkedett, s csak a 28. napon jutott Efi I
vissza a normal szintre. Ezen eredmények alapjan, :512
0

mivel célunk a teljes nekrozist kdvetd alapszintrdl

N 1 3 5 7 10 21 28
Days after notexin administration

indulo jol szinkronizalt regeneracio

tanulméanyozésa volt, elsésorban a soleus 7. Abra: Az a-aktin mRNS szint a soleus és

regeneraciojat tekintettik megfeleld kisérleti iz0m: 1-28: napok a notexin injekcié utan
modellnek (Mendler et al. 1998ab, Zador et al n=3;*p<0,05; ** p<0,01 a normdal

2001, 2002) izomhoz képest (Mendlel‘ et al 199861)
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IV.2. A miogenikus regulalo faktorok kifejezodése az izomregenerdcios modellekben

1V.2.1. Soleus

A miogenikus regulalé faktorok koziil az elsé napon a myoD mRNS szintje kezdett emelkedni,
ezzel egyidoben a myf-5, myogenin és MRF4 mRNS szintje lecsokkent (8. abra). A harmadik
napon a myoD transzkript szintje tovabb nétt, a myf-5 és a myogenin mRNS szint pedig hirtelen
megemelkedett €s a normal izoménal mintegy nagysagrenddel magasabb értéken maximumot
mutatott. Az MRF4 transzkriptje a 3-5. napon novekedett, de nem haladta meg a normal szintet.
Ez alapjan feltételezhetd, hogy a myoD, myf-5 és a myogenin a regeneracié korabbi szakaszaban
a mioblasztokban, az MRF4 pedig késdbb, a miotubulusok €s izomrostok kialakuldsaban jatszik

szerepet (Mendler et al. 1998a).
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8. Abra: Az MRF-k transzkript szintje a regenerdlédé soleus izomban. A: myoD, B: myf-5, C:
myogenin, D: MRF4. A GAPDH mRNS szintek a 19F abran. (Mendler et al. 1998a)
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1IV.2.2. EDL

Az EDL regeneraciéban a soleuséhoz hasonld, de ahhoz képest két-harom nappal eltolodott
valtozas jellemezte az MRF transzkript szinteket (9. abra). A myoD és a myogenin hirtelen
emelkedve a 3-5. napokon elhtiz6dé maximumot mutatott, majd visszacsokkent. A myf-5 az els6
napon a tizedrészére csokkent, a 3. napon emelkedé tendenciat mutatva az 5. napon maximumot
ért el, majd a normal értékre allt vissza. Az MRF4 a 3. napon mutatott atmeneti csokkenést, majd

a normal szinten maradt a regeneracié végéig (Mendler et al. 1998a).

A C .
" | B e
oo jo
fo! |
= b
l: ;mn
;o i e
M .h:.ﬂ..\.:um, 10 n m ] ‘n.,.ln:-n.? L] n m
B D
-] | T
i~ i, _!
580 1 LR -
| . | i
I=| t | »
o :
il . .Il_.._. A ARRANRAD
] 1m;“.:-h1' W om N In-.:m:u.u' won omnm

N 1 3 3 T L] ] w
R T ]

9. Abra: MRF transzkriptek az EDL regenerdcioban. A: myoD, B: myf-5, C: myogenin, D:
MRF4, E: GAPDH (Mendler et al. 1998a)

Lathato, hogy az MRF-k transzkript szintje a két kiilonb6z6 izomregeneracioban igen hasonlo

mintazatot mutatott.
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IV.3. A myoD jelentiosége a soleus izom regenerdciojaban

A myoD transzkript szint valtozds szerepének pontosabb tisztdzdsdhoz megmértik a myoD
protein szintjét is a soleus izom regeneracidja soran (10. abra). A transzkripcids faktor
mennyisége mar az 1. napon emelkedd tendenciat mutatott és a 3. napon a normal érték mintegy
hatszorosan maximumot ért el, utana csokkend tendenciat mutatva a normal izoménal magasabb
szinten maradt. Ez alapjan a regeneraci6 3. napja a latszott a legmegfelelobbnek a myoD
kifejez6dés gatlasara annak érdekében, hogy kideritsiik, fontos-e ez a transzkripcios faktor a

folyamatban.
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10. Abra: A myoD a szintjének valtozdasa () és a BrdU beépiilése sejtmagokba (B) a regenerdcié
napjai (1-28) soran. N — normal izom, 1-28 a regenerdcioé napjai. * p<0.05, ** p<0,001 a normal
izomhoz képest .(Zador et al. 2002).

A harom napos regeneralod6 izomba foszforotiodt oligonukleotidokat injektaltunk és két nappal
késobb vizsgaltuk a hatast. E16szor harom kiilonbozé oligo hatasat hasonlitottuk dssze a kontroll
(random) oligomerével 10°-107 mol/l koncentracioban a dezmin kifejez6dés intenzitisara
immunoblot segitségével. Ezek koziil egyediil az anti-start oligo hatdsa mutatott dozisfiiggést, az
anti-cap site és az anti nt245-264 oligo viszont nem. Feltételezésiinkkel 6sszhangban az anti-start
oligo a 3. napon volt a leghatasosabb, mert a 2. és a 4. napokhoz képest jobban gatolta a
miotubulusok kialakuldsat. Az anti-start oligonukleotidot injektdldsa utdn a miotubulusok
kialakulasat jelz6 dezmin kifejez6dését és az ideg-izom véglemezek megjelenését is figyeltiik (11.
abra). Az antiszenz oligo mind a harom jelleg kialakuldsat megakadalyozta a kontroll (random
oligomerrel injektalt) regenerdlodd izomhoz képest. A kontroll oligomerrel injektalt izom nem
mutatott 1ényeges eltérést az oligoval nem injektalt és az ezzel jar6 (masodik) operacionak nem

kitett allatokban regeneralddé izomhoz képest.
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R

11. Abra: A myoD antiszenz oligo hatdsa a regenerdlédé izom mikroszképos morfolégidjara
(miotubulus méret: a,b; dezmin kifejezédeés: c,d; ideg-izom véglemez: e,f) két nappal az
injektdlas utan. Bal oldalt a random/kontroll oligo (a,c,e) jobb oldalt pedig az anti-start oligo
(b,d,f ). 4 nyilak a regeneracio jellegzetes képleteit mutatjak a kontrollban, melyek nagyobb
részben hianyoznak az antiszenz-kezelt izomban. (Zdador et al. 2002)
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12. Abra: A regenerdlédé soleus mRNS szintiei myoD antiszenz injektdldsa utdni
idépontokban (1, 4 és 24h). Az iires oszlopok az anti-start, a fekete oszlopok a random
kontroll oligoval injektdlt mintat jelolik. A myoD5’ jelii amplifikitum a transzidcios start

crer

kontroll oligoval kezelt regenerdlodo izomhoz képest, a # az oligoval nem kezelt regeneralodo
izomhoz képest jelent emelkedést. (Zador et al. 2002)

Az antiszenz gatlas az injektalas utan egy oraval szelektiven csokkentette a myoD mRNS szintjét
a teljes izomban (12. abra), csokkent a myoD fehérje szint is, ez kiilondsen az izolalt sejtmagok

kivonataban volt megfigyelheté (13. abra). Az injektalas utan 24 o6raval a myoD, a myf-5 és a
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myogenin mRNS szintje megnott a kontrollhoz képest. Nem valtozott viszont ilyenkor az MRF4

¢s a miogenikus faktorok gatlasaban szerepet jatszo Id1 és 1d3 fehérjék mRNS szintje (12. abra).

300+

13. Abra: A myoD
kifejezodes gatlasa a 3
napos regeneralodo
izom sejtmagjaiban 1
oraval az antiszenz oligo
injektalasa  utan. Az
inszert  mutatja az
immunoblottot. A
kontrollok random
antisense control oligéval injektalt izmok
- voltak. ** p<0,01 a
te controllhoz képest.

(Zador et al. 2002)

200+
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Az antiszenz gatlas rovid idOtartama bizonyara az oligo rovid élettartama miatt kovetkezett be, ezt
igazolta az oligo regeneral6dd izombol torténd kimutatasa is. Tehat a myoD 1ényeges faktora a
vazizom regeneracionak és gatlasa késlelteti a regenerdcid menetét. Az antiszenz gatolt izom a
regeneracio végén (28. nap) nem mutatott eltérést a rostipusok eloszlasa tekintetében a kontrolltol,
de a keresztmetszeti képén tobb kisméretii, késleltetett fejlédésre utald rost volt megfigyelhetd,
mint a kontrollban. (Zador et al. 2002).

IV.4. A miogenikus regulalo faktorok és a SERCAI kifejezddése izomadaptacios modellekben

Mivel a miogenikus faktorok és a SERCA1D elsésorban a mioblasztokban és a korai rostokban
fejezddnek ki, ezért megvizsgaltuk az mRNS szintjiiket a harom napos passziv nytjtasnak kitett,
tehat hipertrofizalo soleus izomban. A miogenikus faktorok (myoD, myf-5, myogenin és MRF4)
¢s a SERCAID transzkript szintje 3-6-szorosara nétt a passziv nyujtasnak kitett soleus izomban.
Hasonlo tendencia érvényesiilt az acetilkolin receptor a-alegységének (AChR) transzkript

szintjére is, ami alatdmasztotta a nytjtas tényeét.
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Ismert, hogy az izom elsésorban a miotendonalis junkciokban ndvekszik, kiilondsen varhato ez a
passziv nytjtas esetén (Dix and Eisenberg 1990). Ezért megvizsgaltuk a fenti transzkript szinteket
az izom végein ¢€s a kozeépso részén. Ennek érdekében 6t egyenld részre osztottuk a soleus izmot a
proximalis és disztalis inhatar kozott, melynek soran az izom-in hatar a terminalis részekbe jutott.
A két terminalis rész RNS kivonatat egyesitettiik, ugyanigy jartunk el a harom centralis résszel is.
A szandékunk az volt, hogy a terminalis és centralis részek GAPDH-ra és a-aktinra normalizalt
mRNS szintjeit hasonlitsuk dssze. Ehhez figyelembe vettiik, hogy a centralis blokkok egyiittes
tomege valamint total RNS tartalma mintegy kétszerese volt a terminalisakénak (a soleus név is
halformara utal). Ennek megfelel6en alakult a GAPDH mRNS szintje is, az a-aktin mRNS szint
pedig mintegy haromszor akkora volt centralisan, mint terminalisan (14. abra). Ezért a normalizalt
MRNS-k eloszlasat akkor tekintettiik egyenletesnek a soleus hosszaban, ha a centrélis szintjiik
magasabb volt, mint a terminalis, és terminalisnak tekintettiik akkor, ha legalabb azonosak voltak

a két blokkcsoportban.

T Myt-5 _ 15. Abra: A GAPDH-ra
Fil?nll * Hl:l'll!ﬂlllll MRF4 normalizalt mRNS
- . Jl;[ i— |* :"* SERCA12  SgRCATh szintek’a passziv nydj{o{t
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¢ J_ o 1 1 (Contr) izmok kozépso

_|_ (C) és inhatarokhoz
¢ o kozeli részén (T). *
T T p<0,05; ** p<0,01 a

T T masik részhez képest.
‘;‘ ! +| 'vl ﬂ (Zidor et al. 1999)
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E szerint az elbiralas szerint a GAPDH-ra normalizalas esetén az MRF-K mRNS szintje
egyenletes eloszlast volt (15. abra), az aktinra normalizalas esetén pedig a myoD és a myogenin
egyenletes, a myf-5 és az MRF4 pedig terminalis eloszlast mutatott (16. abra) a kontroll izomban.
A passzivan nyujtott izomban a GAPDH-ra normalizdlva az MRF mRNS-k szintje centralis
részen jobban ndétt, mint a terminalis részeken, egyfajta egyenletes eloszlast biztositva ezzel az
izom hosszaban. Az aktin mRNS-re normalizdlva harom MRF transzkript szintje ndvekedett a
centralis részen nyujtas hatdsara, tovabb csokkentve ezzel a terminalis kifejezodés lehetoségét,

kivéve a myogenint, amelynek szintje nem valtozott (15-16.4abra).

100%
mop "5 myogenin SERCATD 16. Abra: Az a-aktin
1. MRF4 SERCAta J_ MRNS-re normalizalt
mRNS  szintek a
] | Lo 1* | L 1 1 passziv nyujtott (Str)
c Lo fel T és kontralaterdlis
’ L T T (Contr) izmok kozépso
(C) és inhatarokhoz
T T a . ¢ c kozeli részen (T) *
T ‘-I T ¢ p<0,05; ** p<0,01 a
T

LEd

[ ]

masik részhez képest

(Zador et al. 1999)

Str Contr Str Contr Str Contr Str Contr Str Contr Str Contr

A SERCA1b mRNS szintén mintegy OtszOrdsére nétt a nydjtads hatdsara az egész izomban a
SERCAla mRNS szintje pedig a felére csokkent. Ugyanez a két mRNS a GAPDH-ra
normalizalas esetén termindlis eloszlast mutatott a kontroll izomban és az emelkedésének mértéke
is egyenletesen volt az izom hosszéban (15. dbra). Az aktinra normalizalva azonban a SERCAla
mRNS kifejez6dése a terminalis részen még magasabb volt a nyujtott, mint a kontroll izomban. A
SERCA1b mRNS szintén aktinra normalizalva nem kiilonb6zott a két részen a kontrollban, de a
nyujtott izom termindlis részein igen szignifikansan megemelkedett a centralis részhez képest (16.
abra). Fehérje szinten a myoD emelkedése kimutathatd volt a nyajtds hatdsara, a myogeniné
azonban nem. A myoD pozitiv sejtmagok szdmoldsa az 6t izomblokkbol szarmaz6 metszeten nem
mutatott kiilonbséget. A SERCAla pozitiv rostok szama lecsokkent a nytjtas hatasara, tehat
kovette a transzkipt szintet (Zador et al 1999). A SERCA1D fehérje ellenben ugyanolyan alacsony
szinten volt a nyujtott izomban, mint a kontrollban, azaz nem kovette a transzkriptjének szintjét

(Zador et al. 2007).
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Megvizsgaltuk a myoD és myogenin mRNS szintjét a patkdny immobilizat és passzivan
mozgatott gastrocnemius izméban is. A myogenin mRNS szint nétt, a myoD mRNS szintje
pedig csokkent mind a két esetben és ezt kovette a myoD/myogenin protein ardnyanak
csokkenése is a kontrollhoz képest. Hasonléan valtozott a myoD és myogenin kifejezodése
patkanyok diafragmajaban, azzal az eltéréssel, hogy a mechanikusan I¢legeztetés esetén még
jobban csokkent a myoD mRNS és myoD/myogenin arany, mint a spontan lélegeztésben
(Racz et al. 2003). A mechanikus lélegeztetés kozbe iktatott spontan 1élegeztetés pedig

mérsékelte myoD és a myogenin protein szintjének csokkenését (Gayan-Ramirez et al. 2005).
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17. Abra: A myostatin mRNS (bal oldal) és fehérje (jobb oldal) szintje a soleus (feliil) és

erer

az immunoblottokat mutatiak. C — normal izom. * p<0,05; ** p<0,01 a normal izomhoz
képest, 1-28 — napok a toxin injektaldasa utan. (Mendler et al. 2000).

IV.5. A myostatin kifejezodése

A myostatin, egy TGF-B tipusu novekedést gatlo faktor, mely igen hatasos a vazizom méretének

meghatarozasaban. Ennek a, mintegy 18 kDa méreti fehérjének a valtozdsat mas
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laboratériumokkal parhuzamosan, de igy is az elsok kozott irtuk le az izom regeneracioban. A
normal soleus izomban kevés miosztatin volt, de az izomnekrozissal egyidejiileg ez a mennyiség a
regeneracio elsd napjan mintegy 16-szorosara emelkedett, majd fokozatosan visszacsokkent a
normal izoméhoz kozeli szintre (17. abra). A normal EDL-ben szintén kis mennyiségli myostatin
volt talalhato, amely az elsé és harmadik napon jelentdsen emelkedett, majd a késébbiek soran
izmonként nagy eltérést mutatva a normal szintre csokkent (17. abra). Az EDL regeneracié azon
sajatsaga, hogy kevésbé szinkronizalhato ebben az esetben is nehezitette az eredmény statisztikai
értékelését. Sejtszinten a myostatin a normal soleus és az EDL mindegyik rostjaban, majd a két
miotubulusokra és fiatal rostokra is Kiterjedt a kifejez6dése. Erdekes megjegyezni, hogy myostatin
mRNS szintje a fehérje szinttel ellentétesen valtozott: a normal izomban €s a regeneracid végeén
magas volt, a regeneracidé elsé napjaiban pedig alacsony (17. abra). Ezt az eredményt két
modszerrel, RT PCR-rel és Northern blottal is megerdsitettiik (Mendler et al. 2000).

IV.6. A tumornekrozis faktor alfa kifejezddése

A TNF-o mRNS ¢és fehérje szinten is lényegében hasonld kinetika szerint valtozott a
regeneracioban, mint a myostatin fehérje: az elsé napokon ugrasszeriien emelkedett, azutan a
normal szintjére csokkent. A TNF R-60-as ¢és R-80-as (mds néven I-es és Il-es) tipust
receptoranak mRNS-e kovette a citokin szintjét (18-19. abra). A TNF-o nem fejez6dott ki C2C12
¢s BC3H1 miogenikus sejtekben osztodasuk és differencialodasuk idején. A nekrotizald izomban
a TNF-oo mRNS maximalis kifejezodése idején elsdsorban ,,csomékban”, feltehetden nekrotikus
gocokban volt talalhatd, a miotubulusok megjelenésekor pedig azokon kiviil, a dezminre nem
festddd teriileteken fejez6dott ki. A makrofagokra jellemzd antigén (MAC 367) a citokin
szintjével Osszhangban valtozott. Tehat a TNF-a kifejez6dése nem az izom sejtekben, hanem
feltehetden a makrofagokban torténik. (Zador et al. 2001). Lathatd, hogy a kétféle ndvekedésgatlo
faktor, a myostatin és a TNF-a bar hasonlo kinetika szerint valtozott a regeneracioban, sejtszinten

azonban mar kiilonboz6, izomspecifikus ill. nem izom specifikus kifejezodést mutattak.
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18. Abra: A TNF-a és receptorainak mRNS szintje a soleus (bal oldal) és az EDL (jobb
oldal) regeneracioja soran. Etc. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 a normal izomhoz
(N) képest, 1-28 — napok a toxin injektaldasa utan.(Zador et al. 2001).
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19. Abra: A TNF-q szintje a kétféle regenerdlodds sordan. Jelolések, mint az elézd
abran. Az inszertek egy-eqy reprezentans immunoblottot mutatnak. (Zador et al. 2001).



dc_1047 %45

IV.7. A szarkoplazmds/endoplazmds retikulum Ca®* transzport adenozin trifoszfatiz (SERCA)
izoformdinak kifejezodése az izomregenerdcios modellekben

IV.7.1. SERCA-k a soleus regenerdcioban

A homolog SERCA transzkriptek egymashoz viszonyitott mennyiségét arany RT PCR analizisel
vizsgaltuk (20. abra). A gyors-oxidativ és lassu-oxidativ tipust rostokat mintegy 1:3 aranyban
tartalmazo soleus izom 1:3 aranyban tartalmazza a SERCA1 és SERCA2 mRNS-t (Zador et al.
1996, Vangheluwe et al. 2005b). A SERCAL1 transzkript mennyiségének mintegy 9/10-¢ felnott és
gyors tipusu izomra jellemzé SERCAla izoforma, a tobbi a neonatalis SERCA1b. A SERCA2
lényegében a lassu-izom-tipust SERCA2a, mert a SERCA2Db szinte nem is detektalhato mellette
homolog primerekkel. Talalhaté még a soleusban a SERCAZ2-éhez viszonyitva kevés, a
kimutathatosag szintje koriili (azaz legalabb tizszer kevesebb) SERCA3 mRNS is. A kigyoméreg
intramuszkularis injektalasdnak hatasara 24 6éra mulva az izomspecifikus SERCAla, SERCAL1D és
SERCAZ2a transzkriptek szintje dramatikusan csokken és 72 oraig nem valtozik. Ezzel ellentétben
a nem-izom-specikus SERCA2b bar izmonként jelents variabilitast mutat, nem kiilonbozik
atlagosan a normal izom szintjétdl. A regeneracio beinduldsaval az 6t6dik napon emelkedni kezd
az izomspecifikus SERCA mRNS-ek szintje. E16sz6r a SERCA1D éri el a maximumat az 6todik
napon, majd folyamatosan csokken a normal izoméhoz kozeli szintre. Utana a hetedik napon a
SERCA la mRNS mennyisége hirtelen n6 a normal izoméhoz kozeli értékre és a regeneracid 28-ik
napjaig ugyanakkora marad. A SERCA2a mRNS szintje fokozatosan n6 a 21-ik napig, majd utana
csokkend tendenciat mutat.

A SERCA fehérjék 1ényegében kovetik a transzkriptjeik szintjének csokkenését €s emelkedését a
soleus nekrozisa és regeneracioja soran (21. abra). Ebben az esetben aranyt nem, csak az egyes
SERCA szintek valtozasat mértiik. A SERCAla specifikus antitest nem 1évén, ennek az
izoformanak a mennyiségére a pan SERCA1 és a SERCAIlb valtozasabol kovetkeztettiink. A
SERCAI1D fehérje szintje alig volt kimutathatdo a normal izombol, azutan els6ként nétt és ért el
maximumot a 5-10 napon, majd csokkent a normal izoméhoz kozeli szintre. A 10. napon a
SERCAI1b csokkenése utdin a SERCAla szintje feltehetéen nott, mivel a SERCA1 szint
(=SERCA1a+SERCALb) nem kiilonbo6zott a 10. és a 21. tovabba a 28. napon sem. A SERCA2a
szintje a 3-10. napokon nem valtozott majd a 10. és a 21. nap kozott hirtelen nétt a normal izom
szintjére €s ott is maradt. A nem izom specifikus, sokféle sejtben kifejez6dé6 SERCA2b a 10.
napon mintegy harmadara csokkent a normal izom szintjének, utdna a 21. napon ismét a normal

izom szintjére emelkedett.
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20. dbra: A SERCA és a GAPDH mRNS szintek valtozdasa a soleus izom regeneracioja
N - normal izom, 1-28 — napok a toxin injektdalasa utin. Az y tengelyek értékei
relativek, ezért egymas kozott nem hasonlithatok dssze. (A) A SERCAL-t kezdeti emelkedése
utan felvaltia a SERCA2a. (B) A regeneracio kezdeti fazisaban elsosorban a SERCAIb
mRNS emelkedik. A SERCA2a mRNS szint (C) nagyobb vatozdst mutat, mint a SERCA2b-¢é
(D). (E) A SERCA2 és SERCA3 aranyaban a SERCA2 dominal, a SERCA3 csak a normal,

soran.
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21 és 28 napos izomban magasabb a detektdalas szintjénél. (Zador et al. 1996)
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The levals of SERCAT protein in the regenerating m, sclsus SERCAI
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A SERCA1la a normal soleusban a gyors-oxidativ rostjaiban fejezddik, melyeket a miozin nehéz
lancanak (MyHC) 2a tipusaval azonositottunk (21. abra). A SERCA2a a lasst-oxidativ rostokban
talalhato, melyeke a rajuk jellemzé MyHC1-el mutattunk ki. Az izomregeneracié soran SERCAla
¢s SERCAZ2a rost specifikus kifejezodése csak a 21. napon all helyre, de a 28. napon még tovabb
differencialodik. Eltérés mutatkozik azonban a SERCA-k rostszintii kifejezodésében a
regeneralodott és a normal izom kozott: regeneralodott izom a rostok 98% ban SERCA2a-t és
12%-ban SERCA1la-t fejeznek ki a normal izom 81 és 26%-aval szemben (22. és 23. abra). A
SERCA1b az 5-10. napon kimutathatéan minden regeneral6dd rostban kifejezédik. A lassu
miozint kifejez6 rostok tulnyomo aranya lényegében 5 honap mulva is jellemzé volt a

regeneralodott soleus izomban.
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22. Abra: A SERCA izoformdk kifejezédése a normdl soleus izom rostjaiban. A : SERCAL; B:
SERCA2a; C: MyHC2a; D:MyHC1. o - gyors, (-) — lassu, + - hibrid rost. Vonal: 50 zm.
(Zador et al 1998)

23. Abra: A SERCA izoformdk kifejezédése a 28 napos regenerdlédott soleus izom rostjaiban.
A: SERCAI; B: SERCA2a; C: MyHC2a; D: MyHCI. A rostok tébbsége SERCA2a-t és
MyHC1-et, némely rost SERCAI-et és MyHC2a-t is kifejez (v). Vonal: 100 50 um.(Zddor et
al.1998)
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IV.7.2. SERCA-k az EDL izom regenerdciojaban

A tilnyomoéan gyors tipusu rostokat tartalmazé EDL-ben a notexin injekcio utan, feltehetéen az
izom degradacio lassabb lejatszodasa miatt, az elsé napon nem valtozott a SERCA transzkriptek
szintje, csak a harmadik napon csokkent dramatikusan (24. abra). Az EDL-ben is a SERCA1b
mRNS szintje emelkedett eloszor, majd a SERCAla emelkedése kovette. A SERCA2

(talnyomorészt SERCAZ2a) csak nyomokban volt kimutathaté és szintje jobban ingadozott, mint a

soleusban.
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24. Abra: A SERCA mRNS szintek valtozdsa az EDL regenerdcidja sordan (A-D) és a GAPDH
mMRNS szintje. ,, A" diagramon az iires oszlopok a SERCALD, a sotét oszlopok a SERCAla
MRNS-¢ jelolik. A ,, B ”-jelii diagramon az iires oszlopok a SERCA?2 (foleg SERCA2a), a sétet
oszlopok a SERCAI (foleg SERCAla) mRNS-t mutatiagk. N — normal EDL, 3-28: a
regenerdcio napjai. + p<0,05 a normal izomhoz képest.(Mendler et al.1998b)
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A SERCA fehérjék kovették transzkriptjeik szintjének valtozasat (25. abra). A normal EDL

izomban rosttipusanak megfeleléen elsésorban a SERCAla volt talalhato. A SERCAla szintje a

harmadik napon csokkent, a 10. napig alacsony maradt, majd a 21. és 28. napon a normal szintre

emelkedett. A SERCAZ2a alacsony volt detektalhaté a normal izomban is, s a 3. napon mar alig

volt kimutathaté, de az 5. napon jelentésen megndtt, majd tendenciaszeriien csokkent a

regeneracio végéig a normal izom szintjére.
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25. Abra: A SERCA izoformdk
szintvaltozasa a regeneralodo EDL-
ben. A balodali oszlopdiagram hdarom
izom dtlagat + SE, a jobboldali inszert
reprezentativ immunoblottokat mutatja.
N — normal EDL, 3-28: a regenerdcio
napjai. + p<0,05 a normal izomhoz
képest. (Mendler et al. 1998b)

A regeneralodott EDL-ben mintegy kétszer annyi rost fejezett ki SERCA2a-t mint a kontrollban

(26. abra), de ezeknek mintegy fele SERCA1-re is pozitiv tehat ebbdl a szempontbol hibrid rost

volt. Az ilyen, lassu miozint is kifejezd, s igy I-esnek latszo rostok gyakrabban asszocialodtak,

mint a kontroll izomban, amely az axon-kollateralisokra utal (Mendler et al. 1998b,)
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26. dabra: A SERCA és MyHC izoformadk kifejezédése a normal (A-E) és 28 napig
regeneradlodott (F-K) EDL izom rostjaiban. SERCA2a (A,F), MyHC1 (B,G), SERCA1 (C,H),
MyHC2a (D,J), MyHC2b (E,K). I: l-es tipusu rost, SERCA2a + és MyHCI +, a: IIA tipusu
rost, SERCAI + és MyHC2a +; b: IIb tipusu rost, MyHC2a + és SERCAI + ; x: kevert rost,
SERCAI +, SERCA2a +, MyHC2a + és MyHCI +. A + a kifejezddést jelenti. Skala: 100 um.
(Mendler et al. 1998b)
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IV.7.3. A SERCA1D a soleus és az EDL izom regenerdciojiban

A SERCAI1D a soleus regeneracié 5-10. napjan mutatott jol reprodukalhaté emelkedést. Az EDL
regeneracioban jellemzé modon ez késébb és egyenetlenebbiil kovetkezett be (27. abra). Mindez
kovette a SERCAL1b mRNS szint valtozasat és valoszintsitette (tekintettel az alacsony SERCAla
MRNS szintre is), hogy a korai SERCAL szintemelkedést egyediil a SERCA1b okozza.
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27. Abra: A SERCAIb fehérje és mRNS szint valtozdsa a soleus és EDL regenerdcioban.

Inszert: egy reprezentativ immunoblot. n=3; *p<0,05; **p<0,01,; ***p<0,001 a normal
izomhoz képest.
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IV.8. A SERCA kifejezddés ideqi fiiggése regenerdlodo soleusban

A regeneracio 12. napjan a miozin lassu izoforma (MyHC1) és a SERCAZ2a egyontetiien
kifejez6dik a soleus izom rostjaiban. Ha a végtagot vagy a soleust szelektiven denervaltuk a
SERCA2a tovabbra is kifejez6dott az izomrostokban, a lassi miozin izoforma (MyHC1) viszont

gyakorlatilag alig volt kimutathat6 (28. abra).

SERCA2a reg

y " -;. " ! ‘: g #-“a"".« g
o e NPT ety
. i . v ool g s - & ‘y' 5 f. . A ‘... "k
o A TR Ol T

28. abra: Az MyHCI (A,C) és a SERCA2a (B,D) kifejezédése innervalt regeneralodo (4,B) és
denervalt regeneralodo (C,D) soleus izom rostjaiban 12 nappal a méreg injektdlasa utin. A *
azonos rostokat jel6l a parhuzamos metszeteken. 10x objektiv. (Zador and Wuytack 2003)

Megvizsgaltuk a SERCA izoformak idegi fiiggését is a regeneracio 7., 10. és 21. napjan. A
SERCA2a mRNS szintje csak a 10. napon kezdett el csokkeni a denervalt regeneracio soran (29.
abra), érdekes modon a SERCA2a protein szintje viszont emelkedett a hetedik napon (amikor a
motoros véglemeznek kellett volna kialakulnia) az innervalt regeneralod6 izomhoz képest (29.
abra). A SERCAL1 mRNS szintje a 7. napon dramatikusan lecsokkent, kés6bb nem kiilonbozott a
kontrollétol (29B abra). A SERCA1 fehérje viszont hasonl6 vagy magasabb szintii (10. nap) volt a
kontrollhoz képest (30. abra). Az MyHCI mRNS és fehérje a kontrollhoz képest joval
alacsonyabb szintet mutattak. Megallapitottuk, hogy a kifejez6dés tekintetében a SERCA2a ¢és
SERCALI nem fiiggenek direkt modon a beidegzéstdl olyan mértékben, mint az MyHC1 (Zador
and Wuytack 2003).



>

a
L] 3 innerv. reg.
8 1501 EEm denerv. reg.
= T e
£ E -
= k.3
£ & 1007
-
08
$3
S N 501 oo
§ ®
E £ o0
° 7d 10d 21d
ES

1501

L

100 1

(44}
o
1

o

7d 10d

% of MRNA ofnormal muscle
(normalizedtoGAPDH)

GAPDH

21d

% of normal
SERCA1/GAPDH

SERCA2/SERCA1

nnerv,

dc_1047 515

reg.

dencery,

reg.

mRNAI evels

mRNA level

74 0d - Nd =
| ] | f T % 1 %’
$8X X8% X388
e 2 - - = A = Z a
- * el - o s - —
- -
15 - hkk
++
CJinnerv. reg
10 + = denerv. reg.
2
5_ 110 T
I T |
0
7d 10d 21d
500 4
4004 5
300-.‘ T
2004 |
100-| ot
0
7d 10d 21d

- 194
bp

- 194
bp

29. Abra: A: SERCA2a (a) és MyHCI (b) mRNS szintje az innervalt és denervalt
regeneralodo soleusban. B: A SERCA2 és SERCAI mRNS-k aranya és a SERCAI mRNS
szintje ugyanazokban az izmokban. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 szintii szignifikans
kiilonbség a regenerdacio soran. Az A diagramon o p<0,05, oo p<0,01 a B diagramon +++
p<0,001 szintii szignifikans kiilonbség az ugyanaddig regenerdlodott denervalt és innervalt
mintak kozott. B inszertje a SERCA2/1 arany RT PCR gélképét mutatja restrikcios emésztés
utan. Az Mse | a SERCA2, az Nco | a SERCAL cDNS-¢ hidrolizalja. A SERCA transzkriptek
szintjére az emésztetlen fratgmentbol kovetkeztettiink. (Zador and Wuytack 2003)

Regeneralodd soleus izomban a részleges tenotdmia szintén kimutatta, hogy a SERCA2a

kifejez6dés nem valtozik, mig a MyHC1 kifejez6dés lecsokken, azaz a terhelés hianyara, melyet

az in atvagasa el6idézett, a két fehérje szintje eltéréen reagal (31. abra) (Zador et al. 2005).
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30. Abra: A SERCA2a (4), MyHC1 (B) és SERCAI (C) a denervdlt és innervalt regenerdlods
soleus izomban. A szignifikancia szintek jelolése ugyanaz, mint az elézé abran. 000 p<0,001
az innervalt regenerdlt izomhoz képest. (Zador and Wuytack 2003)
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31. Abra: MyHCI (a) és SERCA2a (b) kifejez6dés a részlegesen tenotomizdlt 12 napos
regeneralodo soleus rostjaiban. + azonos hely a parhuzamos metszeteken. A nyil azonos
rostokra mutat. (Zdador et al. 2005)

IV.9. A SERCA kifejezddés idegi fiiggése normadl soleushan

Felvetddhet, hogy a SERCA2a kifejezodés ideg-fliggése a regeneralodd izomban masmilyen, mint
a normdl soleus izomban. Ezért a denervalt normal izomban is megvizsgaltuk a SERCA
kifejezodést az innervalt normal izomhoz képest. Kétféle denervaciot is alkalmaztunk, az egyik
esetben az egész hatso végtagot, a masik esetben csak a soleus izmot denervaltuk. A szelektiv
denervacioja lehetové tette a soleus passziv mozgatdsat a tobbi végtag izom altal. A végtagi
denervalds viszont gyakorlatilag a mozgatas teljes hianyat eredményezte. Mind a két esetben
igyekeztiink a denervalas kronikus hatasat kikiiszobolni, ezért csak két hétig kovettik a
folyamatot. Szelektiv denervalas kisebb mértékii atrofiat, teljesebb lasst-gyors transzformaciot,
tovabba a megfelel6 SERCA és MyHC izoformak lazabb koordinacidjat eredményezte. Ennek
kovetkeztében a szelektiv denervalt izomban még Kifejezettebb lett az, ami a végtag denervalt
izomban is lathat6, hogy a SERCA2a mRNS nem fligg a beidegzéstdl olyan mértékben, mint az
MyHC1 (32. abra). Az utobbi ugyanis csokkent mind a két denervaltsagban, a SERCA2a mRNS
pedig még novekedett is a szelektiv denervacido 7. napjan. A fehérje szinteken is hasonlo
kiilonbség volt a jellemzd, azzal az eltéréssel, hogy a SERCA2a nem emelkedett szignifikdnsan
(33. abra). Végeredményben megallapitottuk, hogy a vizsgalt izoformak koziil a SERCA2a
kifejezodése fligg a legkevésbé és az MyHCI1 kifejezodés fiigg a legjobban a beidegzéstol.
Mindez a regeneral6do6 izomban kapott eredménnyel dsszhangban azt mutatja, hogy a SERCA2a

¢s a MyHC1 kifejezddését nem egyforman szabalyozza az idegi hatas (Szabo et al. 2008).
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32. Abra: Az MyHC és SERCA izoformdk mRNS szint valtozdsa végtag denervalt (HD) és
szelektiven denervalt (SD) soleus izmokban. Az A-E diagramok az egyedi GAPDH mRNS
szintekre normalizalt ertékeket mutatiak. A GAPDH mRNS-t F-en kiilon dsszesitettiik. *
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 a normal izomhoz (N) képest. + p<0,05; ++ p<0,01; +++
p<0,001 a végtag denervalt izomhoz képest. Az inszertek reprezentativ gélképet mutatnak.
(Szabo et al. 2008)
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33. Abra: A SERCA és MyHC proteinek szintje végtag denervalt (HD) és szelektiv denervalt
(SD) soleus izomban. A: MyHC1, B: SERCA2a, C: MyHC2a, D: SERCAL. 4 jelslések, mint

az elozo abran. o p<0,05; ooo p<0,001 a denervacio elozo stadiumahoz képest. (Szabo et al.
2008)
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IV.10. A SERCAZ2a kifejezddése fiiggetlen Ras-tdl és kalcineurin-tél

A patkany soleus regeneracioban a Ras-utvonal kozvetiti a lassi beidegzés hatasat az MyHC1
kifejez6désre és a lassu izom differencialédasra (Murgia et al. 2000). A SERCA?2a kifejez6dés, az
MyHC1-t61 eltéréen, nem fligg a denervaciotol, ezért megvizsgaltuk, hogy fligg-e a Ras-tol.
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34. Abra: MyHCI és SERCA2a kifejezédése Ras transifektdlt regenerdlédo soleus izom
rostjaiban (nyilak). A domindns negativ RasN17 meggdtolta (Aa), a V12RasS35 pedig
indukalta (Ba) az MyHCI kifejezodesét, anélkiil, hogy hatassal lett volna a SERCA2a
kifejezodésre (Ab és Bb). A RasNI7-t innervalt regeneralodo, a RasS35-t denervalt
regeneralodo izomba ranszfektaltuk. A RasN17-t anti-panras (Ab-1), a H-Ras V12S35-t anti-
hemaglutinin (HA) antitesttel azonositottuk (Bc). (Zador and Wuytack 2003)
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A dominans negativ Ras fehérjét kifejez0 innervalt regeneralédd izomrostok nem fejeztek ki

miozint, viszont nem mutattak eltérést a SERCA2a Kkifejez0dés tekintetében (34. abra).

Osszhangban ezzel, a denervalt regeneral6d6 izomban, amelyben a MyHC1 nem fejezddik ki, a

MAPK utat specifikusan serkenté RasV12S35 mutanssal transzfektalt rostok kifejezték a lassu
miozint és a SERCA2a-t is. Tehat a SERCA2a kifejezodése ellentétben az MyHC1-ével nem

fligg kozvetleniil a Ras utvonaltol (Zador and Wuytack 2003).

A kalcineurin szintén jelent6s kozvetitd utvonal egyik eleme a lassu tipusu beidegzés és a lassu

miozin kifejez0dés szabalyozasaban. A kalcineurin aktiv alegysége (kalcineurin A) fehérje szinten

szabalyozodik a soleus regeneracioban ¢€s szintjének emelkedése, valamint aktivitasanak

novekedése az uUjrabeidegzés idején torténik (35. abra). A denervaltan regeneralodd soleus

izomban ez az emelkedés elmaradt (Fenyvesi et al. 2004).
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35. Abra: A kalcineurin aktiv
alegységének  (CnA)  protein
szintje a regeneralodo soleusban
(A). A kalcineurin A protein
szintje (B) és enzimaktivitasa (C)
normal beidegzés (iires oszlop) és
denervdcio (fekete oszlop) esetén
a soleus regenerdcio 5. és 10.
napjan. * - p<0.05, *** - p<
0.001 a normal izomhoz kepest. +
- p<0.05, +++ - p<0.001 az
innervalt regeneralodo izomhoz
képest. (Fenyvesi et al. 2004)

A cain kalcineurin aktivitast gatlé peptid szakaszat kifejezé plazmiddal transzfektalt rostok nem

mutattak lassi miozin kifejez6dést, ezzel ellentétben kifejezték a lassi SERCA2a-t (36. abra). Ez

azt mutatja, hogy a SERCAZ2a a lassti miozinnal ellentétben nem fligg direkt modon a kalcineurin
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aktivitasatol. Erdekes volt tovabba, hogy a caint kifejez6 rostok kornyékén a nem cain pozitiv

rostokban sem volt lassti miozin kifejez6dés. (Zador et al. 2005)

12d 21d

36. Abra: A cain/cabin-1 meggdtolja az MyHCI kifejezédést, de nem befolydsolja a SERCA2a
kifejezodeést a regeneralodo soleus izom rostjaiban. A nyilhegyek azonos rostokat jelélnek a
parhuzamos metszeteken. A kontroll ugyanugy késziilt, mint a SERCA2a immunfestés, de nem
adtunk hozza elsédleges antitestet. (Zador et al. 2005)
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IV.11. A dnRas hatdsa a kalcineurinra regenerdlodo soleusban — a rostnovekedés autokrin-
parakrin szabdlyozdsa

A dnRas transzfekcidja a regeneralodo soleus mintegy 15-30 rostjaba megnovelte az egész izom
tomegét €s a tobbi rost atmérdjét a regeneracid 12. napjan (37. 4bra), holott a regeneralodo soleus
az izomhas keresztmetszetén mintegy 2500 rostot tartalmaz. Ez a serkentd hatas a 21. napra
megsziint. (Zador et al. 2005). A serkentés ideje és nyilvanvaléan autokrin-parakrin jellege
felvetette a Ras és kalcineurin ut kdzvetlen kapcsolatat. Ezért egyiittesen transzfektaltam a dnRas-

t és a cain-t, hogy vajon ugyanazon rostokban a cain gatolja-e a dnRas hatasat (38. abra).

__1pRSVlacz
Il pRSVRasN17
A B
100 - 75+
< *k i < +++ 44
9 75 8 *kk J—
] 4
2 = 504
© = £
g 50 - ‘8-
o
c ‘6 25 -
w= 25 x
o 2
o~
0 0
12d 21d
C
| pRSVlacz N

37. Abra: A dnRas transzfekcidja az izom viszonylag kevés rostjaba megnivelte a friss silyt
(A) és a rostatmérdt (B) az egész regenerdalodo izomban. 12d és 21d a napok szama a
regeneracio sordan. ** p<0.01, *** p<0.001 az iires vektorral transzfektalt regeneralodo
izomhoz képest. ++ p<0.01, +++ p<0.001 az azonos vektorral transzfektalt regeneralodo
izomhoz képest. (C) A pRSVlacZ vektorral transzfekzalt rostokat beta-galaktozidaz, a RasN17-
el transzfektalt rostokat pan Ras festéssel tettem lathatova. Skala: 200 um. (Zador 2008)
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38. Abra: A dnRas (RasN17) és a cain kotranszfekciéja ugyanazokba a rostokba (C,D) nem
valtoztatia a friss tomeget (A) és a rostatmérot (B), de a kiilon rostokba tortént
transzfekciojuk (E,F) noveli mind a két paramétert (AB) a 12 napos regenerdlodo soleus
izomban. A dnRas-t a pan Ras (C), a cain-t a myc-tail elleni antitesttel mutattam ki (D). Az
egymas utan transzfektalt izombol késziilt reprezentativ parhuzamos metszetek pan Ras (E) és
MyHC1 festése (F) — a cain kifejezédését az MyHCI hianyos rostok jelentik. Vector — a cain
lires vektora. + a ket vektor egyiittes és () egymds utani transzfekcioja. * p<0.05, **
p<0.001, *** p<0.00laz iires cain/cabinl vektorhoz képest. A csillagok F mikrografon
azokat a rostokat jelolik, amelyek E-n dnRas-t fejeznek ki. F-n tobb MyHCI negativ rost
talalhaté, mint ahany dnRas pozitiv rost van E-n, jelezve a cain pozitiv rostokat. Skala: 100
um.(Zador 2008)
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39. Abra: A dnRas interleukin (IL-4) kozremiikodésével stimuldlja az izomregenerdciot. (A) Az 1l-
4 mennyisége immunoblotton hasonlé 3-3 dnRas ill. pRSVlacz transzfektdlt izomban. A dnRas
transzfektalt izomrost (B) tobb IL-4-t fejez ki (C) mint a nem transzfektalt rostok. A kontrol
PpRSVLacz vektorral transzfektalt rostok (D) nem fejeznek ki tobb IL-4-t (E) mint a nem
transzfektalt rostok ugyanabban az izomban. A csillag ugyanazon rostot jelél a parhuzamos
metszeteken. (F) Az IL-4 ellenes antitest meggatolja az izomregenerdacio autokrin-parakrin

erer

1gG. ***p<0,001 a mdsik oszlophoz képest. Skala 100 um. (Zador 2008)
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Az ilyen kotranszfekcio kivitelezhetd plazmid keverék injektalasaval (Rana et al. 2004). A
kotranszfekcio esetén elmaradt a dnRas altal stimulalt névekedés és a regenerald izom hasonld
mértékben nétt, mint a kontroll (38. abra). A cain a dnRas-t csak ugyanazokban a rostokban volt
képes semlegesiteni, ugyanis, amikor kiilon injektaltam a két plazmidot €s ezek kiilon rostokba
transzfektalodtak, a regeneralodo soleus rostndvekedés-stimulacidja helyreallt, azaz a dnRas ismét
kifejtette a hatasat. Levonhato tehat az a kovetkeztetés, hogy a dnRas hatasa a kalcineurin

kozvetitésével érvényesiilt.

A dRas altal transzfektalt rostok kortil valamellyest intenzivebb IL-4 fest6dés volt lathatod
ugyanazon izom nem transzfektalt rostjaihoz képest (39. abra). Az IL-4 antitest izom kornyéki
injektalasa megakadalyozta a dnRas novekedés serkentd hatasat, de nem csokkentette tovabb a
novekedést a kontroll regeneral6odd izomhoz képest. Ebbol arra kovetkeztettiink, hogy a dnRas a
kalcineurin-NFAT-IL-4 Ut stimulalasaval inditja be a hatasat, mely a regeneraciot autokrin-

parakrin médon serkenti (Zador 2008).

IV.12. Néhdany izomrost transzfektdalasa SERCA1b shRNS-t kifejezd plazmiddal serkenti a
novekedést az egész regenerdlodo soleus izomban

A dnRas autokrin-parakrin rostnovelé hatasa kalcineurin kozvetitésével érvényesiilt, ezért
megvizsgaltuk, hogy a SERCAIb lecsendesitése RNS interferencia segitségével kifejt-e
hasonl6 hatast a soleus regeneracioban (Zador et al. 2011). A SERCAI1Db fehérje szint a
miotubulus allapot kialakuldsakor, a regeneracio 4-5. napjan maximalis (Zador et al. 2007), s
az ilyen allapotu izom jol transzfektalhatd (Zador and Wuytack 2003). Az shRNS-t kifejezd
plazmid, amely szintén alacsony hatékonysaggal transzfektalodott, a transzfektalt rostokban
nem okozott novekedést a kornyezd rostokhoz képest, viszont altalanos ndvekedésserkentést
eredményezett az egész regeneralodd izomban az iires plazmiddal transzfektalt kontroll
regeneralodo izom rostjaihoz képest (40. abra). Ez a hatas az shRNS mismatch kontrolljaval
nem volt eléidézhetd. A ndovekedésserkentés valosziniileg autokrin-parakrin stimulacio révén
jott létre és a regeneracid6 21 napjara megsziint. A kalcineurin gatld cain peptid
kotranszfekcioja (41. abra) és az IL4 specifikus antitest izomkdrny€ki injektalasa, egymastol
fiiggetleniil megsziintette a SERCA1b shRNS eldidézte novekedésserkentést Mindez arra

utalt, hogy a SERCA1b géatlésa is a kalcineurin-NFAT-1L4 jelaton keresztiil érvényesiil és a
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40. Abra: A SERCAIb shRNS transzfekcidja az izom viszonylag kevés rostjaba megnévelte a
friss sulyt (A) és a rostatmérdt, CSA-t (B) az egész regeneralodo izomban. 7d, 12d, 21d és 28d
a napok szama a regenerdacio soran. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 az iires vektorral

transzfektalt regenerdlodo izomhoz képest. A Mismatch RNAi egy nukleotidban tért el a
SERCA1b shRNS-#4l. (Zador et al. 2011)
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41, Abra: A calcineurin gatlé cain protein kotranszfekcidja (cain+RNAQ) nem tette lehetévé
az izomtomeg (4) és a rostméret (B) SERCALb shRNS transzfekcio altali novekedésserken-
téset. Az iires vektorral tortént kotranszfekcionak (RNAi+cv) nem volt ilyen hatdsa. A cain

SERCAIb shRNS utani transzfekcioja (cain//RNAi) szintén hatdstalan volt. A tébbi jeloles,
mint a 40. dbran.(Zador et al. 2011)
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transzfektalt rostokbdl kiindulva gyorsitja az egész izom rostndovekedését s ezaltal a

regeneraciot (Zador et al. 2011).

IV.13. A regeneralodo soleus izomrostok sejtmagjai féleg a plazmid injektaldsi hely kézelében
transzfektdlodnak

A dnRas ¢és a SERCA1b shRNS aranylag kevés rostban sikeres transzfekcioja altal eldidézett
altalanos, az egész izomra kiterjedd hatds nyoman felmeriilhet, hogy vajon kiterjedhet-e a

transzfekcié nagyobb mértékben a regeneralddd izomra, mint azt a transzfekcid helyérdl

késziilt keresztmetszeti képen becsiilni lehetett?
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42. Abra: A transzfektdlt rostok szama a regenerdl6do soleus izom hosszaban. A zold (EGFP)
¢s a voros (DsRed) plazmid egyarant a transzfektalas helyének kozelében, a 3-as
szegmentben, az izomhason jutott be a legtobb rostba. A vizszintes tengely a proximdlis-
disztalis szegment felosztast mutatja. A fiiggéleges boxok magassdaga az IQR (interquartile
range) értéket jeloli (Tukey modszer alapjan), a ,,bajuszvonalak” a minimum és maximum
eértéket kotik ossze. Az ,,0” olyan kiviil esé érték, amely a boxok végétdl szamitva 1,5 IQR és 3
IOR kozotti. * p<0,05 (Bonferroni post hoc teszt), n=6 (EGFP), n=5 (DsRed).(Kdsa and
Zador 2013)
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Ennek kideritésére intdl inig tlizetesen atvizsgaltuk a GFP-t kifejez6 plazmiddal transzfektalt
regeneralodo izmokat (Kosa and Zador 2013). Megallapithat6 volt, hogy a rostok elsésorban a
transzfektalashoz kozeli régioban, az izom centralis részén fejezték ki a GFP-t, mig a
terminalis (miotendonalis) részeken alig vagy egyaltalan nem mutattak pozitivitast (42. bra).
Hasonl6 eredményre jutottunk a vords fluoreszcens fehérjét kifejezd plazmidokkal is. Mindez
azt mutatja, hogy a transzfekcio hatasfoka az egész izomra vonatkoztatva joval kisebb volt
annal, mint amit a transzfektalas helyéhez kozeli keresztmetszeteken becsiilni Iehetett, azaz a
transzfektalt rostoknak is csak egy kis részlete lehetett pozitiv a bevitt plazmidra.

A kotranszfekcio és az egymast kovetd transzfekcid hatékonysagat is igazoltuk voros és zold
fluoreszcens plazmidokkal. Az egyiittes transzfekcid ugyanazon rostokban eredményezett
kettds fluoreszcens jeldlést, s az egymds utani transzfekcid pedig eltérd rostokban okozott

z0ld illetve voros fluoreszeenciat (Kosa and Zador 2013).
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V. EREDMENYEK MEGBESZELESE

V.1. A soleus és az EDL regenerdcioja

Az ausztraliai tigriskigyd mérge a soleus és az EDL izmok roncsolodasat idézi el6. Ezt a hatast a
teljes de novo izomkialakulds folyamatanak elGidézésére kivantuk felhasznalni. Elékisérletek
alapjan a méreg intramuszkularisan injektalva a szakirodalomban leirtnal mintegy nagysagrenddel
nagyobb mennyiségben (Harris et al. 1975, Whalen et al. 1990) a soleus teljes nekrozisat idézte
el6. A teljes nekrozist EDL-ben a soleusénal haromszor nagyobb mennyiségii méreg
injektalasaval, 2-3 nappal hosszabb id¢ alatt sikeriilt elérni az izmok mintegy felénél. A
felhasznalt kigyoméreg a notexint, tobb foszfolipaz A2 (PLA2) tipusu fehérje keverékét
tartalmazza, amelyek a miotoxikus hatasért felelések (Harris 2003). A notexin elsGsorban a lassu
oxidativ rostokat karositja, de molekularis hatdsmechanizmusa — mint a PLA2 tipust toxinoké
altalaban - nem ismert (Gutiérrez and Lomonte 2013). A soleus izom mintegy 75% lassu-oxidativ
(1-es), 20% gyors-oxidativ (lla) rostot tartalmaz, mig a gyors-gikolitikus-oxidativ (l1x/d) rostok
ardnya mindossze 1% korili. A fennmaradé 3-4 % ot az un. hibrid rostok teszik ki. Ennek
megfelelden a notexin hatasara viszonylag gyors és teljes nekrozis ment végbe. A notexin lasst
izom specifikus hatasa alapjan nehezen értelmezhetd, hogy miért kovetkezik be az esetek
tobbségében, igaz, harom napos késéssel, az EDL nekrozisa is. Az egyik lehetséges ok, hogy a
nagyobb méretii, a notexinnek jobban ellenallo gyors-glikolitikus rostok a Kiterjedt gyulladasos
folyamat hatasara megsériilnek és folyamataik elindulnak a nekrozis iranyaba. A gyulladas ideje
valoban hosszabb ideig tartott az EDL-ben mint a soleusban és a mononukledlis sejtek
felszaporodasa mar az elsd napon lathatd volt mind a két izomban. Az izomrostokat koriilvevd
endomysium korvonalai az EDL-ben jobban kivehet6ek, mint a soleusban, jelezve az eltérést a
degradacio fokaban. Feltételezhetd, hogy a notexin szelektiven toxikus az izomrostokra, bizonyos
esetekben az idegvégzddésekre (Harris et al 2000), ennek megfeleléen nem hat mas sejtekre, igy a
vazizom regeneracio forrasat jelentd szatellitasejteket és a mioblasztokat viszonylag épen hagyta
(Lomonte et al. 1999) és ezek aktivacioja beindithatta a regeneraciot. A notexin hatasa az EDL
gyors glikolitikus rostjaira még nem ismert, de megfigyelték, hogy a szarkolemmahoz kddédve
1éziokat idéz el6, ami Ca®" bearamlast és hiperkontrakciot idéz eld, amelynek nyoméan a rostok
lebomlasi folyamatai beindulnak (Dixon and Harris 1996).

vizsgaltunk, a sejtosztodas beinduldsa. A BrdU beépiilés azt mutatta, hogy a sejtosztdodas elso
maximuma a toxin beadasa utani harmadik napon volt (Zador et al. 2002). Ehhez tarsultan
sporadikusan megjelentek a dezmin pozitiv mioblasztok majd a miotubulusok is, melyek rohamos

fuzidjukkal elérték, hogy a 4. napon az izom teljes keresztmetszetében dominaljanak, amint azt a
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dezmin kifejezddés is mutatta. A 3-rol a 4. napra lezajlo dramatikus valtozas, amit dezmin pozitiv
mioblasztok miotubulusokka alakulasa jelzett, nem jart az izom teljes dezmin kifejez6désének
novekedésével. Az immunoblotton mérhetd dezmin mennyisége ugyanis még csak
tendenciaszertien emelkedett a 4. napon és a regeneracié folyamatainak szinkronba keriilésével
csak az 5. napon lett szignifikansan magasabb, mint a normal izomban (Zador et al. 2002). Az
EDL-ben a 3. naptdl volt megfigyelhetd a dezmin pozitiv mioblasztok sporadikus jelenléte az
izomkeresztmetszeten a maradvany rostok kozott és a nekrézis utani endomysialis helyeken.
Ebben az izomban a miotubulusok a 6-7 napon valtak altalanossa a keresztmetszeti képen, ekkorra
a sériilt, maradvany rostok is nagyrészt vagy teljes egészében hianyoztak az izombol.

A beidegzés kialakulasat jelzo inicialis véglemezek a korabbi munkakkal 6sszhangban (Whalen et
al. 1990, Grub et al. 1991) az 5. napon jelentkeztek a soleusban. A véglemez potencialok 7. napon
bekovetkezd valtozdsa (Grub et al. 1991) is Osszhangban volt a véglemezek szdmanak
csokkenésével, amelytdl kezdve egy roston csak egy véglemez volt megfigyelhetd. A véglemez
kialakulas e két allomasa lezajlott az EDL-ben is, csak kés6bb, mint a soleusban, a 7 és a 10.
napon. A véglemezek fejloddésével dsszhangban alakult az acetilkolineszteraz formak mennyisége
is mind a kétféle regeneracio soran (Kiss et al. 2004). A beidegzés elnyerésével a regeneral6do
rostok novekedése felgyorsult, s ez mérhetd volt a teljes regeneral6do izom tomegén is (Zador and
Wouytack 2003, Zador 2008).

V.2. A miogenikus faktorok és a regenerdcio

Annak ellenére, hogy a soleus és az EDL regeneracidja eltért, és a myoD ¢és a myogenin
akkumulaciodja is kiillonb6z6 volt a normal soleus és EDL izmokban, a korai miogenikus faktorok
(myoD és myf-5) hasonld valtozast mutattak mRNS szintjiikkben a két izom tGjraalakuldsa soran. A
toxin injektalasa utani elsé napon a soleusban és az EDL-ben is a myoD mRNS nagysagrenddel
nétt, ez bizonyara a szatellita sejtek aktivaciojat jelezte (Grounds et al 1992, Fiichtbauer and
Westpal 1992, Cornelison and Wold 1997). A myoD hasonld szintvaltozasa a kétféle
regeneracioban azért volt érdekes, mert az EDL-ben a nekrozis csak két nappal késobb fejezddott
be. Ez arra utalt, hogy a notexin okozta sériilés mind a kétfajta izomban aktivalta a
szatellitasejteket. A myf-5 szintje, amelyr6l ugyancsak ismert, hogy emelkedik a miogenezisben
(Olson and Klein, 1994, Ludolph and Konieczny, 1995), furcsa modon csokkent a regeneracio
elsé napjan. Ez azt mutatja, hogy a myf-5 a myoD-vel ellentétesen szabalyozodik a regeneraciod
soran. Ismert, hogy a myoD funkcionalis génjére hianyos egérben a myf-5 szintje emelkedett a
kontrollhoz képest (Rudnicki et al. 1993). Lehetséges, hogy a regeneracio elsd napjaiban és a vége

felé, a 28. napon hasonld6 mechanizmus alapjan lesz a két transzkripcios faktor szintvéaltozasa
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ellentétes iranyt. Ett6l eltekintve, a myoD ¢és a myf-5 egymashoz hasonlé valtozasa a

szatellitasejtek hasonlé litemii aktivaciojat feltételezi mind a két izomregeneracioban.

A késoéi miogenikus regulalod faktorok, a myogenin és az MRF4 transzkript szintje kiilonbozo
modon valtozott a soleus és az EDL regeneracioban. Amig ez a két MRF szint dramatikusan
csokkent a soleus regeneracioé elsé napjaiban, addig az EDL regeneracidoban nem valtoztak a
normal izomhoz képest. Ez valdsziniileg azzal volt 6sszefiiggésben, hogy az EDL-ben tobb volt a
tulélo rost és benniik megmaradhattak a transzkriptek. A 3. napon a soleus regeneracioban, amikor
a mioblasztok aktivalodni kezdtek a myogenin és az MRF4 transzkriptje jelentésen emelkedni
kezdett. Az EDL-ben csak a myogenin mRNS szintje nétt, bizonyara a nekrotizalt rostokat
helyettesité mioblasztok és miotubulusok hatasara, mig az MRF4 mRNS szintje a normal értéken

maradt.

A reinnervacio lényeges stadiuma a regeneracionak (Sesodia and Cullen 1991). A myoD és a
myogenin transzkript szintjét a denervacio emeli, a reinnervaci6 pedig csokkenti (Eftimie et al.
1991, Adams et al. 1995, Hughes et al. 1993). Ennek megfeleléen a myoD ¢és a myogenin mRNS
szint csokkent a beidegz6dés kialakulasat kovetéen — soleusban a 7. naptol, az EDL-ben a 10.
naptol — a regeneracio 28. napjaig, a normalhoz hasonld szintre. Az el6bbiekhez hasonldéan a myf-

5 is csokkent, de az MRF4 nem valtozott a regeneracio hatralevo részében.

Altalanosan elfogadott, hogy a korai miogenezisben a myogenikus faktorok aktivalodasi
sorrendje: myf-5/myoD, myogenin, majd MRF4 (Sabourin and Rudnicki 2000). Mind a két izom
tendenciat. A sorrend tovabbi része nagyjabol érvényes volt. A leglényegesebb kiilonbség a két
izom kozott a myogenin és az MRF4 3. napon mért szintjében mutatkozott, amelynek az oka az
EDL elhtizodobb nekrozisa lehet. Erdemes megjegyezni azt is, hogy a miogenikus faktorok

mRNS szintje megeldzte a legtdbb izomspecifikus gén kifejezodését.

V.3. A miogenikus faktorok izomadaptdciés modellekben

A miogenikus faktorok szintje valtozott a kiilonféle izomadaptacios modellekben is. A soleus
izom passziv nyljtasa soran nem alakult ki az MRF-k szelektiv akkumulacioja az izom-in
hatar kozelében, ahogyan vartuk. Ehelyett az izom egész hosszdban ndtt a szintjik,
alatdmasztva, hogy az egész izomrost hosszaban sziikséges a kifejezddésiik. Tovabba az

MRF-k mRNS szintje nem nem differencidltan, hanem nagyjabol egyforman emelkedtek.
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Protein szinten viszont megfigyelheté volt a differencialt emelkedés, a MyoD emelkedett, a
myogenin nem. Ez ellentmondasban volt azzal, hogy a passziv nytjtott izom rostjaiban itt is
gyors lassu transzformacio jatszodott le, hiszen az ilyen esetben a myoD/myogenin arany
csokkenése az altalanosabb (Hughes et al. 1993, Mozdziak 1999).

A passzivitds/immobilizacid és a passziv mozgatas sajatos modon differencialtan hatott a
myoD és a myogenin szintjére: lényegében csokkentette a myoD/myogenin ardnyat a
gastrocnemiusban. Tulajdonképpen ugyanez toértént a rost tipusat tekintve hasonlo, de
valojaban allotipikus vazizomnak tartott diafragmaban is. Hasonl6 valtozas tapasztalhatd a
lassu tipusu ingerlésre bekovetkezé gyors-lassi izom transzformacioé soran, illetve az ezzel
ellentétes irdny, a thyroid hormon kezeléssel eldidézett lasst-gyors transzformacid
kovetkeztében (Hughes et al. 1993). A diafragma 0sszehizodasi erejének csokkenése korrelal
a myoD/myogenin arany csokkenésével és mind a kettd6 mérséklédik mechanikus
ventillacioban a kozbeiktatott spontan Iélegeztetés hatasara. Felteheten ez a transzkripcids
faktor arany jelzi az Osszehuzddasi erd gyengllésének irdnydba torténd valtozast, mert
ugyanez nem nyilvanul meg a miozin és a SERCA fehérjék szintjében (Gayan-Ramirez et al.
2005). Tehat ezekben a modellekben is igaz, hogy az MRF-k mar az izomspecifikus gének

elott reagalnak a valtozas iranyara.

V.4. A myoD szerepe a regenerdcioban

Annak érdekében, hogy felderitsiik a myoD funkciondlis jelentoségét antiszenz oligonukleotidot
injektaltunk a regeneralod6 izomba a 3. napon, amikor a myoD transzkript és fehérje szintje a
maximalis volt. Az egyik antiszenz oligo, amely a transzlacios start helyhez hibridizalt késleltette
a miotubulusok kialakuldsat, a dezmin kifejez8dést és az inicialis véglemezek kialakulasat, azaz a
regeneracio menetét. Az antistart oligd az injektalasa utan egy oraval dramaian csokkentette a
myoD mRNS és fehérje szintjét. Ez 6sszhangban volt a myoD mRNS és fehérje miogenikus
sejtkulturaban kimért magas turnoverével (Bisbal et al. 2000, Abu Hatoum 1999). Erdekes
modon a myf-5 mRNS szintje nem novekedett azonnal, ami azt mutatta, hogy a két transzkripcios
faktor kifejezdédésének szabalyozasa ilyenkor nem kapcsolodik kozvetlenil egymashoz,
ellentétben a myoD hidnyos egérben (Sabourin et al. 1999, Yablonka-Reuveni et al. 1999) és a

myoD antiszenz gatolt mioblaszt sejtvonalban leirtakkal (Montaras et al. 1996).

Az antiszenz oligonukleotid hatdsa bizonyara a myoD start helyhez torténd hibridizacio és az

RNéaz H altali degradaci6 révén valosult meg (Phillis and Gyurko 1997). A myoD cDNS
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kiilonb6z6 szakaszainak eltéré amplifikalodasa arra utalt, hogy az antiszenzhez hibridizald

szakasz konnyebben degradalodott, mig a nem hibridizal6 szakasz nem valtozott. Ez 6sszhangban

crer

crer

oligoban TCC szekvencia volt talalhatd, valdszinli novelte a hatékonysagat, mert ez a szekvencia
a nagyszamu hatékonynak talalt antiszenz oligok 44%-ban volt jelen (Tu et al. 1998) ¢és a hatasat
stimulalonak talaltdk az RNaz H aktivitasara. Kétségtelen viszont, hogy a legtobb kisérletben az
emlitett szekvencia intronikus volt, mig a mi kisérletiinkben nyilvanvaléan exonban helyezkedett
el. A masik lehetséges magyarazat, hogy a myoD cDNS szakaszok eltéré amplifikalhatosaga
technikai okbdl tortént: az RNS-sel kivonoddott anti-start oligo a vele komplementer szakaszon

gatolta a rever transzkripciot.

Az antiszenz oligé négy ora alatt kimutathatéan degradalodott és ennek megfeleléen a myoD
mRNS is visszadllt a kontrol szintjére. Meglepetésre, 24 6rdval az antiszenz addsa utan a myoD
mRNS egy emelkedést mutatott, amely valdszinlileg kompenzacios jellegi volt és ezzel
parhuzamosan a myoD, myf-5 ¢és myogenin mRNS szintje is ndtt. A miogenikus faktorok
esetében leirtak, hogy mRNS szinjiik denervéacio hatdsdra mérsékelten emelkedik (Walters et al.
2000), melyet nem kovet sziikségszeriien novekedés a fehérjéik szintjén is (Sakuma et al. 1999).
A regeneracid soran a reinnervacioval ezen a transzkriptek mennyisége visszacsokken az eredeti
szintre (Mendler et al. 1998a). Elképzelhet6 tehat, hogy az antiszenzzel kezelt regeneralddo izmok

crer

miogenikus faktorok transzkriptjének atmeneti emelkedése jelez.

A myoD, a myf-5 és a myogenin transzkript szintjének koordinalt emelkedését az a kdlcsonds
pozitiv feedback magyarazhatja, amelyet az MRF-ek fejtenek ki egymas transzkripciojara
(Sabourin and Rudnicki 2000). Annak kicsi a valoszintisége, hogy az emlitett mRNS-k szintje a
mioblasztok szdmbeli novekedése miatt lett nagyobb, mert ha igy lett volna, akkor veliik egytitt
valtozott volna az MRF4, az Id1, Id3, a-aktin és a SERCA1D transzkriptek szintje. A myoD, a
myf-5 és a myogenin transzkript szintjének ez a szoros és parhuzamos regulacidja ismert a
szatellitasejtekben (Cornelison and Wold 1997) és mi is ezt tapasztaltuk a kontroll regeneral6dé
izomban (Mendler et al. 1998a).

A myoD protein mar a regeneracié elsd napjan megemelkedett. Az ilyen korai emelkedés az
aktivalt szatellitasejtek/miogenikus prekurzorok vandorlasat jelzi a kornyezé izmokbdl a

nekrotizald izomba (Bischoff, 1997, Seale and Rudnicki 2000). Azaz, 6sszhangban az ujabb
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adatokkal (Schulze et al. 2005) lehetséges, hogy a modelliinkben a regeneraciot nem csak az izom

sajat szatellitasejtjei segitik.

Oszefoglalva az antiszenz gatlds eredményét: a myoD szerepe eszencidlis a regenericio
koordinacidjahoz, hiszen a viszonylag rovid ideig tartd, 4 oranal rovidebb idejii gatlasa is
létrehozott mintegy két napos késést a regeneracidoban €s olyan hosszan tartd kdvetkezménnyekkel
is jart, mint a kisméretli rostok megmaradasa a 28. napig (Schmalbruch 1976). Mindez bizonyara
nem csak a mioblasztok sejtciklusbol valo kilépésének a késleltetése miatt tortént (Perry and
Rudnicki 2000), hanem a fiziojukat is gatolhatta, amint azt a myoD -/- mioblasztok esetében is

crer

kulcsszerepet jatszo M-cadherin génjének indukciojara is (Seale and Rudnicki 2000).

V.5. A myostatin kifejezédése a regenerdcioban

A myostatin kifejez6dése izomregeneracioban Osszhangban all a faktor izomnovekedést gatld
szerepével, mivel a szintje a nekrozis fazisaban rendkiviill megnévekedett €s a regeneracio
beindulasa utdn fokozatosan csokkent. Kozlésiinkkel parhuzamosan hasonld kovetkeztetésre
jutottak Yamanouchi és mtsai is (2000), akik a myostatin mRNS-t in situ hibridizacioval kovették
szoveti metszeteken. Ellentmondasnak latszik viszont a mi eredményeinkkel szemben, hogy az ¢
rendszeriinkben a myostatin mRNS magas volt a regeneraci6 kezdetén. A kiilonbség bizonyara a
kimutatdsi modszerben keresendd. Esetiinkben a kivont mRNS degradalodhatott, mig mashol
(Yamanouchi et al. 2000) kimutathatd maradt a sejteken belill. Az emlitett szerz6k nem
részletezték milyen mértékli nekrozis és regeneracid jellemezte az izmot a myostatin kimutatasa
idején. Ez azért is 1ényeges, mert 6k bupivacain-nal idézték el a regeneraciot, amelyrol ismert,
hogy kevésbé nekrotizalja a rostokat (Plant et al. 2006) mint az altalunk hasznalt notexin.
Lehetséges, hogy a myostatin transzkript a myoblastokban ugyan emelkedett, de ennek a
mennyisége elhanyagolhatd volt az izomrostok nekrézisaval degradaldodo transzkript tomegéhez

képest.

Mindenesetre a myostatin transzkript szint emelkedése és protein szintjének csokkenése a
regeneracio soran ellentmond egymdsnak. Ezt magyardzhatja az, hogy a myostatin tarolodhat
inaktiv formaban mas fehérjékhez vagy az extracellularis matrixhoz kétddve. Ezzel 6sszhangban a
myostatint mind a kétféle regeneral6do izomban az un. nuklearis frakciobol sikeriilt kimutatnunk,
amely a sejtmagi fehérjék mellett a kontraktilis fehérjéket és az extracellularis matrix elemeit is
tartalmazza szamottevé aranyban. A TGF-béta csalat tagjair6l ismert, hogy az extracellularis

matrixhoz kotédnek (Munger et al. 1997, Taipale and Keski-Oja 1997), hovatovabb a myostatin
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koncentralodasa kimutathatdé az izom-ideg junkcidkban, ahol az alapmembran ,,0sszegyiirt”
(Wehling et al. 2000). A proteinekhez kotddés eltakarhatja a myostatin immunogén részeit,
melyeket igy az antitestek nem ismernek fel. Az izomrostok nekrozisa azonban lehet, hogy

felszabaditja a myostatint és konnyebben kimutathatova teszi.

Eléfordulhat az is, hogy a kimutatott myostatin nem a detektalds helyén, hanem a regeneral6do
izmon kiviil termelddott. A myostatin lehet autokrin-parakrin jellegti és detektalhat6 a szérumban
(Gonzalez-Cadavid et al. 1998). A keringd myostatin azutan a regeneracio helyére
transzportalodik és ott novekedést kontrollald faktorként akkumulalodik (Lee and McPherron,
1999). Meg kell azonban jegyezniink, hogy kisérleteinkben a myostatint nem sikeriilt
vérplazmabol kimutatni azokban az allatokban, amelyeknek volt regeneralodott izmuk, sem
azokban, amelyeknek nem volt regeneralodo izmuk, azaz a mi adataink nem tamasztjak ala a
myostatin cirkulalo faktor jellegét. Ezen a feltételezések alapjan a teljes myostatin mennyisége
importalt, tarolt és in situ szintetizalt komponensekbdl allhat, ami megmagyarazhatja, hogy ennek
a novekedésgatlo faktornak a szintje miért kiilonbozik a sajat mRNS szintjétdl. A transzkript szin
alapjan feltételezhetjiik, hogy az izomdifferencialodassal egyiitt n6 a myostatin in situ szintézise,
ezzel Osszhangban a friss miotubulusok intenziven festédtek myostatinra. Ugyanakkor a
myostatin akkumulacidja az egész izom homogenatban és a mononuklearis sejtekben arra utal,
hogy a mioblasztok osztodasat szabalyozza a regeneracio korai stadiumaban. Ezzel 6sszhangban,
egy késobbi munkaban (McCroskery et al. 2003) kimutattdk, hogy a myostatin gatolja a
szatellitasejtek aktivacidjat és megujulasat. A soleus regeneracioban a myostatin csokkenése
egylitt jart a sejtosztodas novekedésével, a fokozott szatellitasejt aktivacioval és az izomrostok
novekedésével. Ugyanakkor a kezdeti gatldé hatas ugy tlinik, igen fontos a késdbbi regeneracio
alakulasdhoz is, mert a myostatin hianyos egerekben az izomregeneracio tobb IIb (gyors-
glikolitikus) rostot hozott l1étre, mint amennyi a kiindulasi izomban volt és kevesebb lett a
mitokondriumuk is (Amthor et al. 2008).

V.6. ATNF-a kifejezodes és jelentosége

A soleus és az EDL regeneracidja soran a TNF-o. az mRNS és a fehérje szinten is dramatikusan
megnott a notexin injektalas utani 1-3 napon, miel6tt még a voltaképpeni regeneracié elkezdddott
volna. Ezzel parhuzamoson valtozott a TNF receptorok mRNS szintje is. A regeneracid tovabbi
szakaszaiban ezek a paraméterek altalaban egyenletesen csokkentek vissza a normal izom
szintjére, kivéve a TNF-o és a TNFR 60 receptor mRNS szintjeit, amelyek &tmenetileg

emelkedtek a 7. napon a beidegzés idején, ez utdbbi azonban nem mutatkozott meg a TNF-a
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fehérje szintjén. A TNF-o. ndvekedését valosziniileg a szovetbe aramld makrofagok és a
gyulladasban résztvevo sejtek okozzak, amelyek feladata a sejttérmelék és az elroncsolddott

izomrostok maradvanyainak eltakaritasa.

Lehetséges, kiilonosen az EDL esetében, hogy az apoptozis is szerepet jatszik, kiillondsen azoknak
a rostoknak a lebomlasaban, amelyek tulélték nekrozis elsd hulldmat. A nekrozis és apoptozis
pontos aranyara nem kovetkeztethetliink ezekbdl a kisérletekbdl, de ismert, hogy mind a két
folyamat bekovetkezik a makrofagok hatasara izomban (Majno and Joris 1995, McLennan 1996,
Robertson et al. 1993, Tews and Goebel 1997). A citokinnek és receptoranak az EDL-hez képest
korabbi és kifejezettebb novekedése a soleusban Osszhangban van a két izom nekrézisdnak és
visszavezetheto a soleus izom notexinnel szembeni nagyobb érzékenységére. A korai regeneracios
kisérletekbdl kideriilt, hogy a mitokondriumban gazdag rostok kevésbé ellenalloak ezzel a
toxinnal szemben, mint a mitokondriumban szegények (Harris et al. 1975, Harris and Johnson
1978). Amint a hatdsmechanizmusrol ismertettiik, a patkany soleus izma az EDL-el ellentétben I-
es és IIA tipusu rostokat tartalmaz, amelyek a notexin hatdsara egy-két napon beliil nekrotikussa
valnak, mig az EDL-ben szamos rost, foleg a IIb és IId tipustuak jobban ellenallnak a nekrdzisnak,
ill. apoptozis jatszodik le benniik. Végeredményben a soleus 1-2 nap alatt kiterjedé nekrdzisa
olyan mértékii, hogy a szatellitasejtek 3 napon bekdvetkezd aktivacidja szinkronizalttd valhat.
Ezzel ellentétben az EDL-ben a IIb és I1d tipust rostok elhtizodo rezisztenciaja az uj mioblasztok
megjelenésével kombindlodik és a degeneracid és regenerdcio atfedését eredményezi az elsd

héten.

Erdemes megemliteni, hogy a TNF-a. és a receptor mRNS szintjének emelkedése egybe esik a
regeneracio intenziv fazisaval, s a beidegzéssel a soleusban (Mendler et al 1998ab, Zador et al.
1996, 1998). Ez nyitva hagyja a lehetdséget, hogy a citokin részt vesz a tulajdonképpeni
regeneracioban is. Ennek a masodik TNF hulldmnak harom forrasa lehet: a neuronok, a
mioblasztok és a makrofagok. Kimutattak, hogy a TNF-a és 3 felszabadul azokbol a axonokbol,
amelyek sériilés folytan elvesztik véglemeziiket (Creange et al. 1997), de ezt a lehetdséget
kevésbé tartjuk valoszinlinek a regeneracidban, mert egyrészt a TNF-B nem ndvekedett meg a
TNF-a-val egyiitt, s6t nem is volt detektalhat6 a folyamat soran. Az a lehetdség, hogy a TNF-a a
mioblasztokbdl szabadul fel, ugyancsak szamba veheté (Li 2003), de esetiinkben ez kevésbé
valoszinii, mivel egyrészt a citokint nem sikeriilt demonstralnunk a C2C12 mioblaszt kultarabol a
miotubulusokka torténd differencialtatas soran, masrészt a fagyasztassal okozott roncsolas

hatasara a TNF-a kevésbé nétt az izmokban, mint a notexin injekcidé utan (Zador et al. 2001). A
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citokin emelkedése egyiitt valtozott a nekrozis mértékével, ami joval nagyobb volt a notexin-
injektalt izom esetén, mint a fagyasztva roncsolt izomban. Azt, hogy a TNF-o. nem az izom
sejtekben termelddik, alatamasztja, hogy in situ hibridizacio utan a citokin pozitiv sejtmagok nem
a dezmin pozitiv terilileteken taldlhatok, hanem éppen ellenkezdleg, a dezmin hidnyos részeken.
Mindent Osszevetve a TNF-a legvaldsziniibb forrasai a makrofagok, amelyek a regeneral6déd

izomban a citokint tipusra jellemzden, szabalyoz6 faktorként termelik (Tidbal et al 2010).

Elozetes kisérleteinkben a TNF-a gatlo gyogyszer (infliximab) izom kornyéki injektalasa
megnovelte a miotubulusok keresztmetszetét és dezmin kifejez0dését, tehat serkentette a
regeneraciot a soleusban. Ez a hatdas nem jart egylitt a regenerdlt izom ndvekedésével,
ellenkezoleg, a 28 napon a rostméret némileg kisebb volt, mint a kezeletlen regeneralt kontrollban
(Kovacs and Zador 2005). Mindez Gsszhangban van a citokin regeneraciot egyensulyban tarto
pleiotrop funkcidjaval, amely nem csak gatolhatja a regeneraciot, hanem serkentéen is hat ra

(Coletti et al 2002, Schwarzkopf et al. 2007).

Egy sejt tulélése szovetben nagyrészt azon mulik, hogy milyen megerdsitd jeleket kap mas
sejtektl (Thompson 1995) és az ilyen jelek hianya apoptdzist valthat ki (Shindoh 1995, Stangel
1996). A regeneralodo izomban a makrofagok jelenlétét joval a nekrozis lejatszodasa utan is
kimutattak a kotdszovetben, az Gijonnan kialakult rostok kézelében (McLennan 1996). A TNF-a a
makrofagokbol felszabadulva részt vehet az izomsejtek parakrin szabalyozasaban (Layne and
Farmer 1999, Buck and Chojkier 1996) ¢€s, bar ismert az izomdifferenciaciot gatlo hatasa (Szalay
et al. 1997), magara a differencidlodott izomra nem toxikus (Miller et al. 1988). Ismert, hogy a
TNF-a valtoztatni tudja a TNFR-60 szintjét (Bader and Nettesheim 1996) és ennek a receptornak
a megnovekedett kifejez6dését a regeneralddo izom sejtmagjaiban is kimutattak (De Bleecker
1999). Erdekes, hogy a reinnervéci6 idején a kisérleteinkben a TNFR-60 mRNS szintje megnétt,
mig a TNFR-80 mRNS szintje nem valtozott. A két receptorrol ismert, hogy kolcsonhatasba
lépnek a ligand egymasnak torténd tovabbitasaval (Tartaglia et al. 1993) vagy a TNF
asszocialodott faktor-2 kozvetitésével (Weis et al. 1997). A rostok eltavolitdsdnak egyik
mechanizmusa a myoD és a kontraktilis fehérjék eltavolitdsa az ubiquitin-fliggd proteoszoma
komplex altal (Li et al. 1998, Ciechanover 1999). A TNF valosziniileg indukalja az ubiquitin gént
(Llovera et al. 1997) az izomban kifejez0d6é NF-«B transzkripcios faktor altal (Garcia-Martinez et
al. 1993, Li et al. 1998). Az NF-kB indukcidja okozhat protein veszteséget mioblaszt kultaraban
¢és normal izomrostokban (Li et al. 1998). Kimutattdk, hogy a curcumin, az NF-kB farmakologiai
gatloja (és a cury hatdanyaga) stimuldlja az izomregeneraciot az izom mechanikus sériilése

(6sszeroppantasa) utan, anélkiil, hogy a mioblasztok szamat novelné¢ (Thaloor et al. 1999).
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Adataink Osszességébe véve Osszhangban vannak azzal a hipotézissel, hogy a citokin féleg a
TNFR-60 receptorhoz kotdédés utjan segiti elé az NF-kB aktivacigjat és kontrolldlja a
regeneraciot.

A miogenikus differenciacié magaba foglalja a sejtciklus elhagyasat, az izomspecifikus gének
kifejezodését és a miotubulusok kialakulasat. A myoD a miogenikus differenciacié egyik
legfontosabb szabalyozoé faktora. Regeneralédé izomba a myoD mennyisége jelentdsen
novekszik, de ez elmaradhat a TNF-a kezelés hatasara (Langen et al. 2004). Feltételezik, hogy a
TNF-a a myoD szint szabalyozasa révén fejti ki gatlo hatasat, s ezzel 6sszhangban a hatas valoban
a molekula stabilitdsan mutatkozott, a myoD féléletideje TNF-a kezelést kovetden csokkent
(Langen et al. 2004). A destabilizacio lehetséges utja az NFkB felhasznalasaval torténik. Az
NF«B egy transzkripcios faktor, amely kotott allapotban talalhato a citoplazmaban. Kiilonb6zo
hatasok, koztiik a TNF-a, a koté molekula bomlasahoz vezetnek, eldsegitve a NFkB sejtmagba
keriilését. A poli-ubiquitin gén atirodasa NfkB fliggd folyamat, a gén egyik terméke, az E3
ubiquitin ligaz pedig nélkiilozhetetlen a myoD proteaszomalis lebontasahoz (Abu Hatoum et al.
1998). A mechanizmusal 6sszhangban, a proteaszoma gatlasa TNF-a jelenlétében is nagyrészt
visszaallitja a myoD stabilitasat (Langen et al 2004). Osszegezve tehat a TNF-a izomregeneraciot
gatld és — részben ebbdl kifolydlag — cachexiat okozo hatasaban szerepe van a myoD NF«kB fliggo
proteaszomalis lebontdsanak. Emellett feltételezhetd, hogy az NF«kB aktivacidja a sejtciklusba

beavatkozasa révén gatolja, hogy a mioblasztok elhagyjak a sejtciklust (Langen et al. 2004).

A TNF-a miogenikus differenciaciot gatldo hatdsa azonban nem csak az NFxB-n keresztiil valosul
meg. Erre az hivta fel a figyelmet, hogy a kaszpazok gatlasa TNF-a jelenlétében helyreallitja az
izomregeneraci6 menetét (Coletti et al. 2002). A kaszpazoknak szerepiik van a sejthalal
eléidézésében. Egyrészt belso jelatviteli Giton, a p53-on keresztiil aktivalodhatnak, masrészt kiilsd
hatésra, pl. a TNF-a receptorhoz kotddése utjan. A TNF-o fliggd kaszpaz aktivacionak kordbban
csak az apoptosis folyamatéban tulajdonitottak szerepet, ujabb eredmények alapjan ennek is része
lehet az izomregeneracid gatlasdban. A kapcsolat hatasa valdszinlileg igen Osszetett és
részleteiben nem ismert. Ha ugyanis a TNF-o hatdsara egyszerlien csak elpusztulna a
differencialodo sejtek egy része, akkor jelentds sejtszam csokkenéssel lenne, ami azonban nem
figyelhetd meg (Coletti 2002). Az apoptosisért felelds jelatviteli rendszernek tehat specialis szerep
tulajdonithaté az izomregeneracidban, mert a regeneralodd izom a tobbi szovettdl eltéré moédon
reagdl az apoptotikus utak aktivalddasara. A folyamatban fontos szabalyozd szerepet jatszhat a
PW1 molekula. A PW1 kezdetben azért keriilt az érdeklddés kozéppontjaba, mert megfigyelték,
hogy fejlodé izomban nagy mennyiségben van jelen. Késobb felmeriilt, hogy a TNF-a jelatvitelt

¢s a p53 figgd apoptotikus szabalyozast kapcsolja 0Ossze. Kifejez6dése az embrionalis



dc_1047 75

mesoderméban kezdddik, majd a differencidlodas soran megsziinik és a p53 fliggd sejthalalhoz
kapcsoltan jelenik meg ismét. Szatellita sejtekben és a vazizom kotdszoveti sejtjeiben azonban az
egész ¢élet folyaman konstitutivan expresszalodik, anélkiil, hogy apoptosist okozna (Schwarzkopf
et al. 2007). Kozvetito szerepére utal, hogy az F3 miogenikus sejtek, melyekben nincs PW1, mas
miogenikus sejtekkel ellentétben érzéketlenek a TNF-a izomdifferencialodast gatld hatasara, de a

PWI kifejezddés indukalasa érzékennyé teszi ket erre (Coletti et al. 2002). A PW1 valésziniileg

crer

------

2002).

A PW1 emellett a TRAF2-vel kapcsolodva is képes aktivalni az NFkB fiiggd folyamatokat.
(Coletti et al. 2002). A kodzos effektor mechanizmus eredménye — és egyben bizonyitéka is — hogy
olyan hatasok, amelyek a p53 ut aktivalodasat idézik eld (pl.: a DNS-repair enzim funkcidzavara),
stlyos izomatrofiaval jarnak (Schwarzkopf et al. 2007).

Erdemes megjegyezni, hogy a p53-PW1 rendszer pozitiv feedbacken alapuld szabalyozo kort is
alkot, amivel feltehetben a szatellita sejt populacidt is szabdlyozza a vazizomban. Ennek
eredményeként magas PW1 jon létre, s ez gatolja a szatellitdk talzott felszaporodasat. A PW1I
defektusa esetén ez a szabalyozas nem jon létre, ami a szatellita sejtek funkcidzavardhoz vezet

(Schwarzkopf et al. 2007).

V.7. A SERCA izoformak kifejezédése a regenerdcioban és passziv nyujtds sordn

A szarkoplazmas retikulum igen 1ényeges az izom funkcié kialakuldsdhoz. A SERCA szerepét a
patkany izmokban az is hangsulyozza, hogy a foszfolamban és a szarkolipin, melyek fontos
SERCA regulal6 proteinek, hianyoznak a soleus és EDL izmokbdl (Vangheluwe et al. 2005Db).
Varhaté volt, hogy a SERCA izoformak szintje valtozni fog mind a kétféle izom

nekrozis/regeneracidja soran, s ennek megfelelden dramatikus eltéréseket tapasztaltunk.

A normal soleus izomban a SERCA2 transzkript szintje mintegy két és félszer magasabb, mint a
SERCAI1 transzkriptté. A szakirodalom kissé ellentmondasos ebben a vonatkozdsban. Néhany
szerzG hasonld SERCA aranyt talalt (Simonides et al. 1990), masok tobb SERCALl-et mint
SERCAZ2-t mutattak ki a soleusbol (Wu et al. 1995, Wu and Lytton 1993). Ez bizonyara a

kiilonb6z6 modszerek alkalmazdsa miatt fordulhat el6. Az ardny RT PCR, amelyet mi
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alkalmaztuk (a SERCAL/SERCA?2 vagy a SERCA2/SERCA3 mérésére) a ,,state of the art” szerint
a legmegbizhatobb modszerek kozé tartozott, amikor kisérleteinket kiviteleztik és ma is
megbizhat6 (Zador et al. 1996, Vangheluwe et al. 2005b). Ennek a modszernek a 1ényege, hogy
azonos primereket alkalmazunk, amelyek azonos affinitassal kotodtek a kétféle transzkript
cDNSéhez. A két ¢cDNS kozott ugyan volt némi szekvencia-eltérés, de nem a primerekkel
homolog régiokban és a gyakorlatban ez nem befolyasolta az amplifikaciot, ugyanakkor viszont

lehet6vé tette a fragmentek megkiilonboztetését pl. restrikcios emésztésekkel.

A frissen nekrotizalodott soleus izombdl a normal felnétt izom SERCA izoformai (SERCAla és
SERCAZ2a) szinte eltiintek és 1ényegében nem is volt mas forma detektalhatd, mint az ubiquitos
SERCAZ2b. Ez tovabb erdsitette azt a megfigyelést, hogy a regeneracidt a vazizomrostok teljes

nekrozisa el6zi meg.

Els6ként a neonatalis izom specifikus SERCA1b szintje kezdett el a 3-5. napokon emelkedni,
majd fokozatosan atadta helyét a felnétt splice varidns SERCAla-nak. A tovabbiakban a
SERCA1a/SERCA1D valtas is egybe esett a reinnervacioval és a SERCA2a emelkedésével a 7.
napon. Ez is mutatta, hogy az SR Ca*" pumpak kifejez6dése valamilyen modon fiigg a

beidegzéstol.

A legnagyobb mértékii novekedést a SERCA1 mMRNS (Iényegében SERCA1b) mutatta az 5.
napon. Ez szintén egybe esett az innervacid kezdeti stddiumaval és azt feltételezte, hogy a
denervalt izomban is létezik egy viszonylag alacsony mértékiit SERCA kifejezddés, de az igazan
nagymérvi kifejezodés az idegi hatashoz kothet6. A SERCAla/SERCAIlb arany RT PCR
kimutatta, hogy az 5. napon mért emelkedés nagyrész a SERCA1b izoformanak tulajdonithato.

A kovetkez6 esemény a SERCAla izoforma SERCALb-vel szembeni dominancigjanak
kialakulasa volt a 7-10 napokon. Ez egyidejii volt az innervacié kozel végleges formajanak
kialakulasaval. Utana a regeneracid tovabbi szakaszaban a SERCAla mRNS szintje nem
valtozott, viszont ehhez képest a SERCA2a transzkript szint fokozatosan nétt €s a 21. napon érte
el a legmagasabb szintet. Hasonl6 izoforma valtast a gyors izom hosszan tartd lasst izom tipust
ingerlésével is el6 lehet idézni (Briggs et al. 1990, Leberer et al. 1989). A neonatalis-gyors és
lassi SERCA kifejez6dés sorrendje és végiil a lassu izoforma dominanciaja parhuzamot mutat a
megfeleld miozin izoformdk kifejez6dési sorendjével a soleus notexin-nekrozis altal eldidézett

////////

folyamat csak a gyors izoformak kifejezddéséig ment végbe. A jelenséget Whalen és munkatarsai
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kezd6dott, amelyek csak a gyors miozin izoforma kifejezédésére voltak determinalva, de a lassu
tipust beidegzés hatasara fokozatosan képessé valtak a lassu miozin kifejezédésére. Az ellenkezd
iranyu, lassu-gyors SERCA izoforma valtasra a soleus izomban nincs példa, de a tilnyomorészt
gyors tipusu quadriceps izom korai fejlodésében érdekes modon ez a mintazat fordul eld (Arai et
al. 1992). A quadriceps kialakulasakor a SERCAla kifejez6dése alacsonyabb, mint a SERCA2a
szintje, késébb a SERCAI1b kezd emelkedni, majd fokozatosan atadja helyét a SERCAla-nak,
ekozben a SERCA2a szintje lecsokken.

A gyors tipusi EDL izomban a SERCAla és a SERCA2a mRNS aranya mintegy 9:1. Az EDL
nekrozisa, amint azt a SERCAla mRNS szintjének tobb mint tizszeres csokkenése is mutatta, a
toxin beadédsa utani 3. napon lett teljes. Az ezt kovetd regeneracidban a legnagyobb aranyu
novekedés érdekes modon a SERCA2a mRNS szintjében kdvetkezett be, mindjart az 5. napon, és
alatt a 7-10 napon a SERCAla a dominans izoformava valt és elérte a normal szintet, mig a tobbi

izomspecifikus SERCA szintje lecsokkent.

A nem izomspecifikus SERCA2b csak tendenciaszertien valtozik mind a két izomregeneracio
soran, elsdsorban a nekrozis lejatszodasa alatt, bizonyara a gyulladast iranyito sejtek izomba

aramlasa kovetkeztében.

A SERCA izoformak kifejezddése a regeneralddo izmokban a transzkript és fehérje szinten is
dinamikus volt. Az adott forma fehérje szinti megjelenése altalaban egyidejii volt illetve 2-3
nappal késobb kovette a sajat transzkriptjének szintjének emelkedését. Ez a SERCAla proteinre is
igaz, amelyet, specifikus antitest hidnyaban, a teljes SERCA1 ¢és a SERCAIlb fehérje
kiilonbségeként kovettiink. Végeredményben a 28 napos regeneralddott soleus €s az EDL izom is

ugyanolyan aranyban fejezte ki a SERCA izoformakat mint a normal kontroll izmok.

A SERCA protein szintek normal izomban tapasztalhato ardnyanak a kialakuldsa tobbnyire mar a
21 napon megtortént. Ekkortol valosult meg a SERCAla ¢és SERCA2a kifejezddés rostszintil,
azaz a megfelel6 miozin izoformakéval parhuzamos elkiiloniilése is. A soleus izom 28 napos
valtozott szamottevoen. Az MyHC1 pozitiv lassu rostok szinte mindegyike kifejezett SERCA2a-t
is, de mintegy 10%-uk kifejezte a gyors SERCAla-t is, tehat ez utobbiak kevert tipusu rostok
voltak. Ezzel 6sszhangban nagyobb résziik, de nem mindegyik, kifejezett MyHC2a-t is. A lasst
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tipusi rostok szdmanak novekedése a regeneracid kovetkeztében feltételezhetben a lassu

idegvégzddésének dominanciajaval magyarazhatd (Whalen et al. 1990, Grub et al. 1991).

Az EDL izom rostjaiban a SERCAla izoformék kifejezddése az MyHC2a, MyHC2x/d és a
MyHC2b forméakkal egyiitt valosult meg, a SERCA2a pedig a MyHC1-el azonos rostokban jelent
meg. Lényegében hasonlé médon kordinalddott az SR Ca®* pumpak és a miozinok kifejezddése a
regeneracio 28. napjan is. Szembetling eltérés volt, hogy a lassu tipusu rostok a regeneralodott
izomban jobban asszocialodnak, mint a normal EDL-ben, ez bizonyara axon kolateralisok altal
tortént beidegzésnek koszonhetd. Ismert, hogy denervaciés neuropatia kialakulasat hasonlo,

kényszerli reinnervaciora utalo rostasszociaciok jellemzik (Snow et al. 2005).

Muscle necrosis Myostatin
(day 1)
SERCA1b SERCA1a SERCA2a
(soleus)
myoD myf-5/myogenin MRF4
BrdU-incorp. Desmin Re-innervation
(day 3) (days 3-8) (days 5-10)

Gy, §,G2, M

@ cell division fusion differentiation
phases

%D—-—-

Gy phase

Satellite cell Myoblast Myotube Myofiber

43. Abra: Az izomregenerdciéban vizsgalt génkifejezédések vazlatos dssszefoglaldsa. A nevek
az MRF, SERCA, myostatin, TNF-a az mRNS-k/fehérjék feltiinésének idejét mutatjak a
regeneracio jellegzetes morfologiai valtozasaival egy idében. A soleus és EDL regenerdacio
kozott jellemzé kiilonbség, hogy a SERCA2a csak a soleusban marad domindns forma a
regenerdcio végére, mig az EDL-ben a SERCA1la lesz a tipikus SR pumpa.

A passziv nyujtas az izom tulterhelés elterjedt modellje, amelyet a kifejlett izomrostok gyors-lasst
transzformacidja jellemez (Goldspink et al. 1995). Ennek megfeleléen a kisérleteinkben a
SERCA2a mRNS szintje megnétt és a SERCA2a rostok szdma is megemelkedett a SERCAla
pozitiv rostok rovasara. Erdekes modon ez egyiitt jart a SERCAIlb mRNS szint mintegy 5-
szorosére torténd emelkedésével és a SERCAla mRNS mintegy felére csokkenésével.
Ugyanakkor viszont nem kovetkezett be a SERCALD protein szintjének emelkedése, ami arra utal,
hogy a SERCAI1b protein a normal izomrostokban nem képes kifejezédni (Zador et al. 2007).
Ennek megfelelden ez a neonatalis SERCA izoforma nem kdvette transzkriptjének emelkedését a
denervalt soleusban sem. Részletes analizisiink kimutatta, hogy a SERCAI1b protein szintii

kifejez0dése kotddik a miotubulus és primitiv rost allapothoz, s ezért nem talalhatdé a normal
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adaptalodo izomban, annak ellenére, hogy a splicing-ja ilyenkor jelentés mértékben végbemegy
(Zador et al. 1999, 2007, Szabo et al. 2008). A SERCA1b neonatalis transzkript 1étrejottében, a
22. exon elvesztésében a muscleblind-like (MBNL) fehérjék is szerepet jatszanak. Ezek a
splicingban kozremitkodo proteinek kotddnek a CUG ismétlodésekhez és kozremtikodnek az I-es
tipust miotonikus disztrofia (DM1) kialakuldsaban (Ho et al. 2004, Kimura et al. 2005, Hino et al.
2007). A DM1-ben a myotonic dystrophy protein kinase (DMPK) génjének 3’ végén talalhato
CTG ismétlodések expanziodja alakul ki, amely koti a muscleblind-like 1 (MBNL1) fehérjét. Ezek
utan kisebb az esélye annak, hogy az MBNL1 kapcsolddjon a SERCA1 22. exonjatdl 3’ iranyban
taldlhaté 6t darab kotéhelyhez (Hino et al. 2007). A SERCAIDb transzkript emelkedése ¢és a
SERCA1a transzkript csokkenése kimutathaté a DM1-ben, de ez érdekes modon nem valtoztatja
az 0ssz SERCA1 fehérje mennyiségét (Kimura et al. 2005). Ez alapjan érdekes lehet, hogy a
muscle blind like protein vajon szerepet jatszhat-e a passziv nyujtas splicingra gyakorolt

hatasaban.

V.8. A SERCA2a nem fiigg kozvetleniil a beidegzéstil a soleus izomban

A SERCA izoformak figyelemre mélto kordinalt kifejezddést mutattak a megfelelé miozinokkal a
regeneracio soran. Alaposabb vizsgalat utan azonban, a szintjeik valtozasa ugyanazon izomban
mérve jol elkiilonithetd volt egymastol. Feltiint, hogy a lasstt miozin gyorsabban emelkedett a
reinnervaci6 idején, mint a SERCA2a (Fenyvesi et al. 2004). Ezért az analizist elvégeztiik
denervaltan regeneral6dé izmokban is. Mar az immunhisztokémiai festés is azt mutatta, hogy a
lasst miozin hianyzik, a SERCA2a pedig jelen van a 12 napig denervaltan regeneralodo
izmokban. Mennyiségi vizsgalatokban a lassi miozin mRNS és fehérje a 7-21. napon
dramatikusan csokkent, mig a SERCAZ2a transzkript és fehérje a 7. napon nem valtozott, ill.
emelkedett a denervalt-regeneralddd izomban a kontrollhoz képest. Tehdt az mRNS ¢és fehérje
szintll valtozasok a kontrakcids és relaxacids fehérje kifejezddésének kiilonbozd szabalyozasara

utaltak.

Kiilonosen figyelmet felkelté volt a SERCAZ2/SERCAL mMRNS-ek aranyanak drasztikus
emelkedése a 7. napon, ez elsésorban a SERCA1 mRNS minimalis szintre csékkenésének volt
koszonhetd. A SERCA2a fehérje szint is a kontroll tobbszorosére emelkedett a denervalt-
regeneralodd izomban, ami semmi esetre sem lehetett az innervacié direkt hatasa. Hasonld
SERCA2a emelkedés az apoptozisban tapasztalhato, a friss tomeg és a fehérje nagyaranyu
vesztesége esetén (Kuo et al. 1998). Lehetséges, hogy ez esetben IS a denervacié masodlagos
hatasaként érvényesiil6 atrofiaval fiigg Ossze. A tovabbiakban a SERCA2a mRNS, bar a 21.

napon emelkedett a 10. naphoz képest, mindig alacsonyabb maradt, mint a kontroll. A fehérje
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szint csokkend tendenciat mutatott a 10. és 21. napon. Megallapitottuk tehat, hogy a SERCA2a
kifejezodés, a lassi miozinéval ellentétben, nem fligg direkt modon a beidegzddéstdl, bar hossza
tavon az idegi befolyas modosithatja. A SERCA1 transzkript szintje sokkal kozvetlenebb idegi
fliggést mutatott a 7. napon, mint a SERCA2a transzkript, ez azonban nem mutatkozott meg a
protein szintjén, mely csak minimalisan valtozott a denervalt regeneracioban. Egy masik fajta
denervaciot, a soleus ideg atvagasat is alkalmaztuk a denervalas végtagbénité mellékhatasanak a
kiszlirésére. A lassu miozin ekkor sem fejezodott ki, mig a SERCA2a mRNS és fehérje szintje

nem kiilonbozott a kontrollétol (Zador és Wuytack 2003).

Vizsgalatainkat (Szabd et al. 2008) megelézéen a normal izombol nyert adatok alapjan
feltételezték, hogy az idegi hatds meghatarozza a SERCA2a kifejez6dést (Schulte et al. 1994).
Jollehet, a normal izom és a regeneralddd izom génkifejez6dési kontrollja jelentds mértékben
kiilonbozhet egymastol (Moreno et al. 2003), mégis szamos adat utal arra, hogy a SERCA ¢és
MyHC izoformék kifejez0dése a normal izomban is eltérd mértékbe fiigg a beidegzéstol. A
2007), a talterhelt egér soleus izmaban (Awede et al. 1999) és a denervalt soleus izomban
(Leberer et al. 1986, Hamalainen and Pette 2001, Roy et al. 2002) is mutattak ki eltér6
kifejez0dést a kontrakcid és relaxacid e fontos fehérjéje esetében. A csipd ideg ideg atvagasa
azonban a hatso végtag bénulasaval is egyiitt jar, ezért a soleus izmot szelektiven is denervaltuk,
aminek kovetkeztében a kornyez$ izmok mitkodése csokkentette a denervacio aspecifikus
hatédsait, példaul az atrofia mértékét. A normal izom végtagi és szelektiv denervalasa is azt
mutatta, hogy lassi miozin idegi befolyas hidnyaban lecsokken, mig a SERCA2a kifejezddési
szintje nem valtozik vagy novekszik. A kétféle denervacio kozott mutatkoztak eltérések, hiszen a
lassii idegi hatds elvesztésével lejatszodd lassu-gyors transzformacié a szelektiv denervalt
izomban gyorsabban ment végbe. Mindez abban is megmutatkozott, hogy tobb kevert tipusi, un.

hibrid rost volt talalhato a szelektiven denervalt soleus izomban, mint a végtagi denervaltban.

V.9. 4 Ras nem szabdlyozza direkt modon SERCA2a-t

A Ras/IMAPK utvonal igen jelentds szerepet jatszik a sejten kiviili szignalok sejten beliili jelekké
torténd alakitasaban. A lassu beidegzés szerepe meghatarozo a lasst izom differenciacioban és a
lassii miozin kifejez0désében, s a hatdsat a Ras/MAPK utvonal kozvetiti (Murgia et al. 2000). A
Ras dominans negativ mutansaval torténd transzfekcid megakadalyozta a lassi miozin

kifejezodését a regeneralodo vazizom rostjaiban, de nem befolyasolta a SERCA2a kifejezddést.
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A kisérletet elvégeztiik a Ras pozitivan hatd mutacidival is. A denervalt regenerald soleus nem
fejez ki lasst miozint, de az overexpresszaldo Ras V12 mutanssal tortént transzfekcio serkentette a
lasst miozin kifejez0dését az izomrostokban, mikozben a SERCAZ2a kifejezédés nem valtozott.

Ez azt mutatta, hogy a SERCA?2a kifejezodése nem szabalyozddik direkt modon a Ras altal.

A Ras harom utvonalat képes befolydsolni, a Ras V12 ezek mindegyikére hat. A harom Utvonal
koziil az, amelyik a MAPK-n keresztiilvezet, specifikusan serkenti a lassu miozin nehéz lancanak
kifejezodését. A Ras V12 S35 mutacidja ezt az utvonalat serkenti €s transzfektala eldsegiti az
MyHC1 kifejez6dést a denervalt regeneralodd soleus izomban is, a SERCA2a kifejezddését
viszont nem befolyasolja. Ez meger6siti, hogy az MyHCI1 kifejez6dése a SERCA2a-¢tol

kiilonboz6 jeluton szabalyozodik.

V.10. A kalcineurin nem szabdlyozza direkt modon a SERCA2a kifejezodést

A kalcineurinnak kulcsszerepe van az in vitro izomdifferencialodasban (Chin et al. 1998) és az in
Vivo izomregeneracié soran is alapvetd fontossagu az izomrostok lassu tipusanak kialakulasahoz
(Serrano et al. 2001). A Kalcineurin jelentGsége abban rejlik, hogy a lassu idegi stimulacié soran
1étrejové a Ca?*-hullamokat képes génkifejezédést befolyasold jellé alakitani (Dolmetsch et al.
1997, Bassel-Duby and Olson 2003). Ezért a regeneral6do soleusban megvizsgaltuk a kalcineurin

szerepét a lasst izomra specifikus SERCA2a kifejezddésének szabalyozasaban.

A kalcineurin aktivitasa és az aktiv alegységének, a kalcineurin A-nak a szintje, valamint a
kalcineurin aktivitds mértékét kdveté MCIP1.4 mRNS szintje emelkedett az izomregeneracio
soran. Ez az emelkedés megelozte a lassi miozin €és a lassi SERCA2a ndvekedését. A
kalcineurin maga is fligg az idegi hatdstol. A kalcineurin aktivitidsa és az aktiv alegységének, a
kalcineurin A-nak a szintje, valamint a kalcineurin in situ aktivitasat tiikr6z6 MCIP1.4 mRNS
(Rothermel et al. 2003) mennyisége is csokkent a denervalt regeneralodo izomban az innervalt

regeneralodo kontrollhoz képest (Fenyvesi et al. 2004).

A lasstt izom differencidlodas azonositojanak tartott MyHC1 kifejez6dés megsziintethetd
ciklosporin A-val, amely a kalcineurin gatloja (Chin et al. 1998, Serrano et al. 2001). A
kalcineurin gatld peptid, a cain transzfekcidja a bupivacain injektdlasa utan regeneralodo
izomrostokban megsziinteti az MyHC1 kifejez6dést és utat ad a gyors tipusu miozin izoformak
(MyHC2x, MyHC2a) kifejez6désének (Serrano et al. 2001). Kisérleteink a notexin indukalta
regeneracié soran is bizonyitottdk az MyHC1 kifejez6dés kalcineurin fiiggését, mikozben a

SERCAZ2a kifejezddése nem valtozott a cain transzfektalt, lassi miozin negativ izomrostokban.
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Ez egyértelmiien bizonyitotta, hogy a SERCA2a kifejezddése, ellentétben a lassi miozin

kifejezodésével, nem fligg direkt modon a kalcineurintdl (Zador et al. 2005).

A cain-t kifejez6 rostok mellett, azok kozelében olykor mas rostok sem fejezték ki az MyHCI-t.
Ez azt feltételezi, hogy a cain a kimutatasi szintje alatti, ill. a kimutatast megel6z6 és utana
megszind expresszidja is képes a lassu miozin kifejez6dés gatlasara. A masik lehetoség, hogy
parakrin faktorok alakithatjadk a lassi miozin kifejez6dését a cain-t kifejez6 izomrostok
szomszédaiban, ilyen miozint szabalyozd mechanizmusra azonban a legjobb tudomasunk szerint

nincs direkt bizonyiték a szakirodalomban.

V.11. Hogyan szabadlyozodik a SERCA2a kifejezodés?

A SERCAZ2a kifejezodés idegi fliggése €s a jelutak altal szabalyozasa nyilvanvaldan eltér a lassu
miozinétol. Ez felveti a kérdést, hogy létezik-e olyan hatas v. jelatvitel ut a lassu vazizomban,
amely ennek az SR Ca?* ATPaznak a megjelenését elsédlegesen befolyasolja. Kisérleteinkben
el6fordult, hogy a SERCA2a protein szintje mintegy haromszorosara nott a végtag denervalt izom
izomban is a kezelés 3. napjan. Ugyanez viszont nem fordult el6 szelektiven denervalt soleus
regeneracidja és a normal solus szelektiv denervéacidja soran. Ez arra utal, hogy a végtagi
denervacio fehérje szinten stimulalja a SERCA?2a kifejez6dését, a szelektiv denervacionak viszont
nincs ilyen hatasa. Ez a hatas nem érvényesiil az mRNS szintjén, ami ellentétes azzal az altalanos
képpel, hogy a SERCA2a kifejezddés a transzkript szintjén szabalyozdodik (Misquita et al 2006).
Osszeegyeztethetd viszont azzal, hogy a végtagi denervacié nagymértékii tdmegveszteséggel jar,
ami apoptozist feltételez. Az apotozisrol pedig ismert, hogy noveli a SERCA2a szintjét (Kuo et
al. 1998). Az apoptozis azonban nyilvanvaldan eltér azoktol a lassti beidegzés altal beinditott
folyamatoktol, amelyek a regeneracio soran fellenditik a SERCAZ2a kifejez6dést. A SERCA2a-ra
gyakorolt idegi hatas ugyanis amellett, hogy indirekt, bizonyara sokféle tényezd egyiittes
hatasaként érvényesiil (Vangheluwe et al. 2005a). Ezt alatamasztjak a SERCA2a mRNS és protein
ellentétes iranyu valtozasai a denervalt izom regeneracidja soran (az mRNS eleinte valtozatlan
majd emelkedik, protein szintje eleinte emelkedik a normal tobbszorosére. majd a normal szint ala

csokken).

Feltételezhetjiik tehat, hogy a lassa SR Ca®* pumpa szintjének szabalyozasa a lassii izom
differencialodasban transzkripcios €s poszttranszkripcids szinten is végbemegy, és ezek a szintek
kiilonb6z6 mértékben fliggenek a beidegzéstdl. Ezzel ellentétben a lassi miozin kifejezédés

szabalyozasi szintjeinek idegi fliggése hasonlo, vagy legalabbis parhuzamos iranyd, melynek
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kovetkeztében az mRNS ¢€s fehérje is parhuzamosan csokken a denervacido hatdsara. Fontos
megjegyezni azonban, hogy ez a megallapitas nem érvényes minden emlds izomban. Agbulut és
munkatarsai (2008) kimutattak, hogy a lassi miozin nehéz lanc kifejezOdése az egér soleus
izmaban, amely tipusat tekintve gyors és lassu rostokbol all, nem fiigg a beidegzéstol. Ez
Osszhangban all azzal a korabbi feltételezéssel, hogy a vazizom tipusat kialakitdé gének
kifejez6désének szabalyozasa rendkiviil sok tényezotél fiigg és az egyes esetekben igen
valtozatosan alakulhat a kiilonb6z6 izmokban (Zhong et al. 2002).

V.12. A ras és a kalcineurin lehetséges kapcsolata

Amint lathattuk a lassti miozin kifejezddés szabalyozasat és a lassti izom identitasat két alapvetd
jelatviteli Gt alakitja ki, az egyik a Ras-on, a masik a kalcineurinon keresztiil vezet. Enne a két
utnak a kapcsolatat vazizomban korabban még nem mutattak ki. A regeneralodd soleus izom
transzfekcidja soran egy érdekes jelenség volt megfigyelhetd. A domindns negativ Ras, amellet,
hogy megsziintette a lassti miozin kifejez6dést a transzfektalt rostokban, serkentette az egész izom
novekedését is, tehat a transzfektalt és nem transzfektalt rostokat is megnovelte. A ndvekedés
stimulacidja nem jart hipertrofiaval, mert a regeneracid lelassult, majd megallt a kontroll
regeneralt izom méretén. Ez a hatds az autokrin-parakrin rendszer kozremiikodését feltételezte

(Zador 2008).

Ha a kalcineurin gatlo cain-t és a dnRas keverékét transzfektaltuk az izomba és ugyanazok a
rostok fejezték ki mind a két plazmidot, mar nem volt serkentd hatas megfigyelheté a

regeneracioban. Ez arra utalt, hogy a kalcineurin aktivitdsa sziikséges a regeneracio

crer

e ey

Olson 2006). Az NFAT-r6l ismert, hogy a tobbi transzkripcidés faktortdl kiilonbozo, a
membranpotencial valtozastol fiiggd Ca®* utvonal aktivalja (Valdés et al 2008), tehat szenzorként
miitkodhet. A kalcineurin-NFAT-IL-4 titvonal rostndveld hatasat Horsley et al. (2003) irta le, mely
szerint az interleukin-4 kivalasztodik a miotubulusokbdl és kapcsolodik a mioblasztok felszinén
talalhatd receptorahoz. Az eredmény a mioblasztok miotubulusokba olvadéasa és az izomrost
novekedése. Ezzel 6sszhangban a dnRas egész izomra gyakorolt rostnoveld hatasa gatolhato volt
IL-4 antitest izomkornyéki injektaldsaval, de ez nem csokkentette az izom méretét kontrollénal
kisebbre. Mindez azt feltételezi, hogy a dnRas stimulalja az IL-4 termel6dését a transzfektalt
rostokban, s a kivalasztott IL-4 beinditja az egész izom autokrin-parakrin névekedését. Normalis

esetben a Ras bizonydra gatolja kalcineurin aktivitasat a regeneral6dé izomban, de a Ras gatlasa
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felszabaditja a kalcineurin aktivitasat is, s ez a megnovelt aktivitds képes az NFAT-t

defoszforillalni olyan mértékben, hogy sor kertil az IL-4 fokozott indukciojara.

A masik lehetéség, hogy a Ras a kalcineurinnal kompeticiot folytat a Ca** -ért és a Ras gatlasaval
tobb Ca?* lesz elérhetd a kalcineurin szamara. Ennek a lehetéségét az veti fel, hogy a Ras és a
kalcineurin is Ca?* fiiggének bizonyul az in vitro miotubulusokban (Horsley et al. 2001, Estrada et
al. 2003).

A szivizomsejtekben a Ras konstitutiven aktiv formaja (V12ras) serkentette az NFAT3 sejtmagi
hatott a folyamatban. Ugyanez a munka kimutatta, hogy a phenilephrin-stimulalt kalcineurin
aktivitas gatolhatdo dnRas-al, MEK1 inhibitorral, dominas negativ c-raf-al és dominans negativ
ERK2-vel. Ez azt mutatja, hogy a Ras a kardiomiocitakban a mitogén-aktivalt protein kinazok
kozvetitésével szabdlyozza az NFAT3 aktivitasat (Ichida and Finkel 2001). Ennek a lehetdségnek

a felderitése még nem tortént meg a regeneral6do vazizomban.

Erdekes, hogy a Ras és a kalcineurin parhuzamos inaktivaciéja nem gétolta az izomregeneraciot a
kontrollhoz képest. Ez azt mutatja, hogy mind a két utvonal lecsendesitése néhany rostban nem
gatolja a regeneraciot, ellenben a Ras és a kalcineurin egyiittmi{ikodési egyensulyanak felboruldsa
jelentds serkenté hatast okoz. Az IL-4 emelkedése csekély mértéki volt, csak a dnRas
transzfektalt rostok kornyékén mutatkozott, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a citokin inkabb
véghez. Ennek megvan a lehetdsége, hiszen a potencidlisan kivalasztasra keriil fehérjék szama

igen nagy a vazizomban (Bortoluzzi et al. 2006).

V.13. A SERCAIb fejlidési szerepe a regeneralodo izomban

A SERCAIb shRNS néhany rostban torténd gatlasa, a Ras gatlasdhoz hasonldan, az egész
regeneralodo izomra kiterjedden serkentette a rostok és az izomtomeg ndvekedését (Zador et al. 2011).
A neonatalis kalcium pumpa in vivo gatlasanak hatasa ugyanigy megsziintethet6 volt kalcineurin
gatlo cain kotranszfekcidjaval és anti-IL4 antitest injektalassal, mint a Ras gatlasé. Ez alapjan
feltételezhetd, hogy a SERCAI1Db szerepet jatszik a kalcineurin-NFAT-IL4 jelut szabalyozasaben. A
transzfekcids hatékonysag vizsgalata a rostok hosszéban technikai akadéalyok miatt nehezen
kivitelezhetd, s noha létjogosultsdga vitathatatlan, minddssze néhany példa akad rad a

szakirodalomban (Vitadello et al. 1994, Doh et al. 1997, Utvik et al. 1999). Esetiinkben ennek
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elvégzését megkonnyitette, hogy a modellként alkalmazott 3-4 hoénapos soleus izom
rostjainak lefutdsa fuziform jellegli volt. Zold és vords fluoreszcens plazmidokkal kimutattuk,
hogy a regeneralodd soleus transzfekcidja joval kisebb mértékii volt az egész izomban, mint
amekkorara a transzfektalas helyén kovetkeztetni lehetett. A rostok részleges transzfekcidja ugy is
l1étrejohetett, hogy a regenerdcio negyedik napjan, amikor a transzfektalas tortént, a transzfektalodott
miotubulusok még rovidek voltak és csak néhany sejtmagot tartalmaztak. Ezek a transzfektalt
sejtmagok a miotubulusok fuzionaldsdval a nem transzfektalt izomsejtmagokkal ko6zos fejlodd
rostokba kertiltek, s akkor mar az Gsszes izomsejtmagnak csak igen kis hanyadat adtak. Még ez a
kevés sejtmag is elegendd shRNS-t fejezett ki, hogy csendesitse a SERCA1b kifejez6dést, amely az
SR kalcium pumpa funkcidja csokkenése miatt emelheti a szarkoplazmas kalcium szintjét, s ezaltal
serkentheti a calcineurin-NFAT-IL4 jelutat.

Egy debreceni kutatocsoporttal végzett egylittmilkodésben kimutattuk, hogy a (regeneracioban
alkalmazott) SERCAI1b shRNS szekvenciat permanensen kifejez6 C2C12 miogenikus sejtek
SERCAI1Db kifejezodése gatolt volt, és ezek a sejtek tobb defektust is mutattak az in vitro
izomdifferenciacioban (Toth and Fodor et al. 2015). Ez az ,,ab ovo” csendesités igazolta, hogy a
SERCAI1Db szerepet jatszik a kalcium homeosztazisban, az SR-bdl torténd kalcium felszabaditas
mértékében, a felszabadithatd kalcium szint fenntartasiban, a mioblasztok osztodasaban, a
miotubulusok érésében és a SOCE (store operated calcium entry) miikodéséhez fontos két protein
(kalszekvesztrin és STIM1) szintjének fenntartasaban. A SERCA1b sziikségesnek bizonyult a
kalcineurin szintjéhez és aktivitdsahoz is. A SOCE alapveté jelentdségét igazoltak a korai
izomdifferenciacioban (Stiber et al. 2008), viszont nem vagy kevésbé sziikséges a kifejlett izom
milkddéséhez (Cully et al. 2013). A SOCE elmélete szerint, mely a fejlddé vazizomban is elfogadott
(Stiber et al. 2012) az ER/SR membranban elhelyezked6 STIMI1 intraluminaris részével érzékeli a
[Ca®] csokkenését, dimereket alkot, melyek citoplazmas doménje kolcsonhatisba 1ép a
plazmamembran Orai csatornajaval, megnyitja azt, s lehetvé tészi az extracellularis Ca** bedramlasat
a szarkoplazmaba. A Ca** a SERCA altal tovabbitodik az SR lumenébe. A SERCAI1b a legnagyobb
kapacitasu és legintenzivebben expresszalodo kalcium pumpa a regeneral6do soleus izomban, mivel a
felnétt SERCAla és SERCA2a izoformak még nem vagy alig fejezédnek ki (attekintés: Zador and
Kosa 2015). A SERCA1D azon feliil, hogy az ER/SR-be pumpalja a SOCE 4ltal felvett kalciumot,
kotdédhet a STIM1-hez, s ezzel szabalyozhatja azt (Lee et al. 2014). Ezzel 6sszhagban a SERCA és
gatloja a szarkolipin ellentétes ellentétes szerepet jatszik a SOCE-ban (Seth et al. 2012). A SERCA1b

fejlodési szerepét az (44. abra) abra foglalja Gssze.
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44.Abra: A SERCAIb lehetséges szerepe a miotubulusokban és fejlédé izomrostokban. A sejttipus
valésziniileg legnagyobb mértékben kifejez6dé SR Ca’* pumpdjaként meghatdrozoé lehet az
elernyedésben. Ezen kiviil kozremiikidhet a SOCE-ban a szarkoplazmdba bedramlé Ca®* SR-ba

torténd tovabbitasaval. A jelolések a rovidités jegyzékben (Zador and Késa 2015).

A szakirodalomban szdmos kozlemény jelent meg arrdl, hogy a miotubulusokban és a primitiv
(fejletlen) izomrostokban SERCAla fejezddik ki és olyan interpretaciok terjedtek el, hogy a
SERCAla a f6 izoforma. Mind ennek bizonyitasara immundetektalast alkalmaztak. Az antitestek
specifitasat azonban nem bizonyitottak, st a legtobb esetben mar ismert volt, hogy azok SERCA1
felismer6 tulajdonsaggal rendelkeznek, azaz a SERCAla és SERCAIb izoformakhoz egyarant
hibridizalnak. Tekintettel arra, hogy a SERCAla csak egyetlen C-terminalis glicinjével tér el a
SERCALDb-ben talalhaté aminosav szekvenciatol, nehéz elképzelni a SERCAla specifikus antitestet,
hiszen mas fehérjék is rendelkezhetnek C-terminalis glicinnel. Ezzel szemben a SERCA1b-ben nyolc
aminosav alkotta peptid talalhaté a SERCAla C-terminalis glicinje helyett, ami ellen mar készithetd
antitest (s mi készittettiink is ilyet) (Zador et al. 2007). A mddszertani részben a 4. abra az egyik pan
SERCAI1 antitest specifitasat mutatja differencial immunoblotton, melynek az elismert SERCA kutato
csoportok koziil tobben is tévesen SERCAla specifitast tulajdonitottak (pl. Fajardo et al. 2013). A
SERCA1a kimutathatosagaval kapcsolatban terjedd tévhiteket Lee et al. (2014) Pfliigers Archive—ban
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megjelent cikkének hatasara el6szor egy ,letter to the editor” formajaban akartam cafolni, de
szerkeszt6i kérésre egy ,,invited review”-t irtunk bel6le. Ebben az izoforma azonositas és kifejez6dés

problémakorén tul a SERCAT1b szerepére is részletesen kitértiink (Zador és Kosa 2015).

Ezzel parhuzamosan kozoltiik, hogy a human SERCA1LD, az egér és a patkany SERCA1b-t6l eltérden,
nem vagy alig fejezOdik a neonatalis izomban. Azaz, a huméan izmokban a SERCAla hamarabb
atveszi a dominanciat, mint ahogy az emlitett ragcsalok tanulmanyozott izmaiban ismeretes (Kosa et
al. 2015). Az egészséges felndtt human izmok szintén SERCAla-t fejeznek ki elsésorban, de egy
bizonyos patologias allapotban a II-es tipusu disztrofia miotonikaban (DM2) a SERCA1b atveheti a

dominanciat a SERCAla f6l6tt. Tovabbi kérdés, hogy milyen mértékii regeneracioval jar ez egyiitt a

crcr

modellekétol (Kosa et al. 2015).

V.14. Az izomnovekedés szoveti szabdlyozdsa - egy uij génterdpids lehetdség?

A dnRas és a SERCA1b shRNS transzfekcid autokrin-parakrin novekedés serkentd hatasa a
regeneralodo soleusban felhivta a figyelmet egy, a legjobb tudomasom szerint eddig felderitetlen
Osszefliggésre az izomrostméret szoveti szintli szabalyozasat illetéen. Eszerint a fejlddésben levo
rost belsd folyamatai alland6 kapcsolatot tartanak fenn a kdrnyezd rostokkal/sejtekkel. Ez a
kapcsolat olyan szoros és sokrétti lehet, hogy ennek kovetkeztében a rost némely alapvetd belsd
folyamatanak manipulacidja nem elsGsorban a rost sajat novekedését serkenti, hanem
kiegyenlitetten a tobbi rost és az egész regeneraldodd izom méretét. Ennek a soleus
izomregeneracion tali altalanos fejlddési vonatkozasa is lehet, ha mas izomban is igazolodik, és
kiegészitheti a szoveti fejlodésérdl kialakult altalanos képet. Az eddigi szemlélet eddig kevésbé
szamolt a sejtek/rostok kozotti egyenldtlenséggel, mint a fejlddés potencialis befolyasolojaval. A
jelenséget a terapias alkalmazas szemszOgébdl sem érdektelen, hiszen a modszer egyben a

vazizom génterapia 01j lehetdségét is felveti.

Amig korabban elsdsorban a sejtszinti problémakat (pl. disztrofin hidny) igyekeztek az
izomtranszfekcioval kikiiszobolni, addig Gjabban kisérletek torténtek a kivalaszthatd novekedési
faktorok (IGF-1, IL-4) mesterséges kifejeztetésére az izom néhany rostjaban (Schertzer et al.
2006). A dnRas és a SERCA1b shRNS hatasa ennél is szovetbaratabbnak tiinik, mert nem kiviilr6l
bevitt, hanem az endogén novekedési faktorok és azok természetes felszabaduldsahoz hasonlobb
modon serkenti a regeneraciot. Ehhez mindossze néhany rost transzfekciojara van sziikséges, ami
a regeneraldodd izomban, még az alacsony transzfekcios hatékonysdg mellet is konnyen

kivitelezhet6. Annak a kérdésnek, hogy ez a moédszer alkalmazhato-e mas izmokban, mint a



dc_1047 915

soleus, a megvalaszolasa alighanem nehéz lesz, mert a szakirodalmat attekintve a legtobb izom a
soleusnal kevésbé tiinik alkalmasnak teljes és szinkronban végbemend regeneracid kivaltasara.
Ismert azonban, hogy a kalcineurin-NFAT ut altalaban megtalalhaté a fejlédé izomrostokban
(Horsley et al. 2003), hatasa és szintje (Fenyvesi et al. 2004, Launay et al. 2006) fiigg a lassu
beidegzéstol és valtozik a kiilonbozo fenotipust izmokban (Mitchell et al. 2002, Talmadge et al.

2004). Nemrég kozolték, hogy kalcineurin aktiv alegységének egyik izoformaja, a kalcineurin-Aa

s

crer

szabalyozasaban jatszott szerepe is altalanos. Az, hogy mennyire fligg a regeneracio jellegétol a
dnRas ¢s a SERCA1b shRNS serkentd hatéasa, egy részleges és kevésbé szinkronizalt regeneracios
folyamatban nem lesz olyan pontosan mérhet6 (a megmaradoé kifejlett rostok zavard hatasa miatt),
mint a soleus regeneracioban. Mindenesetre, ha megvalosul a rostnovekedés serkentése, a
heterogénebb regeneralodd izom szamara is feltehetben nagyobb teherbirast jelent a kiilsd
igénybevétellel szemben. Kétségtelen azonban, hogy a regeneralt izom a kiindulasi normal izom
méretének elérése utan sem kozeliti meg a normal Osszehizodasi paramétereket. A
novekedésében lelasult és fenotipusa alapjan mar regeneralodott soleus izom 0Osszehuzodasi
amplitiddja még mindig hasonl6 neonatalis izoméhoz, azaz a kiils6 kalcium koncentraciotol fligg,
ellentétben a kifejlett izommal (Louboutin et al. 1995). Mindez azt jelzi, hogy a helyreallitodasi
folyamatok még nem zajlottak le teljesen, annak ellenére, hogy a regeneralddo izom elérte a
kontroll izoméhoz kozeli méretet. Mivel a dnRas és SERCA1b shRNS transzfektalt soleus a
regeneracio 28. napjan nem mutat méretbeli kiilonbséget a kontroll regeneralt izomhoz képest,
ezért nem varhat6, hogy felilmulja annak kontrakcios tulajdonsagait. A dnRas és a SERCAI1b
ShRNS transzfekcidjanak hatasa tehat valosziniileg inkabb az izom 6sszehtizodasi képességének
regeneralodas alatti javulasaban mutatkozhat meg, mivel lerdviditi azt a kritikus periodust,

amelynek sordn a regeneralodo izom kevésbé teherbiro és érzékenyebb, mint a regeneracid végén.
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VI.AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1.

A notexin kivaltotta teljes nekrozist kovetd izom regeneraciéd laboratoriumi patkanyokban
alkalmas in  vivo modell kialakitasara, amely megismételve a neonatalis
izomdifferencialédas allomasait, 28 nap alatt teljes egészében ujra alakul. Ez a
regeneracio szinkronitasa miatt alkalmas az izomspecifikus génkifejez6dés valtozasanak
tanulmanyozasara. A modellt gyors (extensor digitorum longus EDL) és lassu (soleus)
izomban is kiprébaltuk, ami lehetdvé teszi a kétféle izomregeneracid osszehasonlitasat.
Megallapitottuk, hogy a differencialodasi jellemzOk (az alfa-aktin mRNS szintje, a
miotubulusok és a beidegzés) idobeli megjelenése alapjan a notexin-nekrézis utani lassa
¢€s a gyors izomregeneracio eltérnek egymastdl; a lassti izom két-harom nappal korabban
mutatja a regeneracio jellemzo6 allapotait. A differencialodasi események nagyobb
szinkronitasa miatt a lassu izom regeneracio megfelelébbnek latszik a modellként torténd
alkalmazasra és a kisérletes manipuldcidra (antiszenz gatlds, transzfekcid) mint a gyors
izom regeneracioja.

A miogenikus regulalo faktorok (MRF. myoD, myf-5, myogenin, MRF4) mRNS
szintjeiben a regeneralddod gyors €s a lassu izomban jelentds valtozas torténik. A valtozas
folyamata kiilonboz6 az egyes MRF-k esetében, de hasonlo a kétféle regeneracio soran.
Kovetkeztetésként levonhatjuk, hogy a kétféle nekrozis-regeneracid eltérése ellenére is
kiszadmithatd a miogenikus faktorok mRNS szintjének valtozisa, mivel novekedésiik a
mioblaszt aktivacioval, csokkenésiik a reinnervacioval esik egybe.

A myoD protein maximalis szintje egybe esik a sejtosztodds elsd maximumaval az
izomregeneracioban. A myoD szerepe igen fontos, mert a myoD antiszenz oligonukleotid
viszonylag gyors, mar egy ora alatt kimutathato, de négy 6ranal rovidebb ideig tartd gatld
hatdsa a myoD kifejezddésre napokkal késleltette a dezmin expressziot, a miotubulusok
kialakulasat és az innervaciot, tehat a regeneraciéo menetét.

A miogenikus faktor mRNS-ek és a myoD protein szintje egyenletes eloszlasu és
egyenletesen novekszik passziv nyuajtas hatdsara a soleus izom-in hatarok kozotti
hosszaban. A SERCAla és SERCAIlb transzkriptek inkabb az inhatarok kozelében
talalhatok. A SERCAla mRNS eloszlasa passziv nyujtasra nem valtozik, de a neonatalis
SERCA1b mRNS-bdl még tobb lesz az inhatarok kozelében, de ez nem jar egyiitt a
SERCAI1b protein szint emelkedésével.

A myostatin, mint az izom novekedésgatld faktora, kismenyiségben talalhatdé meg a
normal izomban, de az izomnekrozis alatt a szintje rendkiviil megnd, majd késébb, az

izomregeneracio tényleges szakaszaban lecsokken. Ebben a tekintetben a lassu és gyors
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izom nem mutat mas kiilonbséget azon kiviil, mint ami a kétféle regeneracio szinkronitasa
¢s idobeli lefolyasa alapjan varhatd. A myostatin mRNS szint azonban mind a kétféle
regeneracioban lényegében a protein szintjével ellentétesen valtozik, azaz nekrdzisban
alacsony és a regeneracioban megnd. Mindez a myostatin kifejezddés protein szintii
szabalyozésara utal a regeneralodo vazizomban.

A TNF-o mRNS és fehérje szintje hasonld modon valtozik izom regeneracioban: a
nekrozis ideje alatt rendkiviill megné és a miotubulusok megjelenése utan pedig a
normalhoz kozeli értékre csokken. Hasonldan valtozik a TNF receptorok mRNS szintje is.
Ezek a valtozasok kevésbé szinkronizaltak a gyors EDL izom regeneracidja soran, mint a
lassu soleus izoméban. A TNF-oo mRNS nem mutathat6 ki a differencialoddé mioblaszt
kultiraban. A regeneralodd izomban a dezminre pozitiv sejtek és miotubulusok sem
fejezik ki a citokint és annak szintje a makrofag/limfocita specifikus MAC-387 antigénnel
korrelal. Ezért valoszinii, hogy a regeneralodo izomban is a makrofagok fejezik ki TNF-a.-
t.

A szarkoplazmas/endoplazmas retikulum Ca®* -adenozin trifoszfatizok (SERCA)
izoformainak valtozasa az izom regeneraldodas soran megismétli a neonatalis fejlodés
allomasait. Az SERCA formak fehérje szintje koveti a transzkript szint valtozasait az
izomregeneracioban. A SERCA-k megjelenési sorrendje a gyors ¢€s lassi izom
regeneracioban is neonatalis izoformaval kezdédik, majd az izom jellegével ellentétes
izoformaval folytatodik, végiil az izomra jellemz6 izotipus dominal. A SERCA-k
altalaban koordinaltan fejezddnek ki a miozin nehézlanc izoformakkal a lasst tipust izom
regeneracioja soran és a regeneraldodott izomrostokban, de a lassu tipusi SERCA2a
kifejez0dése az innervacio alatt kevésbé novekszik, mint a lassu mioziné. A lassti miozin
¢s a lassi SERCA kifejezddése gyakran tér el egymdstdl a részlegesen tenotomizalt
notexin-nekrozis utan regeneralodo soleus izom rostjaiban is.

A SERCA2a kifejezddése a lassu miozinéval ellentétben nem fiigg direkt modon a
beidegzéstdl az izomregeneracid soran. Hasonlot tapasztaltunk a nem regeneralodd
(normal) denervalt soleus izomban is, ahol a SERCA2a kifejez6dés ndvekszik, mig a lasst
miozin¢ dramaian csokken.

Az innervalt regeneralodo soleus izom dominans negativ Ras-t kifejez6 plazmiddal tortént
transzfekcidja nem befolyasolta SERCA2a kifejez0dést, ellentétben a lassit miozin
kifejezodésével, amelyet meggatolt. A denervalt regeneralédd soleusban a MAPK
utvonalat serkentdé Ras indukdlja a lassi miozin kifejezddését, de a SERCA2a
kifejez6dése ettdl nem valtozik. Tehat a SERCA2a kifejez6dése a regeneralodd lassu

izomban nem fligg kozvetleniil a Ras-tol, ellentétben a lassi miozinnal, amely Ras fiiggo.
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A regeneralodo soleus izom kalcineurin gatlo cain peptidet kifejezé plazmiddal tortént
transzfekcidja soran a lassi miozin kifejezddés gatolt, de a SERCA2a kifejez6dés nem
valtozik. Tehat a SERCA2a kifejezédése nem fiigg kozvetleniil a kalcineurintol a
regeneralddo soleus izom rostjaiban.

A lasst izom differencialodas két kulcsfontossaggu jelatviteli utjanak szerepldje, a Ras és
a kalcineurin kozott lehetséges a kapcsolat. A regeneralodo soleus izom minddssze 10-30
izomrostjanak transzfekcidja dominans negativ Ras-sal stimulalja a novekedést az egész
(mintegy 2500 rostot tartalmazo) izomban. A dnRas transzfektalasa nem eredményez
méretndvekedést (hipertrofiat) a regeneralodas végén, csak gyorsitja a kifejlett méret
elérését. A dnRas stimulalo hatasa elmarad a kalcineurin gatld cain-nal tortént egyiittes
transzfektalas vagy interleukin-4 antitest izom kornyéki injektaldsa esetén. Mindez
Osszhangban all azzal a feltételezéssel, hogy a Ras gatlasa stimulalja a kalcineurin
aktivitasat, mely az NFAT sejtmagba juttatasaval indukalja az IL-4 termelddését, s ezzel
autokrin-parakrin modon elinditja a rostok novekedésének serkentését.

A SERCA1bD kifejez6dés csendesitése minddssze néhany izomrostban, a Ras gatlashoz
hasonléan, az egész regeneralodd izomra kiterjedd novekedésserkentd hatédst
eredményezett. Ennek a (nyilvanvaléan autokrin-parakrin mddon megvalosuld)
novekedésserkentésnek is eldfeltétele, hogy aktiv legyen a calcineurin-NFAT-IL4 jelit
a SERCA1b csendesitett izomrostokban.

A transzfekcio hatdsfokanak vizsgalata a regeneralodod izomban kimutatta, hogy a
pozitiv rostokban kevesebb izomsejtmag fejezte ki a transzgént, mint az az injektalas
helyén becsiilni lehetett. Ez méginkdbb hangsulyozta a regeneracioban kivaltott

novekedés serkentd hatas autokrin-parakrin jellegét.
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IX. KOSZONETNYILVANITAS

Kutatomunkam soran sokan mutattak ¢érdeklodést elgondoldsaim irant €s jO néhanyan
segitettek a kisérletek kivitelezésében és a kozlemények elkészitésében. Koziilik dr. Mendler
Luca, Dr. Récz Gabor, Dr. Szabd A. Zsofia és Dr. Kosa Magdolna PhD hallgatoként
kapcsolodtak be a munkaba, egyiittmiikodésiiket koszonom. Frank Wuytack professzornak, a
Leuveni Katolikus Egyetem Ca** transzport ATP-az laboratérium vezetSjének a téma
kezdetétdl szamitott tizennégy évig tartd egyiittmiikodésért jar koszonet. Ez az egyiittmiikodés
Dr. Dux Laszlo intézetvezetd professzor tamogatasaval alakult Ki. A tarsszerzéségen tal
szeretnék kdszonetet mondani prof. Peter Vangheluwe-nak és a néhai Dr. Bottka Sandornak.
Prof. Ghislaine Gayan-Ramirez-nek és prof. Marc Decramer-nek azért, hogy lelkesen
alkalmaztak a 1égzéizom kutatasban a regeneracioban szerzett tapasztalatainkat. Dr. Kiss
Gabornak, Dr. Vér Agotanak a regeneraciohoz kapcsolodd témaban, prof. Bathori Marianak
¢s Dr. Toth Noéminek az ekdiszteroid hatashoz kapcsolddd egyiittmiikodésért szeretnék
koszonetet mondani. Dr. Fodor Janosnak prof. Csernoch Laszlo izomkutaté csoportjabol
azért, hogy veliik alkalmam nyilt folytatni a SERCA1b kutatast. Feleségem és csaladom

tiirelme €s tAmogatasa mindig ott volt a hattérben.



