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|. BEVEZETO

A vazizomzat testiink tomegének becslés szerint mintegy 40%-at alkotja. Ez
a jelent6s mennyiség meglepden sokféle mindséget is takar. Elég, ha a torzs-
¢s végtagizmok valtozatossaga mellett az allotipikus vazizomként IS
emlegetett diafragmara és a szemmozgatd izmokra gondolunk. A vazizom
rostok posztmitotikus syncytiumok, amelyek sejtmagjai nem osztédnak, de
az 1zom mégis képes megujulasra a rostokkal szomszédos szatellitasejtek
segitségével. Ez a megljulasi folyamat igen jelentds valtozasokkal jar: az
egymagvu sejtekbdl (szatellitasejt, izomprekurzor sejt majd mioblaszt)
tobbmagva miotubulusok, azutan pedig még tobb sejt magva, nagyméreti
izomrostok jonnek létre. Az osztddasra képtelen, kifejlett izomrostok, bar
termindlisan differencidltak, koradntsem maradnak valtozatlanok, hanem
tovabbra is alkalmazkodnak, aminek sordn méretiik ndvekszik vagy
csokken, tulajdonségaik eltolédnak a gyors vagy lasst iranyba, azaz ,transz-
differencialodnak”. Mindez a kdrnyezeti hatasokra (pl. a terhelés, beidegzés,
hormonok, noévekedési faktorok valtozasa) torténik. A Kifejlett izom
transzdifferencidloddsa nem csak morfologiai szempontbol, hanem a
folyamat molekularis szabdlyozas tekintetében is eltér az izom
regeneralodasatol. A kifejlett izom, bar a regeneracio jellemzése soran
kontrollként, viszonyitasi alapul szolgalhat, fejlédési szempontbdl csak
kozvetett kapcsolatban lehet a regeneralodd izommal. E kapcsolatnak
attételeit, a regeneracié egyes fazisai, melyeket részletesen kell jellemezni
ahhoz, hogy megfeleld képiink legyen az izom tUjra kialakuldsanak tér- és
id6beliségérdl. Ez az Osszetett kép mutatja meg a regeneracio sajatossagait,
tobbek kozott a molekularis kutatds szempontjabol alapvetd tulajdonsagat,

hogy mennyire rendszeresek és kiszamithatbak a benne lejatszodo
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események. Ha az izomregeneralodas valtozasainak sorrendje viszonylag
elére lathato, akkor a folyamat megfelel a kisérleti rendszerként torténd
felhasznalasnak, azaz bizni lehet abban, hogy a célirinyos beavatkozas
értékelhetd eredményt hozhat és valaszt kaphatunk a kutatds altal feltett
kérdésre.

Ez a kérdés akar egy mesterségesen bevitt gén kifejezédése €és annak
hatédsa is lehet, hiszen tobb mint két évtizede ismert, hogy a vazizomrostok
felveszik a ,,csupasz” DNS-t (plazmidokat, viralis vektorokat), azaz
transzfektalhatok. A szomatikus géntranszfekcioval 1étrehozott, igynevezett
transzgenikus vazizomnak szamos elénye van a transzgenikus allathoz
képest: (1) a kisérlet rovidebb id6tartama, (2) a beavatkozas felnétt allatban
Is elvégezhet6 (nincs sziikség kondicionalis knock-outok-ra), (3) a
valtoztatasok ,,vad tipusu” genetikai hattérrel rendelkezd allatban hozhatok
létre. A technika hatranya viszont, hogy (1) a vizsgalt fehérje a
rendelkezésre allo vektorok tobbsége miatt konstitutiven overexpresszalt és
(2) viszonylag kevés (max:1-3%) izomrost transzfektalodik, bar ez a
hatékonysag elektromos ingerléssel vagy hidrodinamikai bevitellel

esetenként mintegy tizszeresére is novelheto.

II. CELKITUZESEK ES KERDESFELTEVESEK:

Munkank elején az izomregeneracié kevésbé ismert folyamatait kivantuk
Osszehasonlitani a részletesebben leirt miogenezissel és
izomdifferenciacioval, ezért altalanos célokat tliztlink ki. A regeneraciod
altalanos morfoldgiai €s hisztokémiai jellemzése utan konkrétabb célok
kovetkezhettek, példaul egy-egy gén kifejez6désének leirasa. Hiszen

szamitani lehetett arra, hogy a miogenezisben és az izomdifferencialoédasban
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fontos gének kifejezddése dinamikusan fog valtozni az izomregeneracioban
Is. A génkifejez6dések tanulmanyozasa soran is gyUjtottiink tovabbi
altalanos ismereteket a regeneraciorol. Ekozben — ahogy az a tudomanyos
kutatasban gyakran el6fordul — eltértiink az eredeti tervtdl, valtoztak a
célkitiizések. A kutatomunkank folyamatossdga érdekében szerencsésnek
mondhatd, hogy a legtobb 1j célkitlizés a korabbi altalanos iranyba
illeszkedett, s igy, amikor ezek teljesiiltek, akkor sem Kkellett sokat
valtoztatnunk kisérleti rendszeriinkon, ahhoz, hogy ujabb kérdéseket
megvalaszolhassunk. Amikor mar tobb gén kifejezodésének mintazatat is
részletesen ismertiik, megvizsgalhattuk hogyan torténik az in vivo
szabalyozasuk ¢és mi a funkcidjuk a regeneracid6 folyamatiban? Az
1izomregeneracid feltérképezése elég tampontot adott ahhoz, hogy
manipulativ modszereket 1s alkalmazzunk, melyek hatdsabol kovetkeztetni
lehet a folyamat belsé torvényszerliségeire. A kisérletek kiszamithatosaga
érdekében ilyenkor is igyekeztiink a vizsgalt torténéshez kozeli tampontokat
kivalasztani és az értelmezhetdség miatt fontosnak tartottuk, hogy az adott

geénkifejezddést a dinamikusan novekvo szakaszdban vizsgaljuk.

Konkrét célkitiizéseink a kovetkezo csoportokba sorolhatok:

1. A génkifejez6dés molekularis vizsgalatdhoz homogén és egyenletes
1izomregeneracidt kivantunk eldidézni, amely a kiindulési izom teljes
nekrozisat kovetden kizardlag ujonnan 1étrejott rostokat tartalmaz (VI

rész, 1, 2, 3,4 kozlemény).

2. Mivel a lassu és gyors tipust izomdifferenciacié eltér egymastol ezért

célszerli volt a regeneracidés modellt egy gyors (extensor digitorum
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longus, EDL) és egy lassu tipust (soleus) izomban is kialakitani és

ezeket O0sszehasonlitani (VI1-1, 2, 3, 4).

. A miogenikus regulalé faktorok (MRF-k; myoD, myf-5, myogenin,
MRF4) szerepe alapveté a miogenezisben €s izomdifferencialodasban.
A regenerdlodd izom megismétli az embriondlis és neonatalis
izomfejlédés allomasait, melyekben az MRF-k szerepe feltételezhetd.

Ezért célul thztiik ki az MRF-k kifejezOdésének leirdsat a gyors és

s

. A myoD egy korai miogenikus differencidlodasi faktor €s szintje az
1zomdifferencialodasban is dinamikusan valtozott. Ezért elhataroztuk,
hogy felderitjik a myoD soleus izom regeneralédaséban jatszott

szerepét antiszenz gatlas alkalmazasaval (V1-8).

. A tulterhelt vazizom novekszik és a novekedése feltételezhetden az
izom-in  hataron torténik. A vazizomrost novekedéséhez 1
sejtmagokra  van  sziikség, melyeket 1Gjabb  mioblasztok
beolvasztasaval kaphat. A mioblasztok miogenikus faktorokat
fejeznek ki, ezért megvizsgaltuk a miogenikus faktorok szintjét az
izom tulterheltség egyik modelljében, a passziv nyujtasnak kitett
soleus izom hosszaban. Ugyanebben a modellben megvizsgaltuk a

SERCA izoformak kifejezdési szintjét is. (V1-5).

. A myostatin egy rendkiviil hatasos TGF-B tipusi novekedésgatlo a
vazizomban. Az izomregeneracido sordn dinamikus valtozasok sora

megy végbe, melynek soran az izom eltlinik, és ujra 1étrejon, tehat
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jelentds myostatin ndvekedés 1is tapasztalhat6. Ezért érdekelt
benniinket a myostatin szintjének valtozdsa mind a két tipusu

regeneracioban (V1-6).

A vazizom regeneracidt kiterjedt nekrdzis elézi meg, amelyben
kulcsszerepe van a gyulladasos folymatoknak. Ezért megvizsgaltuk a
proinflamécios citokin a tumor nekroézis faktor alfa (TNF-a) ¢s

receptorainak kifejezOdéset a gyors €s lassu izom regeneracioja soran
(VI-7).

. A vazizom 06sszehlizddasadban fontos szerepet jatsz6 miozin nehézlanc
izoformak kifejez0dési mintazata ismert ¢és felhasznalhato a
regeneracio stddiumainak azonositasara. Kevésbé ismert azonban az
izom elernyedésben alapvetd jelentdségli szarkoplazmaés retikulum
Ca”*-ATP-4az (SERCA) izoformak kifejez8dése. Ezért célul tiiztiik ki
a SERCA izoformak kifejezOdésének leirasat a lassu €s gyors izom

regeneraciojaban (VI-1, 3, 4,9,10,11,12,17).

rrrrr

nehéz lanc (MyHC1) kifejez6dése idegi szabalyozas alatt all a
regeneralddo soleus izomban. A lassi SERCA2a a lassi miozinnal
koordinaltan fejez6dik ki a regenerdlodds sordn ¢és a normal
izomrostokban. Ezért megvizsgaltuk a lassi SERCA2a kifejez6dés
idegi flggését a regeneralodd soleus izomban ¢és ugyanezt

megvizsgaltuk a normal izomban is (V1-9, 14).
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10-11. A beidegzésnek a lassi miozin nehéz lanc kifejezddésére
gyakorolt serkentd hatdsat két egymastol fiiggetlen jelut is kozvetiti a
regeneralodd soleus izomban. Az egyik jelut a Ras-on, a masik a
kalcineurinon keresztiil vezet. Ezért megvizsgaltuk a SERCA2a
kifejez6dés Ras- és kalcineurin-fliggését a regeneralodd soleusban.
Ehhez a munkéhoz a lassi miozin kifejezddés gatlasdban jol bevalt

plazmid transzfekciot alkalmaztunk (V1-9, 11,13).

12. A Ras ¢és a kalcineurin két egymastol jol elkiiloniild jelut eleme a
vazizomban, de a kapcsolatuk ebben a szovetben még nem ismert. A
regeneralodd soleus izom transzfekcidja dominans negativ Ras-sal
csupan a rostok néhany szizalékaban sikeres, de serkenti az egész
izom novekedését. Mivel a kalcineurin szerepe autokrin-parakrin
folyamatokban ismert, ez felvetette a Ras €s kalcineurin kapcsolatanak
a lehetéségét. Ezért célul tiztik a Ras ¢és a kalcineurin

Osszefliggésének vizsgalatat a regeneralodo soleus izomban (VI1-13).

13. A neonatalis szarkoplazmas retikulum kalcium ATP-azrél
(SERCAI1b) a kifejezOdeési mintazata alapjan feltételeztiikk, hogy
szerepe lehet a regeneracidban, s ennek kideritésére RNS interferencia

modszert alkalmaztunk a regeneral6dé soleus izomban (V1-15).

14. Mivel a rostok kevesebb, mint 1%-aban érvényesiil6 jeltt gatlasok az
egész izomra kiterjedd regeneracidt serkentd hatast eredményeztek,
alaposan megvizsgaltuk az izom transzfekcido hatasfokat az egész

regeneralodo soleusban (V1-16).
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111. ANYAG ES MODSZER

Kisérleteinkhez 300-360g laboratériumi patkanyokat hasznaltunk. A
regeneraciot a soleus ill. az extensor digitorum longus (EDL) izmokban az
ausztraliai tigriskigyo tisztitott méregkivonataval (hatéanyaga notexin)
kivaltott nekrozissal idéztik elé. A regeneraciot kiilonbozé napjain az
izmokat eltavolitottuk, cseppfolyds nitrogénben hiitétt izopentanban
fagyasztottuk és -70 és -90 °C kozott taroltuk. Az izmokat fagyasztva
metszettiik, s a regeneraciot hematoxilin-eozin festés fénymikroszkopos
morfologia alapjan staddiumokra osztottuk. Az adaptacios izommodellek egy
részét magunk fejlesztettiik ki (szelektiv denervacio, részleges tenotomia)
masik részét (végtag denervalas, immobilizalas) a szakirodalomban leirtak
alapjan végeztiik. A C2C12 és BC3H1 sejtkulturat standard koriilmények
kozott differencialtattuk

A regeneracié stadiumait morfologiai  bélyegek, rostméret,
hisztokémiai €s immunfestési modszerekkel karakterizaltunk. A rostméret
megallapitasdt mikroszkopi digitalis kamera ¢€s szamitégépes program
segitségével végeztiikk. Az antitesteket kereskedelembdl szereztiik be, vagy
peptid antigénnel szemben készittettiik. Az in situ hibridizaciot a Kit
gyartdjanak leirasa alapjan végeztiik.

A totalis RNS-t acid guanidium thiocyanate-phenol-chloroform
modszerrel izolaltuk izmokbol és reverz transzkriptiz polimeraz
lancreakcioval (RT PCR) analizaltuk a kiilonféle mRNS-k szintjére,
melyeket a viszonylag alland6 GAPDH mMRNS-re normalizaltunk. Az
amplifikdtumokat 6%-os akrilamid gélen futtattuk ¢és denzitometrias

késziiléken analizaltuk. A fragmentek radioaktiv jelolés esetén az
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Phosphorlmager modszerrel kvantitaltuk. A mennyiségi 6sszehasonlitasokat
az amplifikdcio linedris fazisaban végeztik. A fragmenteket restrikcios
emésztéssel és/vagy szekvenalassal azonositottuk.

A fehérje kivonatok céliranyosan az adott vizsgalat szamara
késziiltek. Példaul a miogenikus regulaléd faktorokat (MRF), a myostatint €s
a tumornekrozis faktor-alfat (TNF-o) sejtmag frakciobol mutattuk ki. A
szarkoplazmas/endoplazmés retikulum Ca*-ATP-azokat (SERCA) az
egyesitett mitokondrium és mikroszoma frakcidobdl, a miozin nehéz lancokat
(MyHC) pedig, ha ugyanazon izombol izolaltuk, mint a SERCA-kat, a
kivonas elsO iiledékébdl, egyebbként pedig az egesz izombol, specidlis
1zolalas utdn mértiik.

Az immunoblottokat a standard modszerekkel készitettik és a
felhasznalt Kitek gyartoi altal ajanlott leirasok alapjan hivtuk el6. Ennél a
modszernél is a detektalas lineédris fazisdban végeztiik a mennyiségi
osszehasonlitdsokat szamitogépes denzitometridval.

Az antiszenz oligonukleotidokat tarsszerzénk szintetizalta, a
plazmidokat a hatasaikat publikald kilfoldi laboratoriumokbol kaptuk, ill.
magam is készitettem. Ezeket 0,9% NaCl-ban illetve 20%-os szahardzban
injektaltuk a regeneralodo izomba. A transzfektalt izomrostokat a plazmidok
altal kifejezett Ras, hemagglutinin, GFP, myc vagy béta-galatozidaz

kimutatasaval azonositottuk.

IV. EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA:

1. A notexin kivaltotta teljes nekrozist kovetd izomregeneracid

laboratériumi patkanyokban alkalmas in vivo modell kialakitasara,

10
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melynek  sordn az  izom, megismételve a  neonatalis
izomdifferencialédéas allomasait, 28 nap alatt teljes egészében Ujra
alakul. Ez a regeneraci6 szinkronitdisa miatt alkalmas az
izomspecifikus génkifejez0dés valtozasanak tanulmanyozdsira. A
modellt gyors (extensor digitorum longus, EDL) és lassu (soleus)
izomban is kiprobaltuk, ami lehetdvé teszi a kétféle izomregeneracid

Osszehasonlitasat (VI-1, 2, 3).

. Megallapitottuk, hogy a differencialodasi jellemzok (az alfa-aktin
mRNS szintje, a miotubulusok és a beidegzés) 1débeli megjelenése
alapjan a notexin-nekrdzis utani lassii €s a gyors izomregeneracio
eltérnek egymastol; a lassu izom két-hdrom nappal korabban mutatja a
regeneracio jellemzd allapotait. A  differencidlédasi események
nagyobb szinkronitdsa miatt a lasst izom regeneracid alkalmasabbnak
latszik a modellként torténd alkalmazasra és a kisérletes
manipuldciora (antiszenz gatlas, transzfekcid) mint a gyors izom

regeneracioja (VI1-1, 2, 3).

. A miogenikus regulalé faktorok (MRF: myoD, myf-5, myogenin,
MRF-4) mRNS szintjeiben a regeneral6dd gyors és a lassu izomban
jelentds valtozas torténik. A valtozas folyamata kiillonboz6 az egyes
MRF-k esetében, de hasonlo a kétféle regeneracio soran.
Kovetkeztetésként levonhatjuk, hogy a kétféle nekrdzis-regeneraciod
eltérése ellenére is kiszamithato a miogenikus faktorok mRNS
szintjének valtozasa, mivel ndovekedésiikk a mioblaszt aktivacioval,

csokkenésiik a reinnervacioval esik egybe (VI-2).

11
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4. A myoD protein maximalis szintje egybe esik a sejtosztddas elsd
maximumaval az izomregeneracioban. A myoD szerepe igen fontos,
mert a myoD antiszenz oligonukleotid viszonylag gyors, mar egy 6ra
alatt kimutathat6, de négy 6ranal rovidebb ideig tartdé gatld hatasa a
myoD kifejez6désre napokkal késleltette a dezmin expresszidt, a
miotubulusok kialakulasadt és az innervaciot, tehat a regeneracio

menetét (V1-8).

5. A miogenikus faktor mRNS-ck és a myoD protein szintje egyenletes
eloszlasu és egyenletesen novekszik passziv nyujtas hatdsara a soleus
izom-in hatarok kozotti hosszaban. A SERCAla és SERCAID
transzkriptek inkabb az inhatarok kozelében talalhatok. A SERCAla
mRNS eloszlasa passziv nyuGjtasra nem valtozik, de a neonatalis
SERCA1b mRNS-b6él még tobb lesz az inhatarok kozelében, de ez
nem jar egyiitt a SERCA1b protein szint emelkedésével. (VI-5, 12).

6. A myostatin, mint az izom novekedés gatlo faktora, kis mennyiségben
talalhato meg a normdl izomban, de az izomnekrozis alatt a szintje
rendkiviill megnd, majd késébb, az izomregeneracid tényleges
szakaszdban lecsOkken. Ebben a tekintetben a lassu és gyors izom
nem mutat mas kiilonbséget azon kiviil, mint ami a kétféle
regeneracid szinkronitasa és iddbeli lefolyasa alapjan varhat6. A
myostatin mRNS szint azonban mind a kétféle regeneracidban
Iényegében a protein szintjével ellentétesen valtozik, azaz nekrozisban
alacsony ¢€s a regeneracidoban megnd. Mindez a myostatin kifejez6dés

protein szintli szabalyozasara utal a regeneralodo vazizomban (V1-6).

12
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7. A TNF-a mRNS ¢és fehérje szintje hasonl6 modon véltozik izom
regeneracioban: a nekrézis ideje alatt rendkivill megnd 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-o mRNS nem mutathato
ki a differencial6dé mioblaszt kultiraban. A regeneralddod izomban a
dezminre pozitiv sejtek és miotubulusok sem fejezik ki a citokint €s
annak szintje a makrofag/limfocita specifikus MAC-387 antigénnel
korreldl. Ezért wvaloszinli, hogy a regeneralddd izomban is a

makrofagok fejezik ki a TNF-a-t (VI-7).

8. A  szarkoplazmas/endoplazmas  retikulum  Ca®*  -adenozin
trifoszfatdzok  (SERCA) izoformdinak vdltozdsa az izom
regeneralddas soran megismétli a neonatalis fejlédés allomadsait. Az
SERCA formak fehérje szintje koveti a transzkript szint valtozasait az
izomregeneracioban. A SERCA-k megjelenési sorrendje a gyors és
lassu izom regeneracioban is neonatalis izoformaval kezdédik, majd
az izom jellegével ellentétes izoformaval folytatodik, végiil az izomra
jellemz6 izotipus domindl. A SERCA-k A4ltalaban koordinaltan
fejezddnek ki a miozin nehézlanc izoformékkal a lasst tipust izom
regeneracidja sordn ¢és a regeneralodott izomrostokban, de a lasst
tipust SERCA2a kifejezddése az innervacio alatt kevésbé novekszik,
mint a lassi mioziné. A lassi miozin €s a lassi SERCA kifejezédése
gyakran tér el egymastdl a részlegesen tenotomizalt notexin-nekrozis

utan regeneralodo soleus izom rostjaiban is (VI-1, 3, 4, 9, 10, 11, 12).

13
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9. A SERCA2a kifejez8dése a lassi miozinéval ellentétben nem fligg
direkt moédon a beidegzéstdl az izomregeneracid soran. Hasonlot
tapasztaltunk a nem regeneral6do (normal) denervalt soleus izomban
is, ahol a SERCA2a kifejez6dés novekszik, mig a lassi mioziné

dramaian csokken (V1-9, 14).

10.Az innervalt regeneraldodd soleus izom domindns negativ Ras-t
kifejezd plazmiddal tortént transzfekcidja nem befolyasolta SERCA2a
kifejez6dést, ellentétben a lassi miozin kifejezodésével, amelyet
meggatolt. A denervalt regeneralodd soleusban a MAPK utvonalat
serkentd Ras indukalja a lassi miozin kifejezodését, de a SERCA2a
kifejezddése ettdl nem valtozik. Tehdt a SERCA2a kifejez6dése a
regeneralddo lassi i1zomban nem fligg kozvetleniill a Ras-tol,

ellentétben a lassi miozinnal, amely Ras fiiggd (V1-9).

11.A regeneralddo soleus izom kalcineurin gatld cain peptidet kifejezd
plazmiddal tortént transzfekcioja soran a lassi miozin kifejezédés
gatolt, de a SERCA2a kifejez6dés nem valtozik. Tehat a SERCA2a
kifejez6dése nem fiigg kozvetleniil a kalcineurintdl a regeneralodo

soleus izom rostjaiban (VI1-11).

12.A lassu izom differencialodas két kulcsfontossaggu jelatviteli utja,
Ras ¢€s a kalcineurin ut kozott lehetséges a kapcsolat. A regeneralodé
soleus izom mindossze 10-30 izomrostjanak transzfekcidja dominans
negativ Ras-sal stimuldlja a novekedést az egész (mintegy 2500 rostot

tartalmazd) izomban. A dnRas transzfektdlasa nem eredményez
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méretndvekedést (hipertrofiat) a regeneralodas végeén, csak serkenti a
Kifejlett méret elérését. A dnRas stimulalé hatasa elmarad a
kalcineurin gétld cain-nal tortént egyiittes transzfektdlds vagy
interleukin-4 antitest izom kornyéki injektalasa esetén. Mindez
0sszhangban all azzal a feltételezéssel, hogy a Ras gatlasa stimulalja a
kalcineurin aktivitasdt, mely az NFAT sejtmagba juttatdsaval
indukalja az IL-4 termelddését, s ezzel autokrin-parakrin méddon

elinditja a rostok novekedésének serkentését (V1-13).

13.A SERCAI1D kifejezddés csendesitése minddssze néhany izomrostban,
a Ras gatldshoz hasonloan, az egész regeneral6dd izomra kiterjedd
novekedésserkentd hatast eredményezett. Ennek a (nyilvanvaloan
autokrin-parakrin méddon megvalosuld) ndvekedésserkentésnek is
elofeltétele, hogy aktiv legyen a calcineurin-NFAT-IL4 jelut a
SERCALDb csendesitett izomrostokban (V1-15, 17).

14.A transzfekci6 hatdsfokanak vizsgalata a regenerdlddd izomban
kimutatta, hogy a pozitiv rostokban kevesebb izomsejtmag fejezte ki a
transzgént, mint az az injektalas helyén becsiilni lehetett. Ez
meéginkdbb hangsulyozta a regenerdcioban kivaltott novekedés

serkent® hatas autokrin-parakrin jellegét (V1-16).
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Izomnekrézis Myostatin
(1 nap) TNF-a SERCA1b SERCAI1a SERCA2a
(soleus)

myoD myf-5/myogenin MRF4 calcineurin
BrdU-incorp. Desmin Re-innervation
(day 3) (days 3-6) (days 5-10)
cell division @ fusion differentiation
phases @
G, phase
szatellitasejt mioblaszt miotubulus izomrost

1. Abra: Az izomregeneracidban vizsgalt génkifejezbdések vazlatos
Ossszefoglalasa. A nevek az MRF, SERCA, myostatin, TNF-a, calcineurin
MRNS-k/fehérjék feltinésének idejét mutatjdk a regeneracid jellegzetes
morfologiai valtozasaival egy idében. A soleus és EDL regeneracio kozott
jellemzd kiilonbség, hogy a SERCA2a csak a soleusban marad dominans
izoforma a regeneracid végére, mig az EDL-ben a SERCALla lesz a tipikus
SR pumpa.

V. AZ EREDMENYEK HASZNOSITASI LEHETOSEGEI

Eredményeink elsOsorban alapkutatasi jellegliek, ezért az alkalmazasukra
kozvetleniil valoszinlileg nem keriilhet sor. A génkifejezOdések és ezek
szabalyozasanak leirdsa azonban fontos informaciokkal szolgéal klinikai
gyakorlat elméleti hatteréhez. Kiilondsen igaz ez az 5-6s pontban szerepld
passziv nyujtas és passziv mozgatasra illetve arra az autokrin-parakrin
szabalyozasi mechanizmusra, amely néhany rost részleges transzfekcioja
szomatikus génterapia lehetdségét veti fel a degenerativ-regenerativ
izomdisztrofidk és az izomsériilések gyogyitasaban. Az erre vonatkozo

szabadalmi igényt bejelentettiik.
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V1. Az értekezéshez tartozo, a kandidatusi fokozat megszerzése ota
megjelent folyéiratcikkek, impakt faktoraik (a megjelenés évében)
valamint fiiggetlen idézeteik

1. Zador E, Mendler L, Ver Heyen M, Dux L and Wuytack F (1996)
Changes in mRNA levels of the sarcoplasmic/endoplasmic-reticulum
Ca”" -ATPase isoforms in the rat soleus muscle regenerating from
notexin-induced necrosis. Biochem J 320: 107-113

IF: 3.687 25 idézet

2. Mendler L, Zador E, Dux L and Wuytack F (1998) mRNA levels of
myogenic regulatory factors in rat slow and fast muscles regenerating
from notexin-induced necrosis. Neuromusc Disorders 8: 533-541

IF: 2.582 26 idézet

3. Mendler L*, Szakonyi G*, Zador E*, Gorbe A, Dux L and Wuytack F
(1998) Expression of sarcoplasmic/endoplasmic reticulum Ca** ATPases
in the rat extensor digitorum longus (EDL) muscle regenerating from
notexin-induced necrosis. J Muscle Res Cell Mot 19: 777-785 *Azonos
mértékben kézremiikodo szerzok

IF: 2.905 5 1dézet

4. Zador E, Szakonyi G, Racz G, Mendler L, Ver Heyen M, Lebacq J, Dux
L and Wuytack F (1998) Expression of the sarco/endoplasmic reticulum
Ca”*-transport ATPase protein isoforms during regeneration from notexin
induced necrosis of rat muscle. Acta Histochem 100: 355-369

IF: 0.878 8 idézet

5. Zador E, Dux L and Wuytack F (1999) Prolonged passive stretch of rat
soleus muscle provokes an increase in the mRNA levels of the muscle
regulatory factors distributed along the entire length of the fibers. J
Muscle Res Cell Mot 20: 395-402

IF:2.214 20 idézet

6. Mendler L, Zador E, Ver Heyen M, Dux L and Wuytack F (2000)
Myostatin in regenerating rat muscles and in myogenic cell cultures. J
Muscle Res Cell Mot 21: 551-563

IF: 2.117 40 idézet
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7. Zador E, Mendler L, Takéacs V, De Bleecker J and Wuytack F (2001)
Regenerating soleus and EDL muscles of the rat show elevated levels of
TNF-a and its receptors, TNFR-60 and TNFR-80. Muscle Nerve 24:
1058-1067

IF: 2.316 35 idézet

8. Zador E, Bottka S and Wuytack F (2002) Antisense inhibition of myoD
expression in regenerating rat soleus muscle is followed by an increase in
the mRNA levels of myoD, myf-5 and myogenin and by a retarded
regeneration. Biochim Biophys Acta Mol Cell Res 1590: 52-63

IF: 3.016 12 idézet

9. Zador E and Wuytack F (2003) Expression of SERCAZ2a is independent
of innervation in regenerating soleus muscle. Am J Physiol -Cell Physiol
285: C853-C861

IF: 4,103 8 idézet

10. Fenyvesi R, Racz G, Wuytack F and Zador E (2004) The calcineurin
activity and MCIP1.4 mRNA levels are increased by innervation in
regenerating soleus muscle. Biochem Biophys Res Commun 320: 599-605

IF: 2,904 14 idézet

11. Zador E, Fenyvesi R and Wuytack F (2005) Expression of SERCAZ2a is
not regulated by calcineurin or upon mechanical unloading in skeletal
muscle regeneration. FEBS Letters 579: 749-752

IF: 3.415 6 idézet

12. Zador E, Vangheluwe P and Wuytack F. (2007) The expression of the
neonatal sarcoplasmic reticulum Ca(2+) pump (SERCALDb) hints to a role
in muscle growth and development. Cell Calcium 41: 379-88
IF: 4.338 5 idézet

13. Zador E (2008) dnRas stimulates autocrine-paracrine growth of
regenerating muscle via calcineurin-NFAT-IL-4 pathway. Biochem
Biophys Res Com 375: 265-70

IF: 2.648 2 idézet
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14. Szabo A, Wuytack F and Zador E (2008) The Effect of Passive
Movement on Denervated Soleus Highlights a Differential Nerve Control
on SERCA and MyHC lIsoforms. J Histochem Cytochem. 56: 1013-22

IF: 2,823 2 1dézet

15. Zador E, Owsianik G, Wuytack F (2011) Silencing SERCA1Db in a few
fibers stimulates growth in the entire regenerating soleus muscle.
Histochem Cell Biol 135:11-20.

IF: 2,588 2 idézet

16. Kosa M and Zador E (2013) Transfection efficiency along the
regenerating soleus muscle of the rat. Mol Biotechnol 54:220-7.
IF: 2,275 0 idézet

17. Zador E, Koésa M. (2015) The neonatal sarcoplasmic/endoplasmic
reticulum calcium ATPase (SERCA1b): a neglected pump in scope.
Pfliigers Arch 467:1395-401. (invited review)

IF:3,073 (2013) 0 idézet

VIIl. Az értekezéshez nem hasznalt, a kandidatusi fokozat megszerzése
ota megjelent folyoiratcikkek, impakt faktoraik (a megjelenés éve/2007)
és a fiiggetlen idézeteik.

1. Zador E. and D. Budai (1994) Expression of the acetylcholinesterase
gene during development of Drosophila embryos. Neurobiology 2: 301-
309

IF: 0 5 idézet

2. Zador E. (1995) Expression of the acetylcholinesterase transcript in the
chordotonal neurons of Drosophila embryos. Biochem Genet 33: 41-49
IF: 0.875 1 idézet

3. Szakacs R, Weiczner R, Mihdly A, Krisztin-Péva B, Zador Z and Zador
E (2003) Non-competitiv NMDA receptor antagonists moderate seizure-
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induced c-fos expression in the rat cerebral cortex. Brain Res Bulletin 59:
485-493
IF: 2,609 13 idézet

4. Racz GZ, Gayan-Ramirez G, Testelmans D, Cadot P, De Paepe K, Zador
E, Wuytack F and Decramer M (2003) Early changes in rat diaphragm
biology with mechanical ventilation. Am J Respir Crit Care Med 168:
297-304

IF: 8,876 27 idézet

5. Kiss G, Zador E, Szalay J, Somogyi F and Vér A (2004) Molecular
forms of acetylcholinesterase in rat extensor digitorum longus and soleus
muscles regenerating from notexin induced necrosis. J Muscle Res Cell
Motil 25:509-514

IF: 1.721 0 idézet

6. Mihaly A, Borbély S, Vilagi I, Détari L, Weiczner R, Zador Z, Krisztin-
Péva B, Bagosi A, Kopniczky Z and Zador E (2005) Neocortical c-fos
MRNA transcription in repeated, brief, acute seizures: Is c-fos a
coincidence detector? Int J Mol Med 15: 481-6

IF: 2.09 1 idézet

7. Gayan-Ramirez G, Testelmans D, Maes K, Racz GZ, Cadot P, Zador E,
Wauytack F, Decramer M (2005) Intermittent spontaneous breathing
protects the rat diaphragm frommechanical ventilation effects. Crit Care
Med. 33:2804-9.

IF:5,077 53 idézet

8. Vangheluwe P, Schuermans M, Zador E, Waelkens E, Raeymaekers L,
Wuytack F. (2005) Sarcolipin and phospholamban mRNA and protein
expression in cardiac and skeletal muscle of different species. Biochem J.
389:151-9

IF:4,224 55 idézet

9. Toth N, Szabo A, Kacsala P, Héger J and Zador E (2008) 20-
Hydroxyecdysone increases fiber size in a muscle-specific fashion in rat.
Phytomedicine 15: 691-8

IF: 2,330 23 idézet
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10. Bathori M, Téth N, Hunyadi A, Marki A and Zador E (2008)
Phytoecdysteroids and Anabolic-Androgenic Steroids - Structure and
Effects on Humans. Current Medicinal Chemistry 15: 75-91 (review)

IF:4,823 40 idézet

11. Racz G, Szabd A, Vér A, Zador E. (2009) The slow sarco/endoplasmic
reticulum Ca2+-ATPase declines independently of slow myosin in soleus
muscle of diabetic rats. Acta Biochim Pol 56: 487-93

IF:1,262 6 1dézet

12. Téth N, Hunyadi A, Bathori M, Zador E. (2010) Phytoecdysteroids and
vitamin D analogues--similarities in structure and mode of action. Curr
Med Chem.17:1974-94. (review)

IF:4,630 5 1dézet

13. Guglielmi V, Vattemi G, Gualandi F, Voermans NC, Marini M, Scotton
C, Pegoraro E, Oosterhof A, Késa M, Zador E, Valente EM, De Grandis
D, Neri M, Codemo V,Novelli A, van Kuppevelt TH, Dallapiccola B, van
Engelen BG, Ferlini A, Tomelleri G. (2013) SERCAL protein expression
in muscle of patients with Brody disease and Brody syndrome and in
cultured human muscle fibers. Mol Genet Metab. 110:162-9

IF.2,827 2 idézet

14. Baan JA, Kocsis T, Keller-Pintér A, Miiller G, Zador E, Dux L,
Mendler L (2013) The compact mutation of myostatin causes a glycolytic
shift in the phenotype of fast skeletal muscles. J Histochem Cytochem
61:889-900

IF:2,403 1 idézet

15. Késa M, Brinyiczki K, van Damme P, Goemans N, Hancsédk K, Mendler
L, Zador E (2015)The neonatal sarcoplasmic reticulum Ca(2+)-ATPase
gives a clue to development and pathology in human muscles. J Muscle
Res Cell Motil 36:195-203

IF:1,934 0 idézet

16. T6th A, Fodor J, Vincze J, Olah T, Juhdsz T, Zakéany R, Csernoch L,
Zador E (2015) The Effect of SERCALb Silencing on the Differentiation
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and Calcium Homeostasis of C2C12 Skeletal Muscle Cells. PL0oS One.

20:10:e0123583

Megjelent folyoiratcikk:

IF:3,534

Impakt faktor

0 idézet

Fluggetlen 1dézet

Osszes munkéssag:38

Kandidatusi utan: 33

Ertekezéshez hasznalt: 17
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47,882
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Koszonetnyilvanitas

Kutatdmunkam soran sokan mutattak érdeklédést elgondoldsaim irant és jo
né¢hanyan segitettek a kisérletek kivitelezésében ¢és a kozlemények
elkészitésében. Kozilik dr. Mendler Luca, Dr. Racz Gabor, Dr. Szabd A.
Zsofia és Dr. Kosa Magdolna PhD hallgatoként kapcsolodtak be a munkaba,
egyiittmikodésiiket koszonom. Frank Wuytack professzornak, a Leuveni
Katolikus Egyetem Ca”" transzport ATP-4z laboratorium vezetéjének a téma
kezdetétdl szamitott tizennégy évig tartd egyiittmiikodésért jar koszonet. Ez
az egylttmiikodés Dr. Dux Laszl6 intézetvezetd professzor tdmogatdsaval
alakult ki. A tarsszerzéségen tul 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
légz6izom kutatasban a regeneracidban szerzett tapasztalatainkat. Dr. Kiss
Gabornak, Dr. Vér Agotanak a regeneracidhoz kapcsolédd témaban, prof.
Bathori Maridnak ¢és Dr. Toth Noéminek az ekdiszteroid hatashoz
kapcsolodo egyiittmiikodésért szeretnék koszonetet mondani. Dr. Fodor
Janosnak prof. Csernoch Laszlo izomkutatd csoportjabol azért, hogy veliik
alkalmam nyilt folytatni a SERCA1b kutatast. Feleségem és csaladom

tiirelme és tdmogatasa mindig ott volt a hattérben.
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