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ROVIDITESEK LISTAJA

Ca?*: kalcium

Cdc42: sejt osztodast szabalyozo fehérje 42-es homolog
dSTORM: kozvetlen sztochasztikus optikai rekonstrukcids mikroszkdpia
FGF: fibroblaszt novekedési faktor

GAG: gliikozaminoglikan

GEF: guanin nukleotid kicserél6 faktor

GM130: Golgi matrix protein - 130 kDa

Par: partitioning-defective (polaritas protein)
PDGF: vérlemezke eredetli novekedési faktor
PKC: protein-kinaz C

Racl: Ras-fiiggé C3 botulinum toxin szubsztrat-1
RhoA: Ras homolog csalad A

SDC: szindekan

SDC1: szindekan-1

SDC2: szindekan-2

SDC3: szindekan-3

SDC4: szindekan-4

Ser: szerin

ShRNS: short hairpin (rovid hajtii) RNS

Tiam1: T-lymphoma invazio és metasztazis-1
TRPC: tranziens receptor potencial kation csatorna
VEGF: vaszkularis endotelialis novekedési faktor
WASP: Wiskott-Aldrich szindroma protein



1. BEVEZETES

A vazizomzat egyedi, nagyfokt dinamikaval alkalmazkodik a kiilénféle hatdsokhoz és
sérilését kovetden regeneraciora képes. Az dregedés, testmozgas vagy kiilonb6zo betegségek
(pl.: tumoros cachexia, immobilizacio, izomdisztrofia) hatasara mérete megvaltozik. A
vazizomzat Ossejtjei, az ugynevezett szatellita sejtek, felelések a vazizom plaszticitasaért,
helyezkednek el. Mitotikusan ¢és fiziologiailag is nyugalomban vannak, amig helyi sériilés
nem aktivalja 6ket. Aktivacidjukat kovetéen mioblasztokka alakulnak, amelyek osztodnak és
a sériilés helyére vandorolnak. Ezutan differencialodnak és fuziot kovetden tobb sejtmagbol

allo szinciciumot, un. miotubulusokat alkotnak.

1.1. Sejtmigracio

A sejtmigracié elengedhetetlen a tOobbsejtli szervezetek megfeleld kialakitdsdhoz és
fenntartasahoz. A migraci6 folyamata a citoszkeleton és sejt-matrix adhézidk atrendezésével
valosul meg. Az aktin citoszkeleton — a sejt citoszkeletalis rendszerének egyik alkotoeleme —
egy komplex struktura, mely aktivan részt vesz a sejtek mozgéasdban. Migracié soran a sejt
feji része meghatarozza a mozgas irdnyat, mikozben egy farki, koveto rész képzddik. Ekozben
az aktin-citoszkeleton és a sejt-matrix kapcsolatok atrendez6désének kovetkeztében a sejtek
megnyutlnak. A sejt-matrix kontaktpontok, az un. fokalis adhéziok dinamikus struktarak,
amelyeket tobb mint 150 protein épit fel. A sejtmigraciohoz sziikséges a fokalis adhéziok
folyamatos képzddése és szétesése. A sejt feji végén uj fokalis adhéziok keletkeznek, mig a
farki végen szétbomlanak, igy eldidézve a sejt elmozdulésat.

A sejtvandorlas korai szakaszéban a sejtek polarizadlodnak (sejten beliili aszimmetria), és
membrankitiiremkedések (lemezszeri lamellipodiumok és kesztytiujjszerti filopodiumok)
alakulnak a sejt feji végén. Az aktin felhalmozddik a migracid irdanyaba novekvd
lamellipodiumban, ami az intracelluléris térben aszimmetriat eredményez, a képzddott aktin
struktarak elére nyomjak a plazmamembrant. A migral6 sejtekben tovabba aktin stresszrostok

crer

¢és mechanikai szilardsagaban, 6sszehtuzodasukat kdvetden a sejt farki része elére mozdul.
1.2 Citoszkeletdlis dinamika és sejtmigrdcio

A sejtvandorlashoz aktin polimerizacid, az aktin retrograd dramlésa és az aktinhalozat
atépiilése, valamint miozin Il-alapti kontraktilitas sziikséges. ToObb aktin filamentum

képzddése a sejt vezetd oldaldban fizikai eréhatast gyakorol a sejt vezetd oldala feldli



plazmamembranra, ezzel kialakitva a lamellipodialis kitiiremkedéseket, protriziokat. Ez az
erd egyuttal visszahuzza a sejtek farki végét. Az aktin stressz rostok kialakulasa mind a sejt-
sejt, mind a sejt-extracellularis matrix adhéziot elésegitik. Donté fontossaguak a sejt
alakjanak megorzése €s megvaltoztatasa, valamint a sejtfeliillet mechanikai tulajdonsagainak
meghatarozasa szempontjabol. A kadherin-komplexek féként az o-katenin révén
szabalyozzak az aktin dinamikajat. Az o-katenin gatolja az Arp2/3 altal kozvetitett
elagazodasok 1étrejottét, és egy aktinkotd fehérjét (formin) gytijt a kapcsolodasi pontokhoz. A
B-katenin és a p120-katenin a csatlakozasi stabilitast biztosité szerepiik mellett transzkripcios
szabalyozoként is miikodhetnek. Az aktin citoszkeleton dinamikéjanak legfontosabb

szervezOi a Rho GTPazok, a kis molekulatomegii GTP-ko6té Ras fehérje szupercsalad tagjai.
1.3. A Rho GTPdzok

A Rho GTPazok kozé tartoznak a Racl (Ras-rokon C3 botulinum-toxin-szubsztrat 1), a
Cdc42 (sejtosztodas-szabalyozo fehérje 42 homolog) és a RhoA (Ras homoldg csaladtag A),
amelyek részt vesznek a sejtpolaritas kialakitdsaban és az aktin citoszkeleton evolicidsan
konzervalt szabalyozoi. Az Rho GTPazok molekularis kapcsoloként miikodnek — valtakozva
az inaktiv GDP-hez kotott és az aktiv GTP-hez kotott formak kozott — és képesek megkotni,
aktivalni a downstream effektor fehérjéket, ezaltal szabalyozva a kiilonbozo jelatviteli utakat.

A migral6 sejtekben a Rho GTPéazok kritikus jelentdségliek a polaritds megteremtése- és
fenntartasa szempontjabol. Ezen feliil szerepet jatszanak a sejtosztoddsban, a
morfogenezisben, a differencidlodasban, valamint a migracié kialakulasdban és
fenntartasaban is. Az aktivalt Racl a vezet6 €l mentén dusul fel, aktivitisa fokozza az aktin
polimerizacidjat. Ez a folyamat a lamellipédialis membran protruziok kialakulasahoz vezet,
a farki régioban a legmagasabb. A RhoA aktivitas kontraktilis aktin kdtegek (stressz rostok)
megjelenéséhez vezet, de befolyasolja az érett fokalis adhézidk kialakulasat is. A Cdc42
aktivalasa a filopodium kialakulasat eredményezi. A Racl és a Cdc42 egyarant képes
aktivalni az Arp2/3 komplexet, ami aktin polimerizaciohoz és aktin elagazodasok létrejéttéhez
vezet a lamellipodiumban. A sejtek mozgasa soran a fokalis adhéziok képzddnek a sejtek
eliilsd, feji részében. Ezaltal biztositottak az aktin stressz szalak rogzitési helyei, €s biztositott
a sejtmozgas folytatasahoz sziikséges 6sszehtzo erd is. A Cdc42 és a Racl a kortikalis aktin
polimerizacidjat a Wiskott-Aldrich-szindroma fehérje (WASP)/Scarl szupercsalad tagjaival

vald kolesonhatasuk révén szabalyozzdk. A Rho GTPazok mind az aktin polimerizacidjanak



szabalyozasaban, mind az aktin depolimerizacidjaban részt vesznek. Az aktin
depolimerizacidjat a kofilin foszforilacidjanak szabalyozasaval befolyasoljak.

A Tiaml (T-lymphoma invazi6é és metasztazis-1) egy guanin nukleotid kicserélé faktor
(GEF), amely a Racl specifikus aktivatoraként muikodik, és kulcsszerepet jatszik a sejtek
kolcsonhatasa révén szabdlyozza az aktin polimerizaciojat és az aktin citoszkeleton
atrendezddését. Az SDC4 befolyasolja a Racl aktivalodasat a PKCa-n keresztiil, és az aktiv
Racl-et felhalmozza a migraldé sejt feji végén, biztositva ezzel a membrannyulvanyok
kialakuldsat. A Par polaritasi komplex, amely a Par3-at, a Par6-ot és az atipikus PKC-t
(protein kinaz C) tartalmazza, kulcsszerepet jatszik a sejtpolaritas kialakulasaban és
fenntartasaban. Ezenkiviil a Tiaml és a Par polaritasi komplex egyiittesen stimulalja a
migracid iranytartasat azaltal, hogy stabilizdlja a vandorlo sejtek polarizacidjat. A Par3
kolcsonhatasba 1ép a Tiaml-gyel, ami lokalizalt Racl-aktivacidhoz vezet. Ez a migrald
sejtekben az aktiv Racl és RhoA GTPazok gradiensét hozza létre: az elbbi a feji végen
koncentralodik, az wutobbi pedig a sejt farki végében. Mivel a sejt polaritasdnak
megteremtéséhez és fenntartdsahoz Tiaml 4ltal kozvetitett Racl szignal sziikséges, a
karosodott Tiaml jelatvitel gatolja az mozgd sejtek fej-farok polarizacidjanak kialakulasat,

ezaltal gatolja migracids iranytartasat.

14, A Ca?* szerepe a sejtmigracioban

A citoszolos Ca®* koncentraciohoz mind az extracellularis térbél bearamlo Ca?*, mind az
intracellularis raktarakbol (elsésorban az endoplazmatikus retikulum) felszabadulo Ca?*
hozzajarul. A migralé sejtek Ca?* gradienst generdlnak a feji végtdl (vezetd oldaltol) a farki
végig, amely koordinatorként miikodik kiilonféle molekulak polarizalt eloszlasaban. Ez a
novekvé Ca®* gradiens részt vesz a sejt farki részében levd fokalis adhéziok szétszerelésében,
¢és ennek eredményeként a sejt hatsd végének visszahuzasaban, igy a sejt eldremozdulasaban.
A Ca?" gradiens sziikséges a fej-farok polaritas fenntartdsahoz azaltal, hogy a gatolja a
lamellipédiumok spontan kialakulasat a migraldo sejtek farki végénél. Az aktomiozin
kontraktilitas befolydsolasa mellett az intracellularis Ca?* valtozasai befolyasoljak a
kalmodulin-fiiggd enzimek és az aktin-keresztkotd fehérjék aktivitasat, igy kulcsszerepet
jatszanak az adhéziok dinamikajaban. A magas RhoA-aktivitas és a kovetkezményes
aktomiozin-kontraktilitdis meghatarozza a vandorld sejt farki végét, valamint a fokalis
adhézios fehérjék hasitisdhoz sziikséges megndvekedett Ca?*  koncentracidt —és

kovetkezményesen a Ca?*-fiiggd proteazok aktivalodasat eredményezi.



1.5. A szindekanok dltalanos jellemzése

A szindekan (SDC) csalad tagjai 1. tipusu transzmembran proteoglikanok, melyeknek a
gerincesekben négy tipusa ismert. Az SDC-k expresszidja sejt-, szovet- és fejlodésspecifikus.
A szindekan-1 (SDC1) az endothel-, az epithelium-, a simaizom- és a plazma sejtekben fordul
el6. A szindekan-2 (SDC2) féleg fibroblasztokban, mezenchimalis szdvetekben, mig a
szindekan-3 (SDC3) féleg neuronokban expresszalodik. A szindekan-4 (SDC4, ryudocan) a
csalad tobbi tagjatol eltéréen minden sejttipusban kifejezddik; tovabba a nyugvé és aktivalt
szatellita sejtek sejtfelszini markere. Az SDC-k felépitésiiket tekinteve harom részbdl allnak.
N-termindlis, amely egy valtozd extracellularis domén (ektodomén), a rendkiviil konzervalt
transzmembran domén és a C-termindlis intracellularis domén. A gliikozaminoglikdn (GAG)
oldallancok extracelluldrisan kapcsolodnak a gerincfehérjéhez. Transzmembran szerkezetiik
miatt az SDC csalad tagjainak legfontosabb feladata az extracellularis matrix és a sejtek

kozotti kommunikacio fenntartasa.

1.6. A SDCA4 jellemzése

A SDC4 a csalad tobbi tagjaval egyiitt részt vesz a sejtmembranon keresztiil torténd
jelatviteli folyamatokban. Szerepet jatszik a sejtproliferacidoban, a migracioban, a
sejtadhézioban, emellett részt vesz az endocitozisban €s a mechanotranszdukcioban. A SDC4
GAG-lancaihoz kapcsolddd molekulak mindegyike heparin-koté doménnel rendelkezik
hasonloan, mint az FGF2 (fibroblaszt ndvekedési faktor-2), a VEGF (vaszkularis endotelialis
novekedési faktor) vagy a PDGF (vérlemezke eredetli novekedési faktor). Ezenkiviil az
extracellularis matrixkomponensek, proteazok, proteazgatlok és tirozin-kinaz aktivitasu
molekulak interakcioban lehetnek a SDC4-gyel. A fibronektin kozvetlen megkotésével részt
vesz a sejtadhézioban, ezaltal befolyasolja a sejtek migraciojat is.

Az integrinekkel vald kozvetett kapcsolata miatt az SDC4 fontos szerepet jatszik a
fokalis adhéziokban. A fokalis adhéziok kialakulasakor a fibronektin heparint k6td doménje
az SDC4 heparan-szulfat oldallancaihoz kotédik, a fibronektin hidat képez az SDC4 és az
integrin kozott. Az SDC4 szamos jelatviteli Uthoz csatlakozik, és strukturalis fehérjeként
funkcional. Az SDC4 citoplazmas domén vaiabilis régioja megkdti a PKCa-t és szabalyozza
annak aktivitdsat. Az SDC4 kapcsolatot 1étesit az aktin citoszkeletonnal is, mivel a SDC4
citoplazmatikus doménje az alfa-aktininhez kotodik, amely egy keresztkoté fehérje az

aktinszalak kozott.



A Tiaml kolcsonhatasba 1ép az SDC4-gyel, az aktin citoszkeleton atrendezédésével
komplexszel valdé kolcsonhatasa révén szabalyozza az aktin polimerizacidjat, az aktin
citoszkeleton atrendezddését. A SDC4 befolyéasolja a Racl aktivacidjat a PKCa-n keresztiil,
¢s koncentralja az aktivalt Racl-et, valamint a vandorldo sejt vezetd oldalan 1évo
membrannyulvanyok kialakuldsat is eldsegiti. A Tiaml és az SDC4 kozvetlen interakciojat
korabban tanulmanyoztak és bizonyitottak. A kiilonboz6 SDC-ok Tiaml-molekulaval vald
kolcsonhatasanak affinitasa és erdssége eltérd. A Tiaml-el vald kozvetlen kolcsonhatasa
révén a SDC4 a Racl aktivitasat a SDC4 Ser179 foszforilacidjatol fliggéd modon szabalyozza.

A SDC4 fontos szerepet jatszhat az intracellularis Ca®* szint koordinalasaban. A SDC4
hatast gyakorol a tranziens receptor potencidlis kanonikus (TRPC) csatorndira, ezaltal
szabalyozza a citoszolos Ca?* ekvilibriumot és a sejtek viselkedését. A SDC4
fibroblasztokban képes az intracellularis Ca®* koncentraciét megemelni. A SDC4 és a TRPC7
kozott kozvetlen interakciordl egyeldre nem szamoltak be. Ezzel szemben podocitakban a
SDC4 csendesitése csokkentette a TRPC6-csatorna sejtfelszini expressziojat és redukalta az
intracellularis Ca?* koncentraciét. Tovabba a SDC4 csendesitése a HaCaT keratinocitakban
nem befolyasolta a Ca?" mennyiséget, mig a SDC1 és a SDC4 csendesitése csokkentette az

intracellularis Ca?* szintet a TRPC4-csatorndk modulalasaval.
1.7. SDC4 KO egerekkel végzett kisérletek eredményei

Habar a heparan-szulfat elengedhetetlen glilkozaminoglikan a sejtek életében, a SDCI1- és
SDC4-KO egerek fertilisek és életképesek. SDC1 ¢és SDC4 proteoglikanok hidnyaban az
egerek kedvezétleniil reagalnak a postnatalis- és sériilés okozta stresszhelyzetekre, valamint
sebgyodgyulasuk, szoveti regeneredciojuk elhtizodik. SDCI1 hidnyaban az epithelidlis
regeneracio lelassul, és a fehérvérsejtek endotheliumhoz vald tapaddsa megvaltozik.
Téaplalkozasi és tanulasi rendellenességeket egyarant kimutattak SDC3 KO egerekben. A
SDC4 alapvetd szerepet jatszik a vazizomzat fejlodésében €s regeneralodasaban. A SDC4
csendesitett egerekben a granuldcidos szdvet angiogenezise karosodik, €s a vazizom
regeneracidja nem kovetkezik be, mikozben a MyoD expresszidja csokken, a szatellita sejtek

aktivalodnak és proliferadlnak, de ezen jelenségek pontos mechanizmusai nem ismertek.



2. CELKITUZESEK

(i) A SDC4 KO egerek vazizom regeneracidja sériilt. Bar a SDC4 alapvetd szerepét a
nem ismert. A dolgozat elsd célja a SDC4 mitkddésének vizsgalata mioblasztok migracioja

soran.

(i) A sejtmigracié molekularis szinti vizsgalata az utobbi években nagy népszeriiségnek
orvend. Kordbban mar leirtak a legfontosabb szabalyoz6 molekuldkat, valamint
hattérmechanizmusokat, ennek ellenére tovabbra is szamos kérdés meriil fel. Mivel a SDC4
aktin nanoléptékli szerkezetére gyakorolt hatasat még nem tanulmanyoztak, igy a dolgozat
kovetkezd célja dSTORM technikaval vizsgalni az aktinszalak struktirajaban bekovetkezod
nanoléptékili valtozasokat a SDC4 csendesitést kovetden. Tovabba vizsgalni kivanom a SDC4
csendesités hatasait a mioblasztok fokalis adhézioira.

(i)  Asejtek alakjukat tekintve, sejten beliili molekularis eloszlasukban és az organellumok
pozicigjat tekintve polarizdlodnak, mely fontos folyamat a sejtmigracid sordn. A
sejtorganellumok intracellularis elhelyezkedése az eliilsd-hatsé tengely mentén a sejt
polarizacidjanak egyik indikatora. A centroszoma pozicio jelolése a vezetd él-sejtmag-hatso €l
tengelyén jOl szamszerlsithetd ¢és régota alkalmazott modszer a sejtpolarizacio
meghatarozasara. Kovetkezd célom a centroszomék helyzetének meghatarozasa a SDC4
csendesités okozta sejtpolarizacid valtozasok hatasara. Vizsgalni kivanom tovabba a SDC4

intracellularis eloszlasat is.

(iv) Az intracelluldris Ca?* elengedhetetlen a sejtek migrcidjahoz. Az extracelluldris
térbél bearamlé Ca?*, valamint az intracellularis raktarakbol felszabadulé Ca?* egyarant
hozzajarul a citoszolos Ca?" koncentraciohoz. A vandorlé sejtek intracellularis Ca?* gradienst
generdlnak hosszanti tengelyilk mentén, amelynek koordindtor szerepe van a polarizalt
jelatviteli események tekintetében. Dolgozatom célja az intracellularis Ca?" eloszlasanak

vizsgalata a vandorl6 mioblasztokban, SDC4 csendesitést kvetden.

(v) Ismert, hogy SDC4 KO sejtekben a delokalizalt, aktivalt Racl mennyisége megno.
Tovabba a Tiam1-et GEF-ként azonositottak, amely specifikus Racl aktivatorként miikodik és
részt vesz olyan bioldgiai folyamatokban, mint a sejtek vandorlasa €s a polarizacidja. Tovabbi
célom, hogy megvizsgaljam, a Racl gatldsa enyhiti-e a SDC4 csendesités migraciora
gyakorolt hatasat, és hogy a SDC4 befolyasolja-e a Tiaml expressziojat és intracellularis

lokalizaciojat.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Sejtkultura és plazmidok

Kisérleteinket nem transzfektalt, valamint shRNS-medidlt SDC4 csendesitett (két
kiilonboz6 targetszekvenciat hordoz6 plazmidot hasznaltunk: shSDC4#1 és shSDC4#2) és
negativ kontrollként kevert szekvenciaju (scrambled) shRNS-sel stabilan transzfektalt C2C12
egér mioblaszt sejteken végeztiikk. A plazmidokkal torténd transzfekciohoz X-tremeGENE
reagenst alkalmaztunk. A nem transzfektalt sejteket standard proliferdciés médiumban
tenyésztettiik, amely 80% DMEM-bdl, 20% FBS-bdl, illetve gentamycinbdl allt. A
transzfektalt sejtvonalakhoz (negativ kontroll, csendesitett csendesitett shSDC4#1 ¢és
csendesitett shSDC4#2) szelekcids antibiotikumként puromycint adtunk a standard

tapoldathoz kiegészitésként.
3.2. Western blot

A sejteket RIPA puferrel lizaltuk, a lizis puffert kiegészitettik 1 mM Na-fluoriddal, 1
MM Na-ortovanadattal €s proteaz inhibitor koktéllal. A mintdkat lecentrifugaltuk, (5 perc,
13000 rpm 97 mme-es rotor, 4 °C-on) és a feliilluszoval dolgoztunk a tovabbiakban. A
feliiluszot SDS/PAGE-el elvélasztottuk és nitrocellul6z membranon blottoltuk. Blokkolas
utan a membranokat primer antitestekkel inkubaltuk, nyul anti-SDC4-el és egér anti-GAPDH-
val. Kemilumineszcencian alapuld reagenssel és rontgen film segitségével detektaltuk az

immunreakciot. A filmeket Quantity One szoftverrel értékeltiik ki.

3.3. Sejtmigrdcios esszék

Két fele elrendezést alkalmaztunk a kisérletek elvégzésére €s a sejtmigracido soran
bekovetkezd intracellularis folyamatok vizsgalatara: véletlenszerli (random) és irdnyitott
migracios vizsgalatokat. Mindkét esetben kétdimenzids migracios elrendezést valasztottunk.

A random migracios esszé esetén a sejteket szélesztettik (6, 12 vagy 24 lyukua
sejttenyésztd edényre), majd 1 Oora inkubacidot kovetden a proliferaciés médiumot
szérumcsokkentett médiumra cseréltiik a sejtosztodas elkertilése végett.

Sejtmentes zonat, mely a sériilést, vagy sebet (sebzést) hivatott prezentalni 1étre tudunk
hozni Un. karcolasos modszerrel, vagy szilikon inszertek segitségével is. Karcolasos modszer
esetén a konfluens sejttenyészetet pipettaheggyel megkarcoljuk, ezt kovetden a sejtek a "seb"
két szE€lérél egymas iranyaba fognak migralni, mely migraciot vizsgalni tudjuk. Szilikon
inszertekkel is 1étrehozhat6 a sejtmentes zona. Ezen inszertek eldnye, hogy segitségiikkel

standard méreti "seb"-et tudunk létrehozni. A sejtmentes zona szélén elhelyezkedd sejtek



intenzivebb migraciora képesek, mig a konfluens tenyészeten beliil (hatrébb) elhelyezkedd
sejtek az elottiik elhelyezkedd sejtek fizikai akadalya miatt képtelenek az aktiv

helyvaltoztatasra.
3.4. Eljsejtes mikroszkiopia

PerkinElmer Operetta késziilékkel végeztiik az ¢16sejtes mikroszkdpiat, mely biztositja a
sejtek szamara a megfelelé koriilményeket, azaz a 37 °C-os allando hémérsékletet, illetve az
5% szén-dioxid tenzidt. A késziilék gyors €s automatikus képalkotast tesz lehetdve.

A 24 6rés szérum csokkentett médiummal torténd inkubacié utdn magfestést végeztiink a
sejteken Hoechst 33342 oldattal, 1 o6rat inkubaltuk, majd 1x PBS-sel torténé mosast kovetden
a sejtek mozgasat kovettiik, random migracios essz¢ esetén 18 6rdn keresztiil, mig iranyitott
migracional 8 oran at. Az Operetta késziilék segitségével 20 percenként készitettiink felvételt

a sejtek helyzetérol.
3.5. Mioblasztok mozgdasanak nyomon kovetese

Az individualis sejtek mozgasanak kiértékeléséhez a CellTracker képfeldolgozo szoftvert
hasznaltunk, mellyel a sejtmagokat képkockardl képkockara az idében (8, illetve 18 oran
keresztiil) kovetni tudtuk. A pusztuld, sériilt és esetleg 0szt6do sejteket kizartuk az értékelési
folyamatbol. Mind az iranyitott, mind a random migracids vizsgalatokban meghataroztuk a
teljes Ut hosszat, az origotél mért maximalis tavolsagot, valamint az atlagos és a maximalis
sejtsebességet. A sejtek altal megtett vektoridlis tavolsagot (azaz tényleges elmozdulast) is
kiszamitottuk. Az egyes mioblasztok altal megtett utrdl reprezentativ haromdimenzios,
valamint un. szélrozsa diagramokat készitettiink az Excel DiPer Plot_At_Origin makroval.

A sejtmozgaés iranytartasat a perzisztencia index fejezi ki, mely kiszamithat6 a vektorialis

elmozdulés és a sejtek altal megtett teljes ut hosszdnak hanyadosabol.
3.6. Karcoldsos migrdcios esszé

Karcolasos (sebzéses) esszéhez a mioblasztokat 6-lyukt sejttenyésztd edényben
tenyésztettiik proliferacios médiumban, mig a tenyészet konfluencidja el nem érte a 100%-ot.
Ezt kovetden 24 oran at inkubaltuk a sejteket szérum csokkentett médiumban, majd P200
pipetta heggyel karcolast ejtettiink a tenyészeten. A sejttenyészetrdl kozvetleniil a karcolast
kovetéen (0. ora), valamint 4, illetve 8 orat kovetéen Leica DMil fazis-kontraszt
mikroszkoppal felvételt készitettiink. A sejtmentes zona teriiletét a Digimizer képelemzd
szoftverrel mértiilk le. A sejtmentes teriilet bezarodasat a kovetkezOképpen szamoltuk:

(sejtmentes zona teriilete t0qra - S€jtmentes zona teriilete tXsra) / sejtmentes zona teriilete tOora.



3.7. Fluoreszcens jelilés

A fluoreszcens jel6léshez egy ora inkubalast kovetden a sejteket 24 6ran at FBS-sel
bevont liveg fedélemezekre szélesztettiik.

A Tiaml immunfestéshez a sejteket 4% paraformaldehiddel 10 percig fixaltuk, 0,3%
Tween 20-szal permeabilizaltuk és szobahémérsékleten 1% marha szérum albuminnal (BSA)
blokkoltuk PBS-ben. Nyul poliklonalis anti-Tiaml elsddleges antitestjét a megfeleld
Alexa488-konjugalt szekunder antitesttel tettiik lathatova. Nikon Eclipse Ti-E mikroszkoppal,
40 x objektivekkel készitettiink felvételeket.

A centroszoméak megjelenitéséhez a sejteket metanollal, a karcolast kovetd 2, 4 és 6
oraval fixaltuk. 0,5% Tween-20-szal végzett permeabilizalas utan a mintakat 4% -0s BSA-val
blokkoltuk, egér monoklonalis anti-y-tubulin antitesttel jeloltilk, majd Alexa Fluor 488-
konjugalt anti-egér szekunder antitesttel inkubaltuk.

Az aktin rostok vizualizdlasa érdekében a mioblasztokat metanolmentes 4%-0S
formaldehid-oldattal fixaltuk, 2 oraval a karcolast kovetden. 0,3% Triton X-100-al torténd
permeabilizalas és 4% BSA-ban torténd blokkolas utan az aktin szalakat Alexa Fluor 647-el
konjugalt falloidinnal jel6ltiik.

A fokalis adhéziokat egér monoklonalis anti-FAK primer antitesttel és Alexa Fluor 488
konjugalt szekunder antitesttel jeloltiik. A cisz-Golgi halozatot egér monoklonalis anti-
GM130 antitesttel festettiik, majd CF568-konjugalt szekunder antitesttel inkubaltuk.

A sejtmagokat Hoechst 33258-cal jeloltiik.

3.8. A Tiaml1 eloszlas értékelése

Az Imagel] képelemzd program segitségével (Image>Lookup Tables) hdtérképeket
készitettiink a fluoreszcens mikroszkopidval késziilt felvételekbdl. Az egyes pixelek
intenzitasanak értékét meghataroztuk, majd az adott sejten beliili Osszes jelintenzitast
elosztottuk a sejt teriiletével, ezzel megkapva az atlagos Tiaml jelintenzitds mértékét egy-egy

kiilonallo sejtre vonatkoztatva.

3.9. A centroszomak helyzetének meghatdrozdsa és szamszeriisitése

A sejtek polarizacidjanak szdmszeriisitéséhez a centroszomak helyzetét elemeztiik. Az
anti-y-tubulinnal festett mintakat Nikon Eclipse Ti-E mikroszkoppal vizsgaltuk. A képeket

Imagel] szoftver segitségével analizaltuk.
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3.10. A SDC4 immunfluoreszcencia értékelése

A SDC4 immunfluoreszcens jelolését kovetden a mioblasztokrél 40 x ¢és 100 X
nagyitasban késziiltek felvételek Nikon Eclipse Ti-E mikroszkoppal. Az egyes pixelek
jelintenzitasanak értékét a kivalasztott teriileten beliil mértiik, és a jelintenzitasok Osszegét
elosztottuk a sejt teriiletével, hogy megkapjuk az egyes sejtek atlagos SDC4 intenzitési
értékét.

3.11. A fokalis adhéziok mennyiségi meghatdrozdsa

A fokalis adhézidk immunfluoreszcens jelolését kovetden a mioblasztokrol 100 %
nagyitasban késziiltek felvételek Nikon Eclipse Ti-E mikroszkoppal. A képeket binaris
képekké konvertaltuk, 0 és 100 um? kozotti parcellakat vélasztottunk ki. E kivalasztott

parcellakat maszkoltuk és megmértiik az egyes parcellak teriiletét.
3.12. Szuper-rezolicios ASTORM képalkotas

A falloidinnal jelolt mintdk szuper felbontdsu direkt sztochasztikus optikai
rekonstrukciés  mikroszképos (ASTORM) mérései egyedi gyartmanyd, invertalt
mikroszkoppal lettek elvégezve, amely Nikon Eclipse Ti-E-n alapult. Az 6sszes dASTORM
képet epi-megvilagitasban rogzitettiik 634 nm gerjesztési hullimhosszon. A reaktivalashoz
tovabbi lézert hasznaltunk. A képeket digitalis fényképezdgéppel készitettiik (512 pixel x 512
pixel; képpontméret: 16 um). A képeket rainSTORM lokalizacios szoftverrel elemeztiik és

rekonstrualtuk a beépitett Simple Histogram moddszerrel.

3.13. A dSTORM felvételek értékelése

A falloidin-jel6lt mintakrol késziilt AISTORM felvételeket elemeztiik a tovabbiakban. A
lamellipodialis aktin szerkezetekrdl késziilt ASTORM képeket Imagel] szoftverrel dolgoztuk
fel. A szuperfelbontasit képeket sziirkedrnyalatossd alakitottuk és maszkoltuk. Az Imagel
skeletonize funkcigjat hasznalva binaris képeket készitettiink a felvételekbdl, majd az aktin

eldgazasok szamat €s hosszat kvantitaltuk.

3.14. Az intracellularis Ca?* eloszlds értékelése

Kontrollként a kevert szekvenciat tartalmazé (scrambled), illetve a két SDC4 csendesitett
sejtvonalat 8-lyuku, iiveg alju sejttenyésztd kamrara szélesztettiik. A konfluens tenyészeteket
pipettaheggyel karcoltuk, majd inkubaltuk. Ezt kovetden a sejteket 30 percig, 37 °C-on, 5%
CO; tenzion olyan DMEM-mel kezeltiink, mely 2 uM Fluo-4 AM ¢és 3 uM Fura Red AM-et
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és 50 uM verapamilt tartalmazott. Tobb alapos mosasi 1épés utan a zold (493-572 nm) és a
tavoli vorés (609—797 nm) fluoreszcens felvételeket egyidejlileg 488, illetve 458 nm
gerjesztésen készitettik Zeiss 710 LSM lézer scanning fluoreszcens konfokalis

mikroszkoppal. A képeket Imagel 1,49¢g szoftverrel elemeztiik.

3.15. Statisztikai analizis

A csoportok kozotti kiilonbségeket egyutas ANOVA alkalmazasaval, Dunett és Scheffe-
féle post hoc teszttel, illetve Student-féle t-probaval elemeztiik. A GraphPad Prism 7.0-t,
illetve JIMP 13.0 (SAS) hasznaltuk grafikonok készitéséhez és statisztikai értékelések soran.
Az adatokat atlag + az atlaghoz tartozo standard hiba formajaban tiintettiik fel. Szignifikans

eltérésnek a p <0,05 értéket szabtuk meg.

4. EREDMENYEK

4.1. A SDC4 csendesitése csokkenti a mioblasztok migraciojat

Az shRNS-sel stabilan transzfektalt C2C12 sejtek SDC4 expresszidjanak Western blottal
torténd ellendrzése alapjan mindkét csendesitett sejtvonalban csokkent a SDC4 szintje, mind a
kevert szekvenciaval transzfektalt vonalhoz, mind a nem transzfektalt C2C12 sejtekhez
(teljes megtett t, kiindulasi ponttdl mért maximalis tavolsag, vektoridlis tavolsag,
atlagsebesség, maximalis sebesség) erdsen redukalodik, mig kontroll sejtvonalak kozott nem

talaltunk szignifikéns eltérést.

4.2. A SDC4 hatdassal van az aktin citoszkeleton nanoléptékii szerkezetbeli
valtozdsaira a szuperrezoliicos ASTORM alapjan

Minden sejtvonal esetétn a dSTORM méréseket megelézéen nagy felbontast
panoramaképeket készitettiink a sejttenyészetrdl, melyek lefedik a teljes sejtmentes zonat €s a

konfluens teriileteket egyarant.

dSTORM felvételek készitése soran a "sebzés", azaz sejtmentes zona hatarvonaldban
elhelyezkedd mioblasztokat vizsgaltuk. Minden sejt esetén a lamellipodialis teriiletrél
készitettink dSTORM felvételt. A SDC4 csendesitése hatdssal van a mioblasztok
aktinhéalézatanak nanoléptékii struktirajara. Mig a nem transzfektalt €s kevert szekvenciat
tartalmazé kontroll sejtvonalak esetén a mioblasztok lamellipodialis aktin szerkezete egy jol
struktaralt, fejlett aktinhalézatot mutatott, addig a SDC4 csendesitett sejtek
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lamellipodiumainak aktin szerkezete kevésbé rendezett strukturaju. A lamellipodialis aktin
filamentumokrol késziilt binaris képek alapjan a SDC4 csendesitett sejtek lamellipodialis

aktinszerkezetében az elagazasok szama és hossza is csokkent.
4.3. A SDC4 csendesités hatasa a fokalis adhéziokra

A sejtmentes teriilet hatardn elhelyezkedd mioblasztok aktin stressz széalainak végein
vizsgaltuk az anti-FAK jelolt fokalis adhéziok szamat és méretét. Erdekes modon mind a
fokalis adhéziok mérete, mind a szdma szignifikansan csokkent a SDC4 csendesités hatasara.

4.4. A SDC4 hatdssal van a centroszomak sejten beliili helyzetére, valamint a
sejtpolarizdciora

A sejtek polarizacidjanak megfigyeléséhez eldszor a sejtmentes zoéna hatardban
elhelyezkedd elsé sorban 1évd sejteket vizsgaltuk. A karcolast kovetd masodik ordban a
mintakat fixaltuk és a centroszomakat immuncitokémiai modszerrel jeloltiik. A sejtmagot
referenciapontnak tekintve a sejtmag koriili teriiletet 30° -0s szektorokra osztottuk. Abban az
esetben, ha a centroszdma a sejtmentes zdéna iranyaba mutatd szektorba esett, a
centroszomakat polarizaltsaig szempontjabol megfeleld orientaciojunak tekintettiik. SDC4
csendesités hatdsira a sejten belill a centroszomdk szignifikdnsabb kevesebb alkalommal
mioblasztok helytelen polarizaciojat mutatja SDC4 csendesités hatasara. Annak érdekében,
hogy megvizsgaljuk, nem csak egy késett polarizaciorol van sz6, hanem valoban a
sejtpolarizacid zavardrdl, a karcolast kovetd 2, 4 és 6 oraval is vizsgéltuk a centroszomak
egy Uj nevezéktant vezettiink be. A sejtmagot origonak tekintve meghataroztuk, hogy a front
iranyaba (sejtmentes zoOna iranyaba) ("toward"), a sejtmag vonalaban ("middle"), vagy a
mozgéas iranyaval ellentétes iranyba ("away") lokalizalnak a centroszomak. Vizsgaltuk
tovabba nem csak a sebzés hataraban elhelyezkedd elsd, de a masodik sorban 1év0 sejteket is.
Eredményeink alapjan a mioblasztok polarizacidja SDC4 csendesités hatdsdra nem csak

késik, de egy erds zavart is szenved.

4.5. SDC4 polarizalt eloszldasa migrdcio sordn

A SDC4 mennyisége, figyelembe véve az 0Osszes fluoreszcencia jelintenzitast,
szignifikansan magasabb volt a kontroll sejtekben, mint a SDC4 csendesitett sejtvonalakban.
Eredményeink alapjan a SDC4 eloszlasa csendesités hatasara nem valtozik; csak a teljes

SDC4 mennyisége alacsonyabb a csendesitett sejtekben. Mivel korabbi munkdink soran
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bemutattuk a SDC4 kolokalizaciojat az anti-GM130 Golgi markerrel, és a SDC4 a fokalis
adhézi6 tagja, ezért a tovabbiakban a SDC4 egyiittes eloszlasat vizsgaltuk a GM130 és FAK
markerekkel. A plazmamembran eloszlason tal a SDC4 a cisz-Golgi haldzatban és a fokalis

adhéziokban is lokalizalodik.

4.6. A SDC4 csendesitése megsziinteti az intracelluldris Ca®* gradienst migrdlo
sejtekben

Migralo sejtek Ca?* tartalma fokozatos novekedését mutat a migracios tengely mentén a
farki irdnyba. A tovabbiakban az intracelluldris Ca®* eloszlasat vizsgaltuk SDC4-csendesitett
C2C12 mioblasztokban, és Osszehasonlitottuk a kevert szekvenciat hordozo, (scrambled)
kontroll sejtek intracelluldris Ca?* eloszlasaval. A vérakozasoknak megfeleléen az
intracellularis Ca%" koncentraci6 a sejt feji végétdl a farki részig nétt a kontroll (scrambled)
sejtekben. Ezzel szemben ez a Ca?* gradiens teljesen megsziint a SDC4 csendesitett sejtekben.

Osszefoglalva, eredményeink igazoljak a SDC4 alapvetd szerepét a sejt polaritasaban.

4.7. A Racl gatlasa nem dllitja helyre a SDC4 csendesitett sejtek hibds migrdcios
fenotipusdt

Korabbi vizsgalatok alapjdn a SDC4 KO a delokalizalt, aktivalt Racl-GTPaz
intracellularis novekedését okozza. A Racl aktivitdsa specifikusan gatolhatd NSC23766
kezeléssel. A mioblaszt migracidt tobb mint 18 6ran keresztiil, random migracids vizsgalattal
kovettiik nyomon. Ezen elemzés soran a Racl GTPaz specifikus gatldsa nem enyhitette a
SDC4 csendesités miatt bekovetkezd migracios defektust. Erdekes modon a Racl gatlas
tovabbi szignifikdns csokkenést okozott az Osszes vizsgalt paraméterben, beleértve a sejtek
teljes utvonalat, a vektoridlis €s a maximalis elmozdulést, valamint az atlagos €s maximalis
sebesség értékeket az Osszes sejtvonalban. Osszességében tehat, a SDC4-csendesitett
sejtvonalak migracios paraméterei tovabb csokkentek az NSC23766 kezelést kdvetden.

Az SDC4 csendesitése szignifikdnsan csokkentette a mioblasztok 18 oOranyi vizsgalt
migracid sordn mért perzisztencia-indexet, és nem volt szignifikans kiilonbség a nem
transzfektalt és kevert szekvenciat hordozo, kontroll sejtek kozott. A sejtek NSC23766
kezelése tovabb csokkentette a perzisztencia indexet mindkét SDC4 csendesitett sejtvonalban.
Erdekes médon a kezeletlen SDC4 csendesitett sejtek perzisztencia indexe hasonlé volt az
NSC23766-tal kezelt kontroll vonalakhoz; ami arra utal, hogy a Racl tul magas vagy tual

alacsony aktivitasa is kedvezotlen a migracio iranytartasara (perzisztenciajara) nézve.
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4.8. A SDC4 befolydsolja a Tiam1 expressziojat és lokalizdciojat

A Tiaml-et GEF-ként azonositottak, amely a Racl specifikus aktivatoraként miikodik.
Mivel a Racl specifikus gatlasa csokkentette az Osszes sejtvonal migracidos paramétereit,
vizsgalni kivantuk, hogy azonosithaté-e a Tiaml eloszldsanak vagy expresszidjanak
valtozasa.

A nem transzfektalt ¢és kevert szekvenciat hordozd kontroll sejtvonalakban
aszimmetrikus Tiaml eloszlést tapasztaltunk megnovekedett intenzitassal a sejt feji vége felg,

mig a Tiam1 ilyen mértékii intenzitdsa SDC4 csendesitett sejtekben teljesen hidnyzott.
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5. KONKLUZIO ES UJ EREDMENYEK

(i) SDC4 csendesités hatasara a mioblasztok migracidja csokken. SDC4 csendesitése
kovetkeztében a sejtek altal megtett teljes ut, a kiindulasi ponttdl mért maximalis tavolsag, a
vektorialis elmozdulas, az atlag és maximalis sebesség egyarant redukalodik, tovabba a sejtek

irdnytartasa, perzisztencidja zavart szenved.

(i)  Eredményeink alapjan SDC4 csendesités hatasara az aktin nanoléptékii strukturaja
megvaltozik, a SDC4 csokkent expresszioja kovetkeztében az aktin szalak szerkezete torzul.
Mind az 4gak hossza, mind az eldgazidsok szama szignifikansan csokken migrald sejtek

lamellipodiumaban SDC4 csendesitése kovetkeztében.

(ilf)  Vizsgalataink kiterjedtek a fokalis adhéziok mennyiségi valtozasainak vizsgalataira is
SDC4 csendesitett mioblasztokban. Tapasztalataink alapjan mind a fokalis adhéziok mérete,

mind szadmuk szignifikansan csokkent SDC4 csendesités hatdsara.

(iv) A SDC4 csendesitésének hatasat a sejtpolarizaciora a centroszomak sejten beliili
lokalizacidjanak kvantitalasaval hatdroztuk meg. A SDC4 csendesitése nem csak a sejtek
késdi polarizacigjat, hanem a centroszoOma lokalizacidjanak teljes felboruldsat is okozta a
sejtek migracidja sordn. A mioblasztok polarizacidja zavart szenved SDC4 csendesitése
kovetkeztében. Tovabba vizsgaltuk a SDC4 eloszlasat sejten beliil, melyre aszimmetria
jellemz6, mind SDC4 csendesitett, mind kontroll sejtek esetén. Eredményeink alapjan a SDC4
eloszlasa csendesités hatasara nem valtozik; csak a teljes SDC4 mennyisége alacsonyabb a

csendesitett sejtekben.

(v) Migrald sejtek intracellularis Ca®* szintje stabilan emelkedik a migraciés tengely
mentén a sejt vezetd éle fel6l a kovetd vég felé. Vizsgalataink soran a kontroll és SDC4
csendesitett sejtek intracellularis Ca®" szintjét vizsgilva azt tapasztaltuk, hogy a SDC4
befolyasolja az intracellularis Ca®* gradiens kialakul4sat és SDC4 csendesitett mioblasztokban

nem csak a sejtek polarizacidja szenved zavart, de megsziinik az elébb emlitett gradiens is.

(vi) A Racl specifikus gatlasa, mely NSC23766-tal tortént, nem allitotta helyre a SDC4
csendesités okozta migracids defektust, s6t tovabb rontotta azt. Tovabba a SDC4 befolyésolja
a Tiaml expresszidjat és intracellularis eloszlasat. A SDC4 csendesités a sejtek Tiaml
szintjének csokkenését és homogén Tiaml eloszlasat eredményezett, ami a Racl delokalizalt

aktivaciojat okozhatja.
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2016-00026 és GINOP-2.3.2-15-2016-00037). A kutatast tovabba az EFOP 3.6.3-VEKOP-16-
2017-00009 (Becsky Daniel részére) is finanszirozta.



KOSZONETNYILVANITAS
“Vannak, akik inkabb a sziviikre hallgatnak, és nem arra, amit masok diktdalnak. Ritkan
talalkozni ilyen emberekkel, de ok azok, akik emlékeztetnek arra, hogy ha elindultal az
utadon, ne tantoritsanak el a kétségek és gyotrelmek, hogy jo abban hinni, hogy nincs
"nem tudom", hogy nincs "igyse sikeriil” vagy "lehetetlen”. Ok emlékeztetnek minket

arra, hogy jo elhinni, a lehetetlen nem létezik.”

Szeretném kifejezni legmélyebb halamat azoknak, akik timogattak tudomanyos munkam soran.
Ko6szonom Professzor Dr. Dux Laszlonak és Dr. Csont Tamasnak, akik lehetové tették, hogy a

Biokémiai Intézetben dolgozzak, tanuljak és fejlodjek.

Szeretném megkoszonni témavezetOmnek, Dr. Keller-Pintér Anikonak, hogy kitartasaval,

szakértelmével és lelkesedésével végigkisérte doktorandusz éveimet.

Eziton szeretnék koszonetet mondani Balind Arpadnak, Horvath Péternek, Bartos Zsuzsanak,
Homolya Laszlonak és Gajdos Tamasnak, valamint Erdélyi Miklosnak, hogy lehetdvé tették szamomra
¢18 sejtmikroszkopia-, a Ca?" szinttel kapcsolatos-, valamint a dSTORM mérések és kiértékelések

elvégzését.

Koszonetet mondok kollégaimnak, Radi Erzsébetnek, Makrané Felhé Zitanak, Szabo Kittinek,

Gyulai-Nagy Szuzinanak és Kohler Marton Zoltannak kitarté tamogatasukért és onzetlen munkajukért.

K0sz6n6m a tanaraimnak és mentoraimnak, akik tanulmanyaim és képzésem soran motivaltak
¢és akikhez barmilyen jellegli kérdéssel, barmikor fordulhattam: Dr. Kiricsi Monikanak, Gyo6ri

Istvannak és Csigér Istvannak.

Csaladomnak szeretném kifejezni szivbdl jové hilamat. Edesanyamnak, Becsky Eszternek,
édesapamnak, id. Becsky Balazsnak és batyamnak, ifj. Becsky Balazsnak sziintelen szeretetiikért és
tamogatasukért. Koszonetemet szeretném kifejezni unokatestvéremnek, Dr. Boros Krisztinanak a

batoritasaért és tanacsaiért tanulmanyaim korai szakaszaban.

Nagyon halas vagyok paromnak, Duki¢ Monikanak, kitartd tdmogatasaért és végtelen

szeretetéért.

Végiil szeretnék koszonetet mondani barataimnak, akik elkisértek ezen az Gton, motivaltak és
akiknél tehetségesebb, intelligensebb embereket nem is valaszthattam volna magam mellé utitarsnak:
Dr. Szalenko-T6kés Agnes, Balla Benedikta, Barna Eszter, Dr. Sary Tekla, Talmacsi Adam, Dr. Szabo
Akos, Bodzan Benedek, Dr. Sisak Benedek, Varga David, Szabo Gébor, Dr. Horvath Gergely, Dr,
Thury Géza, Dr. jur. Kreiniker Konrad, Dr. Bozé Kristof, Dr. Kovacs Laszl6, Rafajlovi¢ Marko, Dr.
Tajti Maté, Vas Maté, Dr. Sala Nicolas, Dr. jur. Ménesi Rudolf, Schmidt Tamas, Dr. Sahin-T6th Tibor.



