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1. BEVEZETES

1.1. Izomfejlodés és regeneracio

Az izomrostok kialakulasanak folyamatat miogenezisnek nevezziik. Az embrionalis
fejlédés soran pontos molekularis jelek, transzkripcios és novekedési faktorok iranyitjak,
amelyek egy heterogén izomzat kialakulasat eredményezik. Az Ossejtek a megfeleld kémiai
jelre reagdlva barmely szovetre jellemzO sejtekké alakulhatnak at. A mononukledris
mioblasztok a harantcsikolt izomképzddés helye koriil halmozdodnak fel. Ezek egy része alkotja
az embrionalis izmot, mig egy kiilonall6 sejtvonalbdl szatellita sejtek keletkeznek, amelyekbdl
a sériilt izom regeneracioja elindithato. A vazizomzat regeneraciés folyamatanak megértésével
lehetdségiink nyilhat annak javitasara sportsériilések, izombetegségek utan vagy az oregedés

soran.

1.2. A vazizomszovet kialakulasanak molekularis mechanizmusa

A miogenezist ¢és az izomdifferencidlodast szabalyozo6 transzkripcios faktorok kozé
tartoznak a MyoD (mioblaszt determindcids protein 1) csalad tagjai [MyoD, Myf5, MRF4 ¢és
MyoG (miogenin)], amelyeket miogenikus szabalyozé faktoroknak (MRF) is neveznek. Az
MRF-ek megkiilonboztetett térbeli €s idobeli mintdzatban jelennek meg az embrionalis fejlédés
¢s a harantcsikolt izomzat regeneracidja soran.

A szamos faktor koziil a miosztatin (GDF8, novekedési differencialodasi faktor 8)

fontos szerepet jatszik az izomfejlodés €s regeneraciod szabalyozdsdban azaltal, hogy gatolja a

crer

crer

kapcsolddik. Ezek a receptorok heteromereket alkotnak, és a miosztatin, mint ligandum
megkdtésekor foszforildlodnak, ami a Smad2 és Smad3 molekulédk foszforilaciojahoz vezet,
mivel a miosztatin a Smad-medialt jelatviteli utvonalon keresztiil hat. Ily modon gatolja a
MyoD ¢és a MyoG hatésat, igy gatolja az izomsejtek elkotelezodeését €s differencialodasat. A
Smad-ttvonalon kiviil azonban az inzulinszer(i novekedési faktor 1 (IGF1) jelatviteli utvonal
egyes tagjaira is gatld hatast gyakorolhat. Ezenkiviil aktivalja a p21 fehérjét, ami a Cdk2
(ciklinfiiggd kinaz) gatlasdhoz vezet, és kovetkezésképpen a foszforildlatlan retinoblasztoma
fehérje (Rb) gatolja a sejtciklus G1/S fazisainak atmenetét. Ezért az izomregeneracio €s a

differencialddas nem kovetkezik be.



1.3. Szindekan csalad

A szindekénok (SDC-k) L. tipust transzmembran proteoglikdnok, amelyek szerkezeti
funkcidjuk mellett jelentds szerepet jatszanak a jelatvitelben is. A csalad négy tagja ismert a
gerincesekben. Szerkezetiiket tekintve egy N-terminalis, variabilis extracellularis doménbdl
(ektodomén), egy erdsen konzervalt transzmembranbol és egy C-termindlis intracelluléris
doménbdl allnak. Az N-termindlis doménhez ismétléd6é diszacharid molekuldkbol allo
gliikozaminoglikan (GAG) oldallancok kapcsolddnak. Ezek a GAG-lancok az SDC2 ¢és SDC4
esetében heparan-szulfatok, de a heparan-szulfatokon tul kondroitin-szulfat oldallancok is
megtalalhatok az SDC1 ¢és SDC3 esetében. Az SDC1 elsOsorban epitél- és plazmasejtekben, az
SDC2 mesenchymalis szovetekben, fibroblasztokban, az SDC3 neurondlis szdvetekben,
vazizomzatban fejezédik ki, mig az SDC4, a csalad tobbi tagjatol eltéréen univerzalisan,

gyakorlatilag minden sejttipusban kifejezédik.

1.4. SDC4

Transzmembran szerkezetének koszonhetéen az SDC4 fontos szerepet jatszik a sejt és
a kornyez6d matrix kozotti kétirdnyl kommunikacidban. Tobbek kozott szerepet jatszik a fokalis
adhéziok kialakulasaban, a sejtmigracioban, a sebgyogyuldsban, valamint az angiogenezis, a
gyulladds és a tumorterjedés folyamataban. Az SDC4 receptorként és koreceptorként is
miikodhet. Az SDC4 a heparan-szulfat lancokon keresztiil novekedési faktorokat, kemokineket,
enzimeket kot, és részt vesz a sejt-sejt adhéziok kialakitasaban, illetve kozvetve aktin
filamentumokhoz is k6todik, igy részt vesz a citoszkeletalis vaz megvaltoztatasaban.

Az extracellularis domén heparan-szulfat lancai képesek az FGF2-t megkdtni, igy az
FGF-receptor koreceptoraként funkcional. Az intracellularis domén szabalyozza a Racl-et, és
az a-aktininen keresztiil kotddik az aktin citoszkeletonhoz. Befolyésolja a citokinézist, részt
vesz a vezikularis transzportfolyamatokban, és a TRPC csatornadkon keresztiil szabalyozza az
intracellularis kalciumszintet.

Az SDC4 az aktivalt és nyugalmi szatellita sejtek markere, a fejlodé vazizomzat jelentds
SDC4 expressziot mutat. Tovabba a soleus-izom regeneracidja soran az SDC4 mRNS
expresszidja megnovekedett.

Szamos tumortipusban az SDC4 expresszioja szabalyozatlan, és a legtobb esetben az
SDC4 felszabalyozott. Az SDC4 expresszios szintjének valtozdsa szamos tumortipusban
megfigyelhetd, €s prognosztikai markerként szolgal, példaul emldrakban, gliomaban,

melanomaban, majrakban és oszteoszarkomaban.



Az SDC4 transzmembran proteoglikan hianyos egerek kevésbé reagalnak a posztnatalis
¢s sériilés utani stresszhelyzetekre, valamint a sebgydgyulasuk elhuzodik. Ismert, hogy az
SDC4 knockout (KO) egerek fibroblasztjaiban a Racl szintje emelkedett, az angiogenezis, a
szatellita sejtek aktivacidja és proliferacidja, a MyoD expresszidja €s az izomregeneraciod
karosodott.

Az SDC4 befolyasolja a Racl aktivalodasat és felhalmozza az aktiv Racl-et a migrald
sejtek vezetd széleinél, lehetévé téve ezzel a fuzids folyamathoz nélkiilozhetetlen membran

protruziok kialakulasat.

1.5. Mioblaszt fazié és az aktin citoszkeleton atrendezédése

A sejtfuzid olyan jelenség, amely szdmos folyamat soran eléfordul, nemcsak a
miogenezis soran, hanem az oszteoklasztok, a szinciciotrofoblasztok és a tumorsejtek
meg kell valtoznia, a fibroblasztszert, csillag alaki megjelenésnek orsoszerii, megnyult alakra
kell véltoznia. A fzi6 sordn, a plazmamembranon lamellipodidknak vagy filopodidknak
nevezett nytlvanyok alakulnak ki.

A fzié folyamén az aktin citoszkeleton folyamatos atrendezddése figyelheté meg,
amelynek szabalyozasaban tobb molekula is részt vesz. A sejtadhézids molekuldk utan hatd, az
aktin citoszkeleton folyamatos és dinamikus atrendezddését szabalyoz6 kulcsfontossagu
intracellularis komponensek a kis GTPazok Rho csalddjanak tagjai, amelyek legjobban
jellemzett tagjai a RhoA, a Racl (Ras-hoz kapcsolodo C3 botulinum toxin szubsztrat 1) és a
Cdc42. A kis GTPazok molekularis kapcsoloként mitkddnek. Szamos tanulmany arra utal, hogy
a Racl kis GTPaz a Drosophilaban a mioblasztfuzi6 kozponti szabalyozoja, €s arrdl is
beszamoltak, hogy a Racl és a Cdc42 a gerincesekben a mioblasztfuzidhoz nélkiil6zhetetlen.
A Racl-GTP szintje megemelkedik a fiizid helyén, és a konstitutivan aktiv Racl indukalja a
mioblasztfuzidt. Ezzel szemben, mivel az aktiv RhoA antagonizalja a Racl-GTP-t, a
konstitutivan aktiv RhoA expresszidja csokkenti a mioblasztfuziot.

Az aktin citoszkeleton dinamikus rendszer, a polimerizacio és depolimerizacid soran
folyamatosan atrendezddik. Az Arp2/3 komplex és a forminok k6zé tartozo Dia felelds az aktin
filamentumképzést kezdeményez azaltal, hogy a mar létezd aktin filamentum oldaldahoz
kapcsolddva, az eredeti filamentummal 70°-os szdget bezarva,oldaliranyban, mig a Rho

effektor Dia linearisan nyujtja meg az aktin filamentumokat.



1.6. Rabdomioszarkéma

A rabdomioszarkdéma a leggyakoribb gyermekkori vazizom eredetli lagyrészszarkoma.
Elofordulasa a fiatal, 20 év alatti felnottek korében az USA-ban 4,4/1 millid évente.
Hagyomanyos osztalyozasi rendszere szovettani megfigyeléseken alapul, amelyek alapjan négy
csoportot kiilonboztetnek meg: embriondlis rabdomioszarkoéma €s annak botrioid valtozata,
pleomorf és alveolaris rabdomioszarkoma. Majd 2013-ban a molekularis biologiai eredmények
fényében 11j osztalyozasi rendszert tettek kdzz¢é, amely mar csak két f6 csoportot kiilonit el: a
fazid pozitiv (FPRMS) és a fuzid negativ (FNRMS) rabdomioszarkomakat. Egy daganat akkor
fuzié pozitiv, ha a sejtekben vagy a t(2;13)(q35;q14) kromoszématranszlokaciobol eredd
PAX3-FOXOI1 fuzids fehérje, vagy a t(1;13)(p36;q14) transzlokaciobdl eredd PAX7-FOXO1
fehérje mutathato ki. Minden mas esetben a fizi6 negativnak tekintheto.

Bér a rabdomioszarkomas betegek talélése az elmult 40 évben javult, az attétes vagy
recidivalé esetek prognozisa tovabbra is kedvezdtlen. Ezért tovabbi kutatasokra van sziikség a

betegség molekularis hatterének tisztazasa érdekében.

2. CELKITUZES

Irodalombol ismert, hogy a SDC4 génkiiitott egerek zavart szenvednek a vazizomzat

crer

crer

crcr

magas SDC4 expresszio sziikséges. Viszont a SDC4 KO egerekben lezajlé vézizom
regeneracio folyamatat pontosan nem ismerjiik. Illetve a fuzi6 negativ rabdomioszarkomak

molekularis héttere is kevéssé tanulmanyozott. {gy a kovetkezd kérdések fogalmazhatok meg:

1. Valtozik a miosztatin és az SDC4 expresszidja a M. soleus regeneracioja soran?

2. Milyen hatassal van az SDC4 csendesitése a heparan-szulfat proteoglikdnok és a

miosztatin szintjére?



3. Milyen hatassal van az SDC4 csendesitése és az SDC4/Racl tutvonal a mioblasztok

crer

4. Az SDCH4 altal kozvetitett Racl aktivitas befolyasolja-e a MyoD expressziot, beleértve

a PAK1 és a cofilin aktivitast az izomdifferenciacioé soran?

5. Milyen hatdsa van az SDC4 csendesitésének az aktin nanostrukturara és a kortikalis

aktinra a differencialodas soran? Van-e hatasa a C2C12 mioblasztok rugalmassagara?

6. Van-e valtozas az SDC4 kopiaszaméaban vagy RNS-expresszios szintjében human

rabdomioszarkomaban?

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Sejtkultura és plazmidok

C2C12 egér mioblasztokat stabilan transzfektaltunk SDC4-specifikus ShRNS-t (rovid
hajtii RNS) expresszalo plazmidokkal. A nem transzfektalt sejteket 80% DMEM, 20% FBS-
ben és 50 pg/ml gentamicinben tenyésztettiik. A transzfektalt sejteket 4 pg/ml puromicint
tartalmazé médiumban szelektaltuk. A differencialtatashoz 2% 16szérumot tartalmazo
médiumot hasznaltunk. Az RD human rabdomioszarkéma sejteket 90% DMEM-ben, 10%
FBS-ben és 50 pg/ml gentamicinben ndvesztettiik.
3.2. Kisérleti allatok
érdekében a kigyomérget, notexin (Notechis scutatus scutatusbol) tartalmu injekciot adtunk be
az izom teljes hosszaban (20 pug notexin 200 pl 0,9%-0s NaCl-ban). Az izmokat a sériilést
kovet6 0., 1., 3., 4., 5., 7., 10. és 14. napon altatasban eltavolitottuk (n = 4 minden csoportban).
Minden allatkisérletet a Csongrad Megyei Allategészségiigyi és Allategészségiigyi Ellendrzé
Intézet engedélyével végeztiink.
3.3. QRT-PCR vizsgalat

A QRT-PCR-hez teljes RNS-t izolaltunk a C2CI12 sejtvonalakbol és reverz
transzkripciot végeztink (3 minta minden sejtvonalbol). A TaqMan probak [SDCL:
MmO01275869_m1, SDC2: MmO04207492_m1, SDC3: Mm01179833 ml, SDC4:



MmO00488527_m1, glipikan-1  (Gpcl):  MmO01290371 ml, perlekan  (Hspg2):
Mm01181173 g1, miosztatin (Mstn): Mm00440328_m1, HPRT: Mm03024075_m1; mind a
ThermoFisher Scientific-t61] és a TagMan Master Mix (Roche). Az egyéni kiiszobciklus (Ct)
értekeket a HPRT Ct-értékeire normalizaltuk. A relativ génexpresszids szinteket log2-
aranyként mutattuk be.
3.4. Gélelektroforézis és immunblot

A sejteket 1 mM NaF-fel és proteaz inhibitor koktéllal kiegészitett RIPA pufferben
lizaltuk. A soleus-izmokat 50 mM Tris-HCI pH 7,6, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, 1 mM NaF,
1 mM Na3VO4 és proteaz inhibitor koktélt tartalmazo pufferben homogenizaltuk, majd a pellet
eltavolitasahoz 13 000 fordulat/perc fordulatszamon 5 percig 4°C-on centrifugéltuk.
majd azonos mennyiségli fehérjét poliakrilamid gélen futtatunk, majd ezt kdvetden Protran
membranokra blottoltuk. A membranokat primer egér/nytl antitestekkel inkubaltuk, majd a
megfeleld torma-peroxidazzal konjugalt anti-IgG maésodlagos antitestekkel inkubaltuk, a
peroxidaz aktivitdst kemilumineszcencia eljarassal vizualizaltuk. A jelintenzitast a
QuantityOne szoftverprogram segitségével szamszerisitettiik.
3.5. Racl aktivacios vizsgalat

A 70-80%-ban konfluens sejtkultiarakat Mg?* tartalmu lizispufferrel és proteaz inhibitor
koktéllal lizaltuk. Ezutan a lizatumokat centrifugaltuk (14 000 x g 5 percig 4°C-on), a feliiluszot
leszivtuk, majd eltavolitottuk a pelletet. Az aktiv Rac1-GTP kimutatdsdhoz a Racl Activation
Magnetic Beads Pull-down Assay-t alkalmaztuk a gyarto ajanlasai szerint.
3.6. Racl GTPaz gatlas

A Racl aktivitast NSC23766 trihidrokloriddal géatoltuk a mioblaszt differencialodas
soran. A sejteket 6 lyukti lemezekbe (1,8 x 10° sejt/lyuk) proliferald tapfolyadékba tettiik, majd
50 uM NSC23766-ot tartalmazo differencialo tapfolyadékba helyeztiik at, és a tapfolyadékot 2
naponta cseréltik.
3.7. A sejtek fluoreszcens jelolése és a szovetmintak hematoxilin és eozin festése

A desmin immunfestéshez a differencialodas 5. napjan 4%-0s paraformaldehiddel
fixaltuk a miotubulusokat, majd 5 perces permeabilizalas utan 0,1%-0s Triton X-100-mal PBS-
ben, a mintakat 0,1%-o0s szarvasmarha szérumalbuminban (BSA) PBS-ben blokkoltuk. A
differencialt miotubusok festéséhez a mintakat egy éjszakan at egér anti-desmin primer
antitesttel inkubaltuk 4°C-on, majd 20 percig egér-ellenes Alexa Fluor 488 konjugalt
masodlagos antitesttel inkubaltuk. A sejtmagokat Hoechst 33258-mal festettiik.



Az aktin filamentumok vizualizalasahoz a miotubokat 4%-os paraformaldehiddel
fixaltuk, majd 0,9% Triton X-100-at és 4% BSA-t tartalmazo PBS-szel inkubaltuk 30 percig.
Ezutdn a mintdkat Alexa-647-konjugalt falloidinnal jeldltiik. A Hoechst 33258-mal torténd
nukledris festést kovetden a mintdkat azonnal feldolgoztuk dSTORM ¢és konfokalis képalkotas
céljabol. A kontroll és a regeneral6do soleus izmok fagyasztott metszeteit (10 um) 5 percig
acetonban rogzitettiik, majd hematoxilinnal (0,1%) és eozinnal (1%) festettiik.

3.8. Miotubulus vizsgalat

A desmin- és Hoechst 33258-mal festett mintdkrol fluoreszcencens felvételeket
készitettlink Nikon Eclipse Ni-U fluoreszcens mikroszkoppal, 10x objektivvel (Nikon FI Plan
Fluor 10%, DIC N2, NA = 0,30), és a Digimizer képelemzd szoftverrel elemeztiik. A
aranyaként hatdroztuk meg. A fuzios index értékét ugy kaptuk meg, hogy a desmin-pozitiv
miotubulussokhoz tartozé sejtmagok szamat elosztottuk az §sszes megszamlalt sejtmaggal. Az
egyes miotubusok teriiletét és hosszat is szamszerusitettiik.

3.9. Konfokalis mikroszkopia

A konfokalis képeket a Nikon Eclipse Ti-E mikroszkdphoz csatlakoztatott Nikon C2+
konfokalis pasztazofejjel készitettiik. A konfokalis és a szuperrezoliicios dASTORM-képeket a
kisérletek soran egymads utan, ugyanazon mikroszkop objektiv (Nikon CFI Apochromat TIRF,
NA=1,49, X100) hasznalataval készitettiik, hogy minimalizaljuk a térbeli sodrodast és
csokkentsiik a képregisztracios problémakat. A beallitas és az adatgy(ijtés folyamatat a Nikon
NIS-Elements 5.02 szoftverrel végeztiik, a rogzitett képeket pedig utdlag Imagel-Fiji
(https:/fiji.sc/) programban dolgoztuk fel. A 405 és 647 nm-en miikodd 1ézerek hullamhosszat
¢s teljesitményét a Nikon Laser Unit segitségével allitottuk be.

3.10. dSTORM mérések

A szuperfelbontast kozvetlen sztochasztikus optikai rekonstrukcios mikroszkopids
(dSTORM) meéréseket egy Nikon Eclipse Ti-E vazon alapuld, egyedi készitési inverz
mikroszkopon veégeztik. Az EPI-fluoreszcens megvilagitast 647 nm-es gerjesztési
hulldmhosszon alkalmaztuk (2RU-VFL-P-300-647-B1, Pmax = 300 mW). A lézer intenzitasat
a mintasikon 2-4 kW/cm2 -re allitottuk be, és egy akuszto-optikai hangolhatd sziirdvel
szabalyoztuk. A dSTORM-kisérleteket GLOX pufferben végeztik, ¢és a mintat
mikroszkoplemezre helyeztiik.

3.11. Kortikalis aktin vizsgalata
A kivalasztott strukturak lokalizacids informacidit a rainSTORM program a "Export box

section" eszkozzel exportalta a MATLAB R2018b-ben irt IFM Analyzer kodba. Az IFM



Analyzer kodot eredetileg az indirect repiildizom szarkomer dSTORM képek mennyiségi
értékelésére fejlesztették ki. Ugyanezt a kodot hasznaltuk a jelen tanulményban az epitop
eloszlési informacidk nyers lokalizacids adatokbol valo lekérésére és a kortikalis aktin kotegek
sz¢élességének meghatarozasara.
3.12. Szkeletonizacio

Egy tovabbi MATLAB-kodot irtunk a szuperfelbontdsu képek szkeletonizalasara és az
aktin filamentumok elagazasainak szamanak és hosszdnak meghatarozasara. E16szor a képeket
binarizaltuk Otsu moddszerének kiiszobérték-erdsitésével vagy az Imagel-Fiji segitségével
manualisan beallitott kiiszobértékkel. A képeket egy 2D-s Gauss simitd kernellel sziirtiik 3-4
pixeles (60-80 nm) standard eltéréssel, hogy homogenizéljuk a pixeles képeket, majd ismét
binarizaltuk 6ket Otsu modszerével. A binaris képek szkeletonizalasara, valamint az agszamok
¢s az aghosszok kiszamitasara beépitett MATLAB fiiggvényeket (bwskel) hasznaltunk
(bwmorph és bwdistgeodesic). A rovid dgakat kihagytuk a szdmitasbol (a minimalis 4gméretet
120 nm-re allitottuk be).
3.13. Atomeré-mikroszkopia

A sejteket (minden tipust) iiveg feddlap feliiletén tenyésztettiik. A fed6lemezeket a
tapfolyadék cseréje utan a mikroszkép fiitdkamraba szereltiik egy szabvéanyos livegfenekil
milanyag Petri-csészébe, és a mérések alatt 37 °C-on tartottuk. A rugalmassagi térképeket
NTegra Spectra atomerd-mikroszképpal rogzitettilk, amelyen a Nova Px 3.4.1 meghajto
szoftver futott, és amelyet egy [X73-as forditott optikai mikroszkop tetejére szereltiink a kezdeti
pozicionalas megkonnyitése érdekében. A kisérletek elétt minden cantilevert kalibraltunk a
Sader-mddszer alapjan. A rugalmas paramétereket a Hertz-modell segitségével szamoltuk ki a
meghajto szoftver segitségével.
3.14. Rabdomioszarkomas esetek és genomikai adatkészletek

A 199 betegtdl gylijtott minta genomikai adatait a kdvetkez6 harom adathalmaz-
forrasbol allitottuk Ossze: a Nemzeti Rékintézet, a Children's Oncology Group €s a University
of Texas Southwestern (UTSW). Az archivalt betegmintdk genomikai elemzését az UTSW
Orvosi Kdzpontban végezték az intézményi feliilvizsgalati bizottsag jovahagyasaval (STU
102011-034). Az eredeti genomikai adatokat a dbGAP adatbazisban helyezték letétbe
phs000720 hozzaférési szammal.
3.15. Genom szekvenalas, kopiaszam és génexpresszios adatok elemzése

A teljes genom ¢és a teljes exon szekvenalasi leolvasdsokat a humdn referencia
genomhoz (hg19) igazitottuk, és a szomatikus fehérjéket megvaltoztato mutaciokat a Genome

Analysis Tool Kit segitségével azonositottuk. Az SNP-tomboket a Nexus BioDiscovery



szoftverben implementalt SNP-FASST szegmentalo algoritmus segitségével dolgoztuk fel. A
szignifikansan megvaltozott CNV-ket a GISTIC moddszerrel vizsgaltuk, a statisztikai
szignifikancia meghatdrozdsdhoz 0,25-06s alapértelmezett q-értéket hasznalva. A
génexpressziods adatokhoz az RNS-t a gyart6 ajanlasainak megfeleléen az Affymetrix Exon 1.0
ST array platformjaval dolgoztdk fel. A CEL-fajlokat az R/BioConductor segitségével
elemeztiik robusztus multiarray atlag normalizalassal és egyéni PERL szkriptekkel.
3.16. Statisztkai analizis

A statisztikai elemzéseket a GraphPad Prism 6 szoftverrel, Student's t-probaval és egy-
utas ANOVA-val, valamint Sidak és Newman-Keuls poszthoc-teszttel végeztik el az
egyenrangl parok Osszehasonlitasara. Minden értékelt adatot atlag + SEM-ben fejeztiink ki. p

< 0,05 a statisztikai szignifikanciat jelolte.

4. EREDMENYEK

4.1. SDC4 és a miosztatin expressziéja in vivo mioblaszt differencialédas soran

Az  izomregenerdci® mesterségesen  eldidézhetd a  kigyoméreg notexin
befecskendezésével. Gyorsan indukalja a mionekrézist, és mivel nem befolyasolja a szatellita
sejteket, a szovet regeneracidja kovetkezik be. A Western blot kisérletek az SDC4
expresszidjanak atmeneti felszabalyozdsat mutattdk ki a proliferacidos fazis soran, és

egyidejiileg alacsony érett miosztatint és magas promiosztatint.

4.2. Az SDC4 csendesitése befolyasolja a heparan-szulfat proteoglikanok és a miosztatin
szintjét

Az SDC4 csendesitése felszabalyozta az SDC3 és SDCI szintjét, és enyhén ndvelte az
SDC2 transzkriptek mennyiségét. A heparan-szulfat proteoglikdn glipikan-1 és perlekan
gyenge felszabalyozast mutatott az SDC4 csendesitését kovetden. A miosztatin mRNS szintje

megndtt az SDC4 csendesitett sejtekben, ami a shSDC4#1 sejtvonalban jelentds volt.

rrrrrr

Kivalo in vitro modell all rendelkezésre az izomdifferencialédas tanulmanyozasara,

mivel az egér C2C12 mioblasztok proliferald6 médiumbdl alacsony szérumtartalmt f0zids



médiumra valo attelepitése tobbmagvi, miozint expresszald miotubulusok kialakulasat
indukalja. Az SDC4 expresszidja fokozatosan csokkent a C2C12 egér mioblasztok 5 napos
differencialodésa sordn, €s a proliferal6 mioblasztok magasabb SDC4 szintet mutattak, mig a
differencialt miotubulusok alacsonyabb SDC4 szintet mutattak. A Myf5 expresszidja az 1.
napon mutatott csucsot, mig a MyoD ¢és a desmin expresszioja folyamatosan emelkedett, ami a
mintak megfeleld differencialodasat jelezte.

A reprezentativ immunoblotok azt mutattdk, hogy mind a MyoD, mind a MyoG
expresszioja korabban megndtt az SDC4 csendesitett sejtekben a differencidlodas soran. A
dezminnel festett reprezentativ képek a miotubulusok szamaban ¢és alakjaban mutattak
kiilonbségeket az SDC4 expresszidjanak csendesitése utan, ahol az SDC4 csendesitett sejtek
sokkal hosszabb és terjedelmesebb miotubulusokat képeztek, mint a kontroll sejtvonalak sejtjei.
A differenciacios index és a fuzids index jelentés ndvekedését tapasztaltuk mindkét SDC4
csendesitett sejtvonalban. A magszam-clemzés kimutatta, hogy a sejtmagok szama a
miotubulusokban jelentdsen megnétt az SDC4 csendesités utan. Az SDC4 csendesitett
miotubulusok tobbsége 3-5 vagy >5 sejtmagot tartalmazott, mig a kontroll sejtvonalak
elsdsorban 2 sejtmagot tartalmaztak miotubulusonként, ami arra utal, hogy az SDC4 csendesités
részt vesz a mionuklearis akkumulacioban a miotubulus kialakulasanak eldsegitése érdekében.
Ezen tilmenden a miotubulusok teriilete és hossza is nagyobb volt az SDC4 csendesitett

sejtvonalakban.

4.4. A Racl aktivitas sziikséges az SDC4-csendesitett sejtek fokozott fuziojahoz
Eredményeink azt mutattak, hogy az SDC4 expresszidjanak csendesitése megnovelte a
Racl-GTP mennyiségét. Megfigyeltiik, hogy mind a foszfo-PAK1(Thr423)/PAK1, mind a
foszfo-kofilin(Ser3)/kofilin aranyok emelkedtek az SDC4 csendesitett sejtekben. Mivel az
SDC4 csendesités megnovelte a Racl-GTP szintet, valamint a PAK1 és a cofilin
foszforilacigjat, ezutan megvizsgaltuk a Racl gatlas hatasat a mioblaszt differencialodasra az
SDC4 expresszio csendesitése utan. Reprezentativ, dezminnel festett fluoreszcens felvételek jol
abrazoljak, hogy az NSC23766-kezelés gatolta a miotubulusok kialakulasat mind a kontroll,
mind a csendesitett sejtekben, annak ellenére, hogy a dezmin kifejez6dott. Tovabba, az
NSC23766 adagoldsa megsziintette a MyoD expresszié novekedését, valamint a foszfo-
PAK1(Thr423)/PAK1 ¢és a foszfo-kofilin(Ser3)/kofilin aranyok ndvekedését az SDC4

csendesitett sejtekben.



4.5. A Tiaml, a foszfo-PAK1 és a foszfo-kofilin szintje fokozatosan csokken az in vitro és
in vivo miogenezis soran.

A C2C12 sejtek 8 napos differencialodési idészaka alatt a magas Tiaml szint az 5. nap
utan folyamatosan csokkent. A Racl-effektor foszfo-PAKI1 és foszfo-kofilin mennyiségét is
értékeltiik, és megfigyeltiik, hogy a differencidlodas korai szakaszéban, a 2. naptol kezdve
intenziv novekedést mutattak, amit az 5. naptol kezdve a foszfo-PAK1 (Thr423) szintjének
csokkenése kovetett. A foszfo-PAK1 szintekkel 6sszhangban a foszfo-kofilin (Ser3) szintjei is
ugyanezt a mintazatot mutattak. Mind az in vitro differencialédas, mind az in vivo vazizom
regeneracio soran a Racl aktivator Tiam1 szintje, valamint a Racl-affektor PAK1 és kofilin
foszforilacigja atmenetileg megemelkedett. Ezek a ndvekedések az aktinhdlozat intenziv

atalakulasat eredményezhetik a miotubulusok kialakulasa soran.

4.6. Az SDC4 expressziojanak csendesitése befolyasolja az aktinhalézat nanoszinti
szerkezetét azaltal, hogy noveli a kortikalis aktin vastagsagat és az elagazasok szamat.

Kimutattuk, hogy az SDC4 befolyasolja a Racl aktivitasat a mioblasztokban, amely az
aktin atrendezddés kulcsfontossagl szabalyozdja. Tekintettel az SDC4 ezen fontos szerepeire
az aktin citoszkeleton szervezddésében, az SDC4 expresszidjdnak csendesitése utan nyomon
kovettiik az aktin nanoszerkezetének valtozasait a differencialodas soran. Az SDC4 csendesitett
sejtvonalak a differencialodas sordan a kontroll sejtekhez képest szignifikdnsan vastagabb
kortikalis aktint mutattak, és az értékelés a csendesitett sejtvonalak kortilbelil 50%-0s
kiszélesedését jelezte a nem transzfektalt és a kevert szekvenciat tartalmazo sejtvonalakhoz
képest.

Az aktinhdlozat elagazd szerkezetének nanoméretli elemzéséhez a 3 napos,
mononuklearis differencialt, de még nem fuzionalt mioblasztok dASTORM-képeit pixelizaltuk
¢és binaris képekké alakitottuk at. Az elemzés az elagazasok szdmanak és a normalizalt
elagazdsszamnak a novekedését mutatta ki az SDC4 csendesitett sejtekben. Az egyes agak
atlagos hossza azonban révidebb volt a kontroll sejtekhez képest. Az aktin citoszkeleton ezen
véltozasai egy kompaktabb aktinhalozatot eredményezhetnek, amely eldsegiti az SDC4

Eredményeink szerint a sejttenyésztd médium szérumtartalma (20% FBS vs. 2%
l6szérum) befolyasolta a C2C12 sejtek aktin nanoszerkezetét. A szérumtartalom
csokkentésével az aktin citoszkeleton egyes againak hossza minden sejtvonalban csokkent. Az
SDC4 csendesitése szintén csokkentette az dgak hosszat a szérumtartalomtol fiiggetleniil. A

magas szérumtartalom hatasara az SDC4 csendesitett sejtekben az aktin nanoszerkezet



kevesebb elagazast eredményezett, mig a csendesitett sejtek elagazdsainak szama a

kontrollokhoz képest nétt a szérumesdkkentett kozegben.

4.7. Az SDC4 expresszidjanak csendesitése csokkenti a miotubulusok rugalmassagat
Tekintettel az SDC4 aktin citoszkeleton atalakitasaban betoltott szerepére, feltételeztiik,
hogy az SDC4 befolyasolhatja a sejtek rugalmassagat. Ezért a kovetkezOkben azt vizsgaltuk,
hogyan valtozik a sejtek rugalmassaga a fzi6 sordan az SDC4 expressziojanak csendesitése
utan. Az SDC4 expressziojanak csendesitése tehat csokkenti a sejtek rugalmassagat, azaz ezek
a sejtek a citoszkeletalis szerkezetben megfigyelt valtozadsokkal 6sszhangban keményebbek,

mint a kontroll sejtek.

4.8. Az SDC4 génamplifikacidja és fokozott expresszioja human rabdomioszarkémaban

Az SDC4 mioblaszt differenciacioban betoltott szerepérdl szolo jelenlegi tanulmanyunk
alapjan és figyelembe véve az SDC4 ismeretlen szerepét a rabdomioszarkémaban,
megvizsgaltuk az SDC4 génamplifikacidos és -vesztési események jelenlétét humén
rabdomioszarkoma mintdkban. A kopiaszam-elemzés szerint az SDC4 nagymértékben
amplifikalodott a rabdomioszarkémaban, kiilondsen az FNRMS-ekben, mivel a genomikai
elemzések a fuzid negativ tumorok 28%-aban mutattak ki kopiaszam-amplifikacios
eseményeket. A 49 FPRMS-beteg koziil 6 esetben mutattak ki az SDC4 erdsodését, de egyik
esetben sem mutattak ki az SDC4 elvesztését; ugyanakkor a 150 FNRMS-eset koziil 42 esetben
mutattak ki az SDC4 er6sodését, 1 esetben pedig az SDC4 elvesztését. Az mMRNS-szekvenalasi
adatok alapjan az FNRMS-eseteket az FPRMS-esetekhez képest fokozott SDC4 mMRNS-
expresszio kisérte, ami arra utal, hogy az SDC4 az FNRMS-ben a tumorgenezist elésegitd
potencialis tumor driver génje lehet.

Az RD-sejtekben megfigyelt magas SDC4-expresszidé Osszhangban van az SDC4
FNRMS-tumorokban megfigyelhetd kopiaszam-amplifikaciojaval ¢és magas mRNS-

expressziojaval.



5. OSSZEFOGLALAS ES KONKLUZIO

A vazizom sériilését kovetd regeneracid soran a nyugalmi szatellita Ossejtek
aktivalodnak, proliferalédnak, mioblasztokka differencidlédnak, majd tobbmagvu
miotubulusokka fuzionalnak. Az irodalombol ismert, hogy a vazizomzat morfologiaja és
regeneracioja karosodott az SDC4 transzmembran proteoglikdn génkiiitott egerekben, de nem
tisztazott, hogy az SDC4 hianya hogyan vezet az izomregeneracio zavarahoz. Tovabba a fzi6

negativ rabdomioszarkdémak molekularis hattere is kevéssé ismert.

A jelen dolgozat uj eredményei a kévetkezokben foglalhatok dssze:

1. Megfigyeltiik, hogy az SDC4 expresszidja a regeneracio korai szakaszaban megndvekedett.
A regeneracio soran a dominans miosztatin forma az éretlen promiosztatin volt, amely a

regeneracio 4. napjan mutatta a legmagasabb expressziot.

2. Kimutattuk, hogy az SDC4 csendesitése felszabalyozta az SDC3 és SDC1 szintjét, és enyhén
novelte az SDC2 transzkriptek mennyiségét a C2C12 sejtekben. A heparan-szulfat
proteoglikan glipikan-1 és perlekan gyenge upregulaciot mutatott az SDC4 csendesitését

kovetden. A miosztatin mRNS szintje megndtt az SDC4 csendesitett sejtekben.

csendesitett sejtek sokkal hosszabb és nagyobb teriiletit miotubulusokat képeztek, mint a
kontroll sejtvonalak sejtjei. A sejtmagok szama a miotubulusokban jelentésen megnétt az

SDC4 csendesités utan.
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A Racl gatlasa (NSC23766-tal) mind a kontroll, mind a csendesitett sejtekben megsziintette
a miotubulus képzoédést. Ugyancsak megsziint a MyoD expresszio novekedése, valamint a
foszfo-PAK1(Thr423)/PAKI1 és a foszfo-kofilin(Ser3)/kofilin aranyok novekedése az SDC4

csendesitett sejtekben.



5. Az SDC4 expresszidjanak csendesitése novelte a Racl-GTP mennyiségét a mioblasztokban,
¢s mind a foszfo-pAK1(Thr423)/PAK1, mind a foszfo-kofilin(Ser3)/kofilin aranyok

emelkedtek.

6. A Tiaml, a foszfo-PAKI1 és a foszfo-kofilin szintje fokozatosan csokken az in vitro és in

VIVO miogenezis soran.

7. Az SDC4 expresszidjanak csendesitése befolyasolja az aktinhaldzat nanoszintli szerkezetét
azaltal, hogy noveli a kortikalis aktin vastagsagat és az clagazasok szamat, valamint
csokkenti a miotubulusok rugalmassagat. Ez magyarazhatja az SDC4 csendesitett sejtek
megndvekedett fuzios kapacitasat, és igy a fizid6 mechanikai alapjanak biztositdsdban

betoltott szerepét.

8. Az SDC4 génamplifikacié a human fzidé negativ rabdomioszarkéma tumorok 28%-aban
volt megfigyelhetd, és az RNS-szekvendlasi adatok alapjan fokozott SDC4 expresszioval
jart egyiitt. Vizsgalatunk arra utal, hogy az SDC4 tumor driver génként szolgalhat a

rabdomioszarkoma tumor kialakuldsanak eldsegitésében.
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KOSZONETNYILVANITAS

Szeretnék koszonetet mondani mindazoknak, akik segitettek a doktori tanulmanyaim
rogos utjan, timogatasukért, hasznos tanacsaikért és szeretetiikért.

MindenekelStt szeretnék koszonetet mondani Dux Laszlé Professzor Urnak, a
Multidiszciplinaris Doktori Iskola vezetdjének €s a Biokémiai Tanszék korabbi vezetdjének,
valamint Csont Tamasnak, a Biokémiai Tanszék vezetdjének, akik az elmult években
lehetdséget biztositottak szamomra, hogy az Intézetben dolgozhassak.

Halas vagyok témavezetdmnek, Dr. Keller-Pintér Anikonak batoritasaért, tamogatasaért
¢és szakmai Gtmutatasaért. Azért, hogy nem pusztan szakmai kérdésekben nyujtott segitséget a
doktori éveim alatt.

Ko6szondm tovabba tarsszerzOimnek, Varga Danielnek, Erdélyi Miklésnak a dASTORM
felvételeket, Végh Attila Gergelynek az AFM méréseket, valamint Ning Liunak, Xue Xiaonak
¢s Lin Xunak a rabdomioszarkoma esetek genomikai adatelemzését.

Szeretnék koszonetet mondani Kocsis Tamasnak, Gaspar Renatanak és Dedk Ferencnek
az els6 években nyujtott Onzetlen segitségiikért.

Oszintén koszonom kis laboros csaladom jelenlegi és volt tagjainak, Radi Erzsébetnek,
Makrané Felhé Zitanak, Engi Ildikonak, hogy mindig csaladias 1égkort biztositottak szamunkra.
Kohler Zoltan Martonnak, Becsky Danielnek, Szalenko-Toékés Agnesnek, Petrilla
Annamarianak, Szenci-Kaszas Balazsnak, Fazekas Szuzinanak, Téth Evanak, So6ja Andreanak,
Demjan Viragnak és Toth Enikonek.

K06szonom tovabba a Biokémiai Tanszék minden munkatarsanak, Bodnar Tiindének és
Ocsovszki Imrének az adminisztrativ €s technikai munkéjukat.

Kiilon szeretném kifejezni szivbdl jovo 6rok halamat csalddomnak és paromnak a
kimerithetetlen szeretetiikért, timogatasukért és tiirelmiikért, amely nélkiil ez az értekezés nem
johetett volna létre. Az értekezésem szeretném nekik és szeretett nagymamamnak, Farkas

Piroskéanak ajanlani.



