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Bevezetés

A vazizom regeneracid egy igen intenziven kutatott teriilet,
mivel olyan klinikai és fejlodésbiologiai jelenségek alapjat
képezi, amelyek megismerésével 0j patomechanizmusok,
illetve  terapias  iranyelvek  allithatdak  fel. A
szarko/endoplazmas retikulum Ca®-ATP-iz l-es tipusanak
neonatalis formaja (SERCAI1b) laboratériumunk korabbi
kisérletei alapjan  jelentds szerepet tdlthet be az
izomregeneracioban. A szarko/endoplazmas  retikulum
Ca”-ATP-azok (SERCA molekuldk) szerepe izomban
alapvetéen az  izomrost depolarizacidjat  kdvetben
megndvekedett  citoplazmatikus  Ca**  visszapumpaldsa a
szarkoplazmas retikulumba, ATP felhasznalas terhére. Nem
izom sejtekben a megnovekedett citoplazmatikus Ca®*
eliminacioja ezzel analog modon az endoplazmas retikulumba
juttatassal  torténik.  Vizsgdlataink  kdzéppontjaban a
vazizomban kifejez6dd6 SERCAI1 all, melynek az ,a”
izoformaja adult, gyors izomrostokra, a ,b” tipusa
neonatalis/fejl6dé  izomra jellemzé. Az eddig csak
ragcsalokban igazolt fejlodésfiiggd izoforma-valtas felveti a
SERCAlb  izom-differenciacioban  betoltott  szerepét.
Laboratoriumunk korabbi kisérletei azt mutattak, hogy amikor

a patkany regeneralodd soleus izmat SERCALb SiRNS-t



kifejez6 plazmiddal injektaltak, nem csak a transzfektalt,
hanem valamennyi izomrost keresztmetszeti teriilete és az
izom friss tomege is gyorsabban elérte a normal méretet. A
génterapias kutatasok egyik modszere, hogy a fentihez
hasonldoan idegen gént kifejez6 plazmidot juttatnak
transzfekcioval az izomrostokba, mely altal a regeneracio
folyamata befolyasolhatd. Az emlitett kisérletekhez hasznalt
egyszerli transzfekcids moddszer tényleges hatékonysaga
azonban ismeretlen, csupan az izom injektalasanak helyén
alltak rendelkezésre adatok a transzfektalt rostok viszonylag
alacsony, 1-2%-0s aranyardl. Ezen kiviil arrdl sem volt
informacid a kutatok birtokaban, hogy vajon expresszalodik-e
a SERCA1b a human vazizomban, és ha igen, melyik fejlédési

stadiumban és milyen koriilmények kozott.

Célkitizések

e A SERCAILDb siRNS bejuttatasahoz hasznalt modszer
tényleges transzfekcios hatékonysaganak felmérése az
izom teljes térfogataban, hogy fény deriiljon a
SERCALb silencing autokrin-parakrin  hatasanak

tényleges mértékére



e A SERCAID potencialis szerepének felmérése human
izomban: fehérje és RNS expresszio foetalis és
neonatalis vazizomban

e A SERCAI1D expresszio vizsgalata dystrophids human
izmokban (Duchenne izomdystrophia, dystrophia
myotonica 1-es tipusa, dystrophia myotonica 2-es

tipusa)

Anyag és Mdédszer
Vazizom transzfekcio és regenerdcio

Transzfekcios kisérleteinkhez a patkdny soleus izmanak
regeneraciojat  indukaltuk  sebészi  feltarast  kovetden
intramuscularis notexin injektalassal. Négy nappal a seb
zarasat kovetéen a regeneralodd izmot 20%-os szukrézos
oldatban pEGFP, vagy pDsRed plazmidokkal injektaltuk. A
regenerdcid 11. napjan az izmokat eltavolitottuk, -80°C-on
taroltuk, fagyasztva metszettiik, végil a transzfekcios
hatékonysagot vizsgaltuk. Az utdbbihoz az izmokat hat
megkdzelitdleg egyenld szegmentumra osztottuk, valamennyi
szegmentumbol keresztmetszetek késziiltek, amelyeken a
transzfektalt rostok szdmat fluoreszcens mikroszkép

segitségével kvantitaltuk.



A regenerdlodo izom rosthosszanak meghatdrozdsa

Emlésokben az érett vazizom rostot egyetlen motoros
véglemez idegzi be. Ebben a neuromuszkularis junkcidban
talalhatd acetilkolin észteraz hisztokémiai festése indirekt
modon lehetdséget ad a fejldds, és a normal izom innervacios
mintdzatanak Gsszehasonlitdsara. Ha a mintazat megegyezik,
akkor a regeneraciot kovetden sem alakul ki tobb révidebb

izomrost a regeneralt izom hosszaban, mint a normal izomban.

SERCAIb kimutatas human vazizom mintakbol:

immunhisztokémia, Western-blot, PCR

Human mintainkat a Szegedi Tudomanyegyetem, a Veronai
Egyetem, valamint a Leuveni Egyetem etikai bizottsaganak
engedélyével dolgoztuk fel. Osszesen &t egyedbdl (SZTE)
szdrmaztak post mortem feotalis vagy csecsemd vazizom
mintak a m. biceps brachiib6l, m. vastus lateralisb6l, m.
gluteus maximusbdl és a diaphragmabol. Az izmokbol
fagyasztott metszeteken anti-SERCAlb és anti-SERCAL
antitestekkel immunhisztokémiai vizsgélatokat végeztiink,
majd a mintdk egy részét homogenizaltuk, az izolalt
mitokondrialis-mikroszomalis (6sszmembran) frakciobol anti-
SERCALb, majd anti-SERCA1 ellenanyagokkal Western-
blotot készitettiink. A SERCAla-t és SERCA1b-t egyarant



felismerd kozos primer parral RT-PCR-t  végeztiink
(SERCAla esetén hosszabb, 248 bp-os, SERCAIlb esetén
206 bp-os fragment keletkezett). A belgiumi ill. olaszorszagi
mintak Duchenne-féle izomdystrophiaban, ill. dystrophia
myotonica l-es és 2-es tipusaban szenved6 betegek m.
quadriceps femorisabdl, m. deltoideusabodl, valamint m. tibialis
anteriorbdl  szdrmazd biopszias anyagok, vagy teljes
homogenatumok voltak. melyekb6l a kis mintamennyiség
illetve a mintak 4llapota miatt csak Western-blotot
készitettlink.

Mivel SERCAla antitest készitése az egyetlen SERCALb-t61
kiilonb6z6 molekularészlet, a C-terminalis glicin ellen nem
latszott megbizhatonak, kidolgoztunk egy olyan modszert,
amelyben a tisztin SERCAI1b-t tartalmazd regeneral6do
patkany soleusnak, valamint tisztan SERCAla-t tartalmazo
normal  patkany  soleusnak, illetve ezen  mintdk
homogenatumainak  keverékével bebizonyitottuk, hogy
meghatarozhaté egy ismeretlen Osszetételi minta SERCAla
vagy SERCA1b dominanciaja. Ehhez SERCA1 és SERCA1b
antitestet felhasznalva az adott izom immunhibridizacios
jelintenzitasaibol statisztikai modszerekkel kiszamoltuk a
SERCAI1b/SERCALI hanyadost, s azt viszonyitottuk a tisztan

SERCA1Db-t tartalmazo renegeneral6do soleus



SERCAILL/SERCAL aranydhoz. A szignifikans kiilonbség
elmaradasa esetén valosziniisithetd, hogy a vizsgalt izomban a
SERCALb a dominans vagy a kizarolagos SERCAL1 izoforma,

hasonldan a regeneral6do soleushoz.
Eredmények

Transzfekcios hatékonysag patkany soleusban

A patkany regeneralodo soleus izmat injektaltuk vords, vagy
z0ld fluoreszcens fehérjét (DsRed-t vagy EGFP-t) kifejezo
plazmiddal. A fluoreszcens jelet folyamatos parhuzamos
keresztmetszeteken kovetni lehetett az izom teljes hosszaban.
Mivel a kisérleti modellként hasznalt soleus izom fuziform
jellegii, azaz a rostok az izom hossztengelyével parhuzamosak,
ez a vizsgalat egyuttal teljes képet adott a rostok mentén
tortént transzfekciordl is. Az eredmények szerint a transzgén
kifejezO0dése az injektalas helyétél a rostok végei felé
csokkent. Voltaképpen a transzgén az izom még kisebb
hanyadaban fejez6dik ki, mint azt a transzfekcido helyéhez
kozeli izomkeresztmetszetek alapjan gondolni lehetett.

Indirekt izomrosthossz meghatarozas soran a
neuromuszkularis junkcié helyét jel616 acetilkolin észteraz a
regenerdcio soran is a normal izoméhoz hasonloan

helyezkedett el. Ezzel kizarhatova valt, hogy a regeneraciot



kovetben tobb rovidebb rost toltené ki a normal izomban intdl-

inig huzodo, egész izmon ativel6 rostok helyét.

SERCAI1b expresszio human vazizomban

Foetalis ¢és csecsem6 mintak SERCAIb analizise
immunhisztokémiai, Western-blot, majd PCR modszerekkel
tortént. Osszesen négyféle korai fejlodési stddiumu izmot
vizsgaltam 5  egyedb6l post mortem  mintakon.
Immunhisztokémiai vizsgalatok -kiilonb6z6
antitesthigitasokkal, valtoz6 blokkolokkal tesztelve- azt
mutattak, hogy nem lehetséges specifikus jelet detektalni post
mortem human mintadkon, annak ellenére, hogy a metszetek
alacsony aspecifikus hatteret ado6 fagyasztva metszés
technikajaval késziiltek. Ennek magyarazata az is lehet, hogy a
cadavereket a mintavétel el6tt gyakran napokig 5-8°C kozott
taroltak, ami lehetéséget adott az autoproteolitikus folyamatok
beindulasara. Ellenben a Western-blot modszer, amelyben
ugyanazon izmok microsomalis frakcioit dolgoztuk fel, tiszta,
specifikus jelet adott. Kimutattunk egy erételjes korfiiggd
expresszids mintazatot, amelyben a foetalis, vagy korrigalt
gestatios kor alapjan immaturus mintdink, az anatémiai
értelemben vett vazizmok (azaz: m. biceps brachii, m. gluteus
maximus, m. vastus lateralis) valamennyien kifejezték a

vizsgalt Ca*-pumpa fehérjét. Erett csecsemékben azonban



kizarolag a felndtt tipusu, SERCAla izoforma volt jelen. A
diaphragmak valamennyi vizsgalt human mintabdl kizarolag
SERCAla-t expresszaltak fehérje szinten. A Kkifejlesztett
szemikvantitativ modszerrel SERCA1b és SERCAI1 antitest
felhasznalasaval (SERCAla specifikus antitest hianyaban),
eldonthetd volt, hogy SERCAla vagy a SERCALb a dominans
SERCAI fehérje izoforma az adott izomban. Ennek Iényege,
hogy ismert, tisztan SERCAla-t, illetve tisztan SERCA1b-t
expresszald izmok membran kivonatat, ill. azok ismert aranya
keverékét blotokon immunhibridizaltuk SERCAlb majd
SERCALI antitesttel, majd kiszamoltuk a SERCA1b/SERCA1
hanyadosokat. Az ismert SERCAla-SERCAlb
Osszetételekhez szamolt hanyadosok egy ,kalibracios”
lehetdséget adtak az ismeretlen SERCAla-SERCAlb
Osszetételi mintdink izoforma ardnyainak megbecsiiléséhez.
Az imént emlitett modszert alkalmazva megmutattuk, hogy a
SERCAla a dominans izoforma foetusok/éretlen csecsemdk
vazizmaban. Eredményeink alatdmasztasahoz, ill.
kibévitéséhez RT-PCR-t allitottunk be SERCAL specifikus
primerekkel. Mivel a két RNS kozott alternativ splicing
kovetkeztében csupan egy exon kiilonbség van (a SERCA1L
osszesen 23 exonjabol a SERCALb mRNS-ben hianyzik a 22-
es exon, mig a SERCAla mRNSben az is jelen van), ezért
kozos SERCAL primerekkel lehetséges egyetlen RT-PCR



reakcioban vizsgalni a két izoformat. RT-PCR eredményeink
egybehangzdéan alatamasztottak a Western-blottal nyert
adatokat. Mindezeken til dystrophia myotonica 1-ben (DM1),
dystrophia myotonica 2-ben (DM2), ill. Duchenne-féle
izomdystrophidban (DMD) szenvedd betegek Dbiopszias
mintaibol késziilt homogenatumok elemzése is megtortént
Western-blottal. Kisérleteink egybehangzdan igazoljak, hogy a
SERCAlb DM2-ben a dominans SERCAL izoformaként
expresszalodik, mig DM1-ben és DMD-ben csak a SERCAla
fejezodik ki.

Osszefoglalas

Munkam soran Kimutattuk, hogy az izomregeneracié soran a
SERCAI1D silencingre hasznalt alap transzfekciés mddszer
hatékonysaga az egész izomban az injektdlashoz kozeli
keresztmetszethez képest joval alacsonyabb mértékii, mert az

izomrostok hosszaban csokken.

A SERCAIlb-nek a patkany izomhoz hasonléan, a human
izomfejlédés kezdetén is jelentds szerepe lehet, mivel fejletlen
izmokban fehérje szinten is expresszalodik, azonban eltiinése
(azaz a SERCAla dominanssa valasa) a sziiletés utan korabbra

tehetd, mint azt a ragesalokban tapasztaltak. A vizsgalt human



izombetegségek koziil dystrophia myotonica 2-es tipusdban
kimutattuk a SERCA1Db fehérje jelenlétét a vizsgalt izmokhoz

tart6zo betegek magas életkora (kb. 40 év) ellenére.

Mivel SERCAla specifikus antitest nem hozhatd létre,
munkam sordan olyan modszert fejlesztettiink ki, melynek
segitségével SERCA1b specifikus és SERCAI antitesteket
felhasznalva becsiilhetové valt, hogy a SERCAla vagy a
SERCA1Db a dominansan expresszalt SERCAI izoforma.

Egy tovabbi kovetkeztetés, hogy a specifikus SERCAIlb
antitestiink post mortem human izommetszeteken nem
miitkodik, azonban membran prepardtumbol végzett Western-
blothoz kitinden hasznalhatd. Osszességében a  fenti
eredmények uj teriiletet nyitottak a human SERCAIlb
kutatdsban, felvetve a molekula huméan izomfejlodésben,
valamint dystrophia myotonica 2 patomechanizmusdban

betoltott szerepét.
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