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1. Roviditésjegyzék

BSE — bundle sygnaling element

Ca*" - kalcium ion

COX - ciklooxigenaz

CYP4F3 — cytochrome P450 family 4 subfamily F member 3 (citokrom P450 4. csalad F
alcsalad 3. tagja)

DNM2 — Dynamin 2

DRP1 — Dynamin-related protein 1 (Dynamin kapcsolt fehérje
1)

EMT — epithél-mesenchimalis atalakulas

ER - endoplazmatikus retikulum

FBLIM1 — filamin kot6 LIM fehérje 1

GED — GTP-az effektor domén

IF — intermedier filamentum

KO — knock out (kiiités)

KRT13 —keratin 13

KRT19 — keratin 19

INCRNS — hosszt nem kodoldo RNS

LOXL1-AS1 — lysil oxidase-like 1-antisense 1 (lizil oxidaz-szer(i 1 antiszensz 1)
MD — middle domain (k6zépsé domén)

NGS — Uj generacios szekvenalas

PCR — polimeraz lancreakcio

PH — pleckstrin homolog

PIP2 — foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat



PKA — protein kinaz A

PRD — prolin felismer6 domain

PTC — szemdlcsos pajzsmirigyrak

RIN — RNS integritasi szam

RT-PCR —valos ideji PCR

SARG - specifikus androgén-szabalyozott gén
SDS-PAGE - natrium-dodecilszulfat poliakrilamid gélelektroforézis
SERM - szelektiv 6sztrogénreceptor modulator

SH3 — Src homolog 3

SIRNS — kis interferald RNS

TMEM139 — transzmembran fehérje 139
TMEMA45A — transzmembran fehérje 45A

TNNC1- troponin C 1

VEGF-C — vaszkuléris endothél ndvekedési faktor C

VEGFR-3 — VEGF receptor



2. Bevezetés

2.1. ADNM2 fehérje funkcioja, szerkezete

A Dynamin 2 (DNM2) a nagy GTP-azok csaladjaba tartoz6 100 kDa tomegd, relativ
alacsony GTP affinitasti fehérje. mely a fehérjecsalad tobbi tagjara is jellemz6en membran
fisszidban és fuzidban, a citoszkeletalis dinamikaban, valamint a klatrin medialta endocitozisban
vesz részt (Trochet & Bitoun, 2021). A Dynamin szupercsalad fehérjék (DSP) koziil a Dynamin
1 (DNM1) az idegsejtekben, a DNM2 minden sejttipusban, nagyobb mennyiségben a sziv- illetve
a vazizomzatban (Diatloff-Zito et al., 1995), mig a Dynamin 3 (DNM3) az agyban, szivben,
herékben és a tiidokben talalhato (Cao et al., 1998).

A DNM2 fehérje szerkezetileg 6t doménbdl épiil fel, amelyek az N-terminalistol C-
terminalisig: (1) GTP-4z domén, (2) a kozépsé domén (MD), (3) a pleckstrin homolog (PH), (4)
a GTP-az effektor domén (GED) ¢és (5) a prolinban gazdag prolin-felismeré domén (PRD). A
GTP-4z aktivitdsi domén az N-¢és a C-terminalis végen, valamint a GED C-terminélis hélixe
egylittesen a bundle signaling element-et (BSE) alkotja, ami a GTP-az és a GED, valamint a
MD alkotta Dynamin-szar (stalk) kozotti flexibilis intramolekularis kapcsolatot hozza 1étre
(Zhao et al., 2018) (1. abra).

A MD feltételezhet6en képes aktin megkotésére, a Dynamin-szar részeként szerepe van
a fehérje-fehérje interakciokban, elsésorban a DNM2 fehérje oligomerizaciojaban, ami egy
tobb fehérjébdl allo Dynamin-gytrit hoz 1étre (Ramachandran et al., 2007). A GED az MD-hez
hasonldan része a Dynamin-szarnak, emiatt a fehérje dimerizacidja soran ezen a strukuran
keresztiil a 1épnek egymassal interakcioba a tobbi DNM2-vel. A GED a DNM2 fehérjén beliili
GTP-az aktivatorként pozitivan szabalyozza GTP-4z domén miikddését dimerizacid soran
(Chakraborty et al., 2012).

A PH domén ko6tddik a heterotrimer G-fehérjék Py alegységéhez, valamint a DNM?2 ¢s
a foszfolipid membranok foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat (PIP;) molekulajahoz. E fehérje-
ligandum interakcid megléte noveli a GTP-4z aktivitast, aminek kovetkeztében a DNM2
oligomerizalodik (Achiriloaie et al., 1999).

A PRD domén t6bb Src homolog 3 (SH3) kotd fehérjemotivumot tartalmaz, ami a DNM2
¢és az SH3 doménnel rendelkezd fehérjék kozotti interakcidban jelentds szerepe van. Mivel a
DNM2 az SH3 doménii fehérjék kozvetitésével tud a klatrinburokhoz bekétni, ez elengedhetetlen
a Klatrin burokkal boritott vezikulak célbavételére (Okamoto et al., 1997). A PRD domén

segitségével a DNM2 mikrotubulusokhoz is képes kotddni. Mindkét emlitett esetben, a PRD
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bekotédése GTP-az domén aktivitasat stimulalja (Morita et al., 2010).

A DNM2 doménszerkezete szekvencia szerint

B A DNM2 PH és PRD doménjai intermolekuléris interakciéjuk eredményeképp megvéltoztatjék a

Dimerizacio

MD
GED
|

SH3 doméni fehérjék
PH Mikrotubulusok

ipidmembra

PIP2
Heterotrimer G-fehérjék By alegysége

1. abra: A DNM2 doménszerkezete és funkcidja (Zhao et al., 2018)

2.2. ADNM2 sejtbiologiai szerepe

A DNM2 kozponti szerepet tolt be elsésorban olyan, membran ujraszervezo
folyamatokban, mint a klatrin medialta endocitdzis, a klatrin fiiggetlen endocitézis, caveolin
fiiggetlen endocitozis (John R. Henley et al., 1998), intracellularis vezikula transzport a transz-
Golgi halézat részeként, exocitodzis, makrofagokban fagocitozis (Gold et al., 1999) és a
makropinocitozis. Szerepet jatszhat az aktinszervez0dés szabalyozasaban és az aktin
ujraszervez6désében szamos aktin kot fehérjével vald interakciok segitségével, ezaltal a
citoszkeletalis dinamikéban is részt vehet (Changkyu Gu et al.,, 2010). Mivel a sejtvaz
dinamikaban a DNM2 feltételesen szerepet vallal, aktin és mikrotubulusok miikodésének
szabalyozasaval, igy kozvetett szerepe lehet a mitézisban és a sejtciklus lebonyolitasaban

(Chircop et al., 2011). Funkcionalhat tovabba GTP-az szignal molekulaként a p53 fiiggd
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apoptotikus ttvonalban (Liu et al., 2008).

Klatrin medialta endocitézis kezdeti 1épéseinél a plazmamembrannal az invaginacio
hatasara megemelkedik az allvany- és klatrin adaptor burokfehérjék koncentracidja és a leendd
vezikuldkon fehérjeburkot képeznek a membranon 1évé PIP,-h6z ¢és az integrans
membranfehérjékhez vald bekotéssel. Ezen interakciok kialakulasanak eredményeképp, a
membran bemélyedésével parhuzamosan megkezdédik az aktin polimerizacidja. Az
invaginacio felszinén megndvekszik a klatrinboritottsag, amit pozitiv visszacsatolassal
stimulaljak endocitotikus faktorok és cargo adaptorok. A DNM2 a folyamatosan novekvo
klatrinburkos struktura sziikiileténél rendez6dik, majd aktin nukleacio6 kiséretében, melyben a
Bin, Amfifizin, Ryn (BAR) fehérjék upstream kotédnek a DNM2 PRD-hez. Ez a downstream
helyzetben 1évé DNM2 gyors felhalmozodasat teszi lehetévé a klatrinnal boritott struktura kortil

¢s Dynamin-gytir(it alkotva lehasitja a képz6d6 vezikulat (Ferguson et al., 2009).

Caveolin fiiggd endocitozis soran a DNM2 ¢és az aktin vesznek részt a caveolae lipid
raftok plazmamembranrél valo GTP-fliggd lehasitasaban, amely soran a klatrin medialta
endocitozissal analdég mechanizmus megy végbe. DNM2 funkcidja ebben a mechanizmusban
még nem ismert,ugyanakkor hianya esetén sem caveolae, sem caveolinl nem volt detektalhato

(J. R. Henley et al., 1998).

Citoszkeletalis dinamikaban, ahogyan az endocitotikus folyamatokban is, a DNM2
direkt és indirekt is interakcioba l1ép az aktin filamentumokkal. A DNM2 PRD doménjén
keresztiil aktin szabalyozo fehérjekomplexekkel 1ép kolcsonhatasba, kozvetetten szerepet
jatszik a lamellipodia, membranfodrozodas, invadopodia, podosomia ¢és aktinfarkak
kialakulasaban (Ferguson & De Camilli, 2012). A DNM2 kozvetetten €s kozvetleniil is képes
kotddni az F-aktinhoz, els@sorban membranremodellacidé miatt. Ugyanakkor a kd&tddés
mechanizmusa még nem teljesen tisztazott, viszont a DNM2 aktinnal és annak regulatoraival
valo kapcsolatai segitik a fehérje pozicionaldsat az endocitotikus helyeken (C. Gu et al., 2010).
In vitro a DNM2 képes er6s kolokalizaciora mikrotubulusokkal CMT mutans PH domén,
valamint DNM2 hiany esetén megemelkedik az acetilalt tubulin szintje, ami a fehérje,

mikrotubulusokkal valo interakcioképességét ugyancsak bizonyitja (Tanabe & Takei, 2009).

A DNM2 a fentieken kiviil, a Dynamin-kapcsolt fehérje 1-gyel (DRP1) egyiitt részt vesz
mitokondrialis és peroxiszomalis fzios és fisszids mechanizmusban is, mely soran a DRP1
kdzponti szerepet jatszik annak kezdeti és végsd 1épéseiben. A DRP1 a mitokondrium kiilsé

membranjahoz kot be, majd a DNM2-h6z hasonldan helikélis oligomer gytiriis szerkezetet hoz
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létre. A gytriis oligomer tobb, X-alaki helikalis dimerbdl épiil fel, melyek egyiittesen a
mitokondrialis membran dsszesziikiilését és elvagasat indukaljak. A DNM2 a mitokondrialis
faziéban ¢és fisszidban szabalyozza a DRP1 mikodését, ami 200-300 nm-re csokkent
mitokondrium atmér6 esetében képes az organellumot elvagni, mig a DNM2 40 nm atmér6 alatt
képes a hasitasra, emiatt a végsd hasitast ez utobbi fehérje végzi membran fisszi6 esetén (Kraus

etal., 2021).

-----

A DNMZ2 gén ritka patogén variansai a sejt organizacios zavarat okozzak, melyek foként
az autoszoémalis dominansan 6r6klédd centronukledris miopatia (CNM) és axonalis neuropatia
(CMT2M) hatterében allnak (Zhao et al., 2018). A DNM2 gén patogén variansai altal
meghatarozott CNM Klinikai megjelenése széles spektrumot mutat a sulyos gyermekkori
formaktol a kevésbé sulyos felnéttkori manifesztaciot mutatd esetekig.

Az autoszomalis domindns centronuklearis miopatidk 50%-dban a DNM2 gén
érintettsége felelés (Romero, 2010). Az érintett betegek nagy részénél jellemz6 az arcizmok
gyengesége, a kétoldali ptosis (szemhéjcsiingés) és az ophthalmoparesis. A DNM2- vel
Osszefiiggdé CNM-ben az izombiopszia hipotrofiat és az 1-es tipusu rostok talsulyat a
szarkoplazma kotegek sugériranyu elrendezddését és a centralisan elhelyezkedd sejtmagokat
mutat (Catteruccia et al., 2013).

Jelenleg az irodalomban és az adatbazisokban 33 ismert, az American College of
Medical Genetics (ACMG) besorolasa alapjan patogén vagy valoszinlileg patogén varians
szerepel (2. abra) amelyek foként a MD és PH doménben helyezkednek el (Catteruccia et al.,
2013).
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2. abra: A DNM2 CNM és CMT mutacidinak elhelyezkedése a doménszerkezetben
(Zhao és mtsai., 2018)

2.4. El6zetes eredményeink

A Semmelweis Egyetem Genomikai Medicina és Ritka Betegségek Intézetének
paciensei koziil korabban a DNM2 gén ritka, patogén varidnsat két CNM-ben szenvedd beteg
esetében azonositottak. Egy 59 éves nd esetében a kor 23 éves kordban manifesztalddott,
aminek hatterében a DNM2 gén heterozigota R369W ritka mutansa igazolodott. A csaladi
szegregacios vizsgalat soran ujabb esetet nem talaltunk, édesanyja korabban elhunyt, n6vérének

hasonl6 klinikai tiinetei vannak, de O nem jarult hozza a vizsgalathoz (Gal et al., 2015).

A masik n6i betegnél heterozigdta R465W patogén DNM?2 varians igazolddott. Mindkeét
paciensnél jelen volt axonalis neuropatia, valamint a kiilsd szemizmok bénuldsa is. Az R369W
mutacié esetén kardiomiopatiat, az R465W hordozé paciensnél hallascsokkenést is, valamint

mindkettejiiknél endokrinologiai rendellenességeket is észleltiink (Gal et al., 2015).

Izombiopsziabol végzett miopatologiai vizsgalat soran centralis magokat és COX negativ
rostokat, elektronmikroszkoposvizsgalat soran glikogén akkumulaciot, lipidcseppecskéket és
lekerekitett mitokondriumokat talaltunk (Gal et al., 2015; 5. abra). Mindkét betegnél long-range
PCR segitségével az mtDNS multiplex delécidja igazolodott (4. abra). Az altalunk talalt
mutaciok mindegyike a DNM2 gén kozépsé doménjében lokalizalodik. A két paciens klinikai
tiinetei a 3. tdblazatban keriilt 6sszegzésre (3. tablazat).
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P1

P2

c.1105C>T (p.R369W)

¢.1393C>T (R465W)

Mutico mtDN S multiplex delécio mtDNS multiplex dekécio
Betegség kezdete 23 42
jellegzetes, hosszl, miopatias arc jellegzetes miopatis arc
kétoldali ptozis micrognatia, kis szemek
Neurolgiai tiinetek zom atrofia zom atrofia
oftalmoparézs disartria
relaxacios neheztettség parézis
Perichidtriai inetek enyhe (?epresszi(') enyhe depresszio
memoéria és alvas zavarok
Neurofiziologiai vizsgalat enyhe kognitiv diszfunkci6 n/a
EMG miopatia miopatia
ENG axonalis neuropatia axonals neuropatia
Kardiologiai tiinetek kardiomiopatia -
Fiilészeti eltérések - hallascsékkenés
az izomkban smértékii rostkaliber valtozas,  az izomkban ismértéki rostkaliber valtozas,
Fénymikroszopia Va]ammt centrals és permuklearis festési Va]ammt centralis és perinuklearis festési
mintazat mintazat
COX negativ izomrostok
lipid dropletek megnivekedett mennyisége Iipid droplketek megnivekedett memysége
Elektronmikroszkopia cstkkent szimi és megvillozott akkcd glikogén felhalmozodas

mtermiofibrillaris mitokondriumok

mtramitokondridlis parakrisztallin mkiziok

3. tabldazat: A DNM2 mutdcioval rendelkezé két beteg klinikai fenotipusanak leirasa

DNM2 P1 (R369W)
DNM2 P2 (R465W)

Positive Ctrl
Negative Ctrl

-
b com—
b —
-
-
-
-
-
-
-
-

10 000 bp
8 000 bp

6000 bp
5000 bp
4000 bp
2.500 bp

2000 bp
1500 bp

1000 bp

800 bp

600 bp

400 bp

200 bp

4. abra: A DNM2 betegek mtDNS delécio vizsgalata long-range PCR-rel



B

5. dbra: neuropatoldgiai eltérések a DNM2 R369W mutdcioval rendelkezd betegnél.

A (NADH): szamos izomrostban megfigyelheto, centradlisan elhelyezkedo sejtmag (nyil);
B (COX-SDH): COX negativ és ragged blue rostok (csillag);
C (félvékony metszet): izomrostokban elhelyezkedd centrdlis magvak (nyil);
D: csokkent szamii, lekerekitett mitokondriumok, valamint lipidcseppek figyelhetéek meg

(elektronmikroszkopos metszet). (Gal és mtsai., 2015)

Kutatocsoportunknak a késébbiekben lehetésége volt a DNM2 betegeken tovabbi
mitokondrialis dinamikai utvonalat célzo funkcionélis mérésre a Thomas Jefferson Egyetem
MitoCare Centrumaval, Philadelphia, PA, USA (Prof. Hajnoczky Gyorgy) és az E6tvos Lorand
Tudomanyegyetem Természettudomanyi Kar Embertani Tanszékével (Vellainé Takacs
Krisztina) k6zosen. A MitoCare Centrumban végzett vizsgélatok alapjan elmondhato, hogy a
DNM2 patogén variansokat hordozo betegekbdl nyert primer fibroblaszt sejtekben a
mitokondrialis dinamika ¢és haldzat zavarat talaltuk. A betegbdl szarmazd sejteken a
mitokondriumok a kontrollhoz képest lényegesen nagyobb fragmentaciét mutattak és a
mitokondridlis fizids aktivitdsuk is csokkent, ami vad tipust DNM2 talexpresszié hatasara
rendezédik. Tovabba a DNM2 mutans fibroblasztokon bioenergetikai valtozasokat, mint a

mitokondrialis dinamika valtozasa és intracellularis Ca?*-felvételt nem talaltunk, ezen eltérések
10



tovabbi vizsgalata soran a f6 GTP-azok (MFN1, MFN2 és OPA1) expresszidja nem valtozott,
a kolokalizacios vizsgalatok soran az ER-mitokondrium és a tubulin-mitokondrium
kolokalizacioja a kontrolltol nem tért el (Gal et al., 2018).

Ezen elozetes eredmények utan egy kozos NKFIH palyazat keretében vizsgaltuk a
DNM2 gén pontos intracellularis szerepét, jelen dolgozatban az siRNS géncsendesitett HelLa
sejtvonalon végzett modellkisérleteinket mutatjuk be, melyek Intézetiinkben késziiltek és az

eredmények analizisében, valamint validaciojaban ténylegesen is részt vettem.
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3. Célkitiizés

Jelen vizsgalatban arra kerestiik a valaszt, hogy HelL a sejteken a DNM2 géncsendesités
hatasara milyen génexpresszios valtozasok kovetkeznek be, amellyel magyarazatot szeretnénk

talalni a fentebb kifejtett, mitokondrialis dinamikaban latott sejtbiologiai jelenségre.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. HelL a sejtek tenyésztése

A kisérletek soran HeLa sejteket hasznaltunk, melyeket az ATCC Sejtbankbol (CCL-2,
www.atcc.org) szarmazik. A sejteket 10% FBS (fetal bovine serum) (GIBCO, Life
Technology), 2 mM glutamin (GIBCO, Life Technology) és 100 NE/ml penicillin/streptomicin,
45 g/L glukéz tartalma DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) sejttenyészto
médiumban 5%-0s CO2 inkubatorban 37°C-on tenyésztettiik.

4.2. Géncsendesités siRNS-sel

A DNM2 fehérjék géncsendesitése soran a Hel a sejteket DNM2-specifikus siRNS-ekkel
transzfektaltuk. Kisérleteinkban 3-3 kiilonb6z6 siRNS-t hasznaltunk (s223432, s4212, s4214
(Life Technologies)), a transzfekcié kontrolljaként scrambled (kontroll) siRNS-ekkel
(Silencer® Negative Control #1 siRNS, Life Technologies), valamint liposzoma alapu
transzfekcios reagenst (Lipofectamine RNAMax-ot (Life Technologies)) alkalmaztunk. Az
SiRNS kezelést kovetden a sejteket 72 oran at inkubaltuk, majd a mintakbol RNS-t és azzal

parhuzamosan fehérjét izolaltunk.

4.3. RNS izolalas és RT-PCR

Az siRNS kezelést kovetden 72 oraval a mintakbol RNS-t és azzal parhuzamosan
proteint izolaltunk. Az RNS izolalast QTAGEN RNA Mini kit segitségével a gyarto altal
megadott protokoll szerint végeztiik. Az RNS-t a transzfektalt és kezeletlen HeLa sejtekbdl
izolaltuk, QIAGEN RNeasy Plus Mini Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Németorszag)
segitségével a gyartd utasitasai szerint. Az egyes RNS-ek mennyiségét ¢s RIN-értékét (RNS
integritasi szdmat) QBIT RNS (Thermo Fisher Scientific) és Bioanalyzer RNA 6000 Nano
(Agilent) tesztek segitségével hataroztuk meg.

A cDNS-konyvtar irasahoz sziikséges reverz transzkripciot high Sensitive cDNA
reverse transcriptase kittel (Thermo Fisher Scientific) végeztiik. A kvantitativ real-time PCR
vizsgalatokat TagMan génexpresszios esszek segitségével végeztiik (Thermo Fisher Scientific)
((DNM2 (Hs00974698 _m1), TNNC1 (Hs00268524 m1), KRT13 (Hs01002802_m1), KRT19
(Hs00761767_s1), CYP4F3 (Hs01064978_m1), TMEMA45A (Hs01046616_m1), TMEM139
(Hs00542095_m1), FBLIM1 (Hs05003573 ml) ¢és endogén kontrollként GAPDH
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(Hs02758991 g1)). A génexpresszios valtozast ddCT modszersegitségével hataroztuk meg.

4.4. \Western blot

Western blot vizsgélat sordn a vizsgalandé mintakbdl 40 pg proteint vittiink fel a 12%-
0s SDS-PAGE g¢lre, majd s szeparaciot kovetden ezt nitrocelluléz membranra blottoltuk. A
membranokat blokkolé oldattal blokkoltuk (LI-COR Biosciences), majd az elsédleges
antitestekkel egy ¢éjszakan at inkubaltuk (a kisérletek soran hasznalt antitesteket a 4.
supplementben részletezziik). Az antitesteket IRDye 800 masodlagos antitestekkel (LI-COR
relevans bandeket HSP70 endogén kontrollhoz normalizaltuk. DNM2 - H00001785-M01,
GAPDH MA515738-.

4.5. Transzkriptomanalizis és bioinformatikai analizis

Az RNS szekvenalas soran a konyvtar készités Perkin Elmer reagenssel tortént
NEXTFLEX® Rapid Directional RNA-Seq Kit 2.0. reagens segitségével a gyartd altal
megadott protokoll szerint. Az RNS szekvenalas Illumina NextSeq platformon tortént. Az
RNASeq NGS futast kovetden a bioinnformatikai analizis soran az adaptor trimmelt, mindségi
szlirt (Q>30) read-ek térképezése €s kvantitacidja a BaseSpace RMA Express programjaval
tortént. A differencidl expresszios analizis a R limma-voom modszerrel, (prior sziirés min.
count=3, min. sample=3, TMM normalizacio) tortént.

Els6 1épésként a 3 parhuzamos, nem transzfektalt minta 6sszehasonlitasaval 1étrehoztuk
egy génexpresszios alapvonalat. Ezutan minden egyes DNM2-specifikus SiRNS-sel kezelt
mintat 6sszehasonlitottunk mind a scramble kontroll, mind a kezeletlen mintakkal, majd
késdbbiekben ezeket az értékeket atlagoltuk és erre szamoltuk a varianciat. Az elemzések soran
csak azon gének génexpresszio valtozasait vettiikk figyelembe, amelyek minden vizsgalt

mintanal szignifikansan tértek el az altalunk meghatarozott -1 és +1 log fold change értéktol.
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5. Eredmények

A DNM2 fehérjék elnémitasanak hatasanak vizsgalatahoz a Hela sejteket DNM2
specifikus siRNS-ekkel transzfektaltuk. Mindkét gén esetében 3-3 kiilonboz6 SIRNS-t
hasznaltunk (DNM2-re specifikusan s223432, s4212, s4214, Life Technologies)). A vizsgalatok
kontrolljaként az iires, kontroll (scrambled) siRNS-ekkel (Silencer® Negative Control #1
siRNS, Life Technologies) transzfektalt mintakat és az intakt, nem transzfektalt HeLa sejteket
kiilon — kiilon szerettiik volna vizsgalni. Az siRNS kezelést kovetden a sejteket 72 oran
keresztiil inkubaltuk. Az siRNS hatékonysagat mRNS és protein expresszio szinten real-time
PCR-rel és Western blottal ellendriztiik. Az siRNS kezelést kdvetden 72 draval a mintakbol
RNS-t és azzal parhuzamosan proteint izolaltunk. A transzkriptom analizishez azon mintakat
valogattuk ki, ahol a gén és protein expresszids adatok alapjadn a génkiiités hatékony volt,
valamint az RNS mintdk RIN értéke (RNA integrity number) 7 felett volt. A transzfektalt
mintaink ellenérzését minden parhuzamos kisérlet utan RT PCR-rel és Western blottal
végeztik. Az RNS szekvenalasra kivalasztott mintdink esetében az siRNS géncsendesitett
mintakon a génexpresszios érték a kontroll 10-15%-a volt, mig a protein expresszio szintje 20-
30%-nak bizonyult (6. abra).

Az RNS szekvenalast kovetden a bioinformatikai elemzés soran elsd l1épésként a 3
parhuzamos, nem transzfektalt minta Osszehasonlitasaval 1étrehoztunk egy génexpresszios
alapvonalat. Ezutan minden egyes DNM2-specifikus siRNS-sel kezelt mintat
dsszehasonlitottunk mind a scramble kontroll, mind a kezeletlen mintakkal. Az elemzések soran
csak azon gének génexpresszios valtozasait vettilk figyelembe, amelyek minden vizsgalt
mintanal szignifikans eltérést mutattak. Az elemzések soran csak azon gének expresszios
valtozasait vettiik figyelembe, amelyek minden vizsgélt mintanal szignifikansan tértek el (8.
abra). Ezzel az elemzési modszerrel a DNM2 mintdk esetében csak az FBLIMI1 gén

expressziojanak downregulacidja volt a k6zos variancia (7. abra).
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8. abra: Scambled vs untransfected Hela sejtek expresszios valtozdsa

Ezt kovetden a Lipofectamine RNAMax transzfekcids reagens hatdsanak vizsgdlatara
megvizsgaltuk a szignifikéns valtozasokat a scramble kontrollok és a nem transzfektalt mintak
kozott. Az elemzés eredményeként azt talaltuk, hogy a Lipofectamine RNAMax 332 gén
expresszidjat valtoztatta meg szignifikansan. Ezeket a géneket kizartuk a tovabbi elemzésbdl (8.
abra).

A DNM2 mintak esetében a DNM2 log2 (fold change) -3 alatt volt minden transzkriptom
futtataisban. A DNM2 csendesitett mintadk esetében ezen analizisek utdn Osszesen 203
génvaltozast figyeltink meg, amelyek koziill 12 gén esetében talaltunk nagyon erds
szignifikanciat (9. dbra). Az FBLIM1, KRT13, KRT19, TMEM139, TMEM45A gének részt
vesznek a citoszkeletalis mitkodésben és a traffickingben, igy kozvetett médon modosithatjak a
mitokondrialis dinamikat. A DNM?2 deplécios mintdkban 3 nem karakterizalt fehérje és egy
antiszensz RNS gén expresszidja is szignifikdnsan csokkent. A TNNC1 gén szintén
downregulaciot mutatott. A TNNC1 nagy szerepet jatszik az izommiikddés szabalyozasaban, igy
a talalt expresszios csokkenés Gsszefiiggésben allhat a centronuclearis magok kialakulasaval. A
CYPA4F3 gén expresszidja szintén szignifikansan csokkent. Ez egy monooxidaz, amely részt vesz
a koleszterin és szteroid bioszintézisben. A DNM2-vel vald kapcsolata jelenleg kérdéses. A
szteroid bioszintézis szerepe a mitokondriumokban tehat 6sszefiigg a DNM2-vel és a CYP4F3-
mal. Megjegyzendd, hogy a DNM2-pozitiv betegekben gyakori a tarsuld endokrin
rendellenesség, ami talan a szteroid biogenezis diszfunkcidjaval magyarazhato (10. tablazat). A

fenti gének koziil a 3 nem karakterizalt fehérje és az egy antiszensz RNS gén kivételével minden
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esetben ismételt SIRNS silencinget kovetéen, a transzkriptom NGS futastol fiiggetlen a
génexpresszids valtozasokat real-time PCR-rel TagMan génexpresszios assay-k segitségével
validaltuk. A validalas soran az RNASeq altal downregulaciot mutatd gének expresszidja szintén

csokkent (11. abra).

Tovéabbiakban ezen gének altal kodolt proteinek expressziojanak vizsgalatait Western
blottal és immuncitokémiaval szeretnénk vizsgalni. A késébbiekben a kolokalizacios vizsgalatok
soran szeretnénk tovabb elemezni az immuncitokémiaban talalt DNM2 interakcidspartnereket.

A DNM2 {6 interakcios partnereinek megtalalasaval kozelebb keriilhetink a DNM2 mutaciéval
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9. dbra: a siRNS csendesitett mintak heatmap tipusu expresszios osszehasonlitdsa

soran a 12 magas szignifikanciat mutato génexpresszios valtozast abrazoltuk
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Atlag log2
Geén Megnevezés Variancia fold

Clorfllé 1. kromoszoma 116. nyilt olvasési keret 0,855 -2,039
Cé6orfl132 6. kromoszoma 132. nyilt leolvasasi keret 0,083 -1,487
CYP4F3 citokrom P450 4_csalad F alcsalad 3 1,541 -1,005
DNM2 Dynamin 2 0,053 -3,285
FBLINMA filamin kotd LIM fehénje 1 0147 -1,588
FLJ22447 nem karakierizalt fehérne 0,066 -1,436
KRT13 keratin 13 1,738 -2,536
KRT19 keratin 19 0,64 -1,748
LOXL1-AS1 lizil-oxidaz-szer(l 1 antiszensz RNS 1 0,089 -1,514
TMEM139 transzmembran fehérje 139 0379 -1572
TMEM45A transzmembran fehérje 45A 0,199 -1,505
TNNCA1 troponin C1, lassu oxidativ és szivizom tipus 0,022 -2.311

10. tabldzat: DNM2 siRNS silencing hatasdra magas szignifikancidat mutato gének
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11. abra: DNM?2 siRNS silencing hatasara magas szignifikancidat mutato gének
validalasa RT PCR-ral
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6. Diszkusszio

A DNM2 csendesitett mintdkban az alkalmazott bioinformatikai algoritmust kdvetve,
amely soran egy a scramble siRNS kezelt és a nem transzfektalt HelLa sejtek expresszios
mintazatdnak korrelaltatasaval egy olyan alapvonalat hoztunk létre, amellyel megprobaltuk
minimalizalni a transzfekcios reagens hatasara bekovetkezd génexpresszios valtozasokat. Ezen
elemzéssel 12 gén esetében talaltunk erdsen szignifikans génexpresszids csokkenést.

A magas szignifikanciat mutaté gének koziil 5 gén (FBLIM1, KRT13, KRT19,
TMEM139, TMEM45A) a citoszkeletalis miikodésben és forgalomban vesz részt, igy ezek
befolyasolhatjak a mitokondriumok sejtvaz mentén torténd mozgasat, ezzel kdzvetett moédon a
mitokondrialis dinamikat modosithatjak.

A KRT13 szerkezeti fehérje, mely a nyalkahartya bazalis és intermedier lapham
sejtjeiben, valamint nagy mennyiségben a prosztata tubulus inicidtor sejteiben expresszalodik,
a KRT4-gyel az intracitoplazmas citoszkeleton IF alkotdja, ami a nagy elektronsiiriség
dezmoszoémakon keresztiil kapcsolodnak mas IF-hez, ezzel novelve a sejtek szakitoszilardsagat.
A KRT13 gén kifejez6dését a Ca?*, retinoidok, la, 25-dihidroxivitamin D3, dsztrogének és
szelektiv 6sztrogén modulatorok szabalyozzak (Yin et al., 2022).

A KRTI119 a legkisebb, savas keratin fehérje, mely heterotipikus lancokban bazikus
keratinokkal parositva rendezddik el, eltérd expresszidos mintazatot mutat fejlodé embridban,
érett harantcsikolt izomrostokban és az ektodermalis epithél ssejtekben (Sharma et al., 2019).
Hidnya a sejtvazszervezddésben hibat eredményez, ugyanis KRT19 KO sejtekben az aktin
fesziilt rost kifejezodése szignifikansan csokkent, valamint a mikrotubularis szervezddés is
csokkent (Lam et al., 2020).

A TMEMI139 egy ujabban felfedezett transzmembranfehérje, aminek funkcidja még
nem tisztazott, feltételezhetben a plazmamembranban és a fokalis adhézios helyeken
lokalizalodik. Nem kis sejtes tiidérakban (NSCLC) downregulacioban van, csokkenti annak

metasztatikus potencialjat, mivel direkt interakcioban van az E-kadherinnel és megakadalyozza

crer

crcr
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TMEMA45A egy transzmembran fehérje, hipoxias koriilmények kozott a hipoxia faktor
1 (HIF1) upregulaciojaban, magas expresszaltsaga van az ektodermaban, kapcsolatban all a
transz-Golgihalozattal és az ER-rel, mivel jelentds szerepe van a bér keratinizacidjaban. Hianya
effektus miatt, a mitokondrialis oxidativ foszforilaciot aerob glikolizisre valtja (Schmit et al.,
2019).

Az FBLIMI1 vagy migfilin egy tobb LIM (Lin-11, Isl-1, Mec-3) és egy kozponti,
prolinban gazdag domént tartalmazo fehérje, mely az extracellularis matrix-citoszkeleton kozti
kommunikéci6 soran az aktinnal €s integrinnel is kotédé filaminhoz kétédik a LIM doménnel.
A migfilin fontos szabalyozdja az integrin medialta citoszkeletalis Gjrarendez6désnek, a
sejtalak valtoztatasnak és a sejtvandorlasnak (Tu et al., 2003), valamint szerepe van a

rendelkez6 eseteknél jelentkez6 szivizomérintettségre is (Reumers et al., 2021; Gal et al., 2015).

A TNNCI az izommiikodés szabalyozasdban jatszik f6 szerepet, igy a talalt expresszios
csOkkenés a centronuklearis magok kialakuldsaval allhat Osszefliggésben. A TNNC1
citoszkeletalis fehérje szivizomban jelenlévo izoformajanak N-termindlisa kozel 30 PKA altal
foszforilalhat6 aminosavat tartalmaz, ami a lassu oxidativ és gyors oxidativ izmokban talalhato
izoformékban nincs jelen. A szivizom kontrakcidjaban a bot alak szivi izoforma N-terminalis
szekvencidjanak lehet szerepe, ugyanis annak foszforilacidja eldsegiti a myozin kereszthid és
Ca?*-fiiggd szarkomer aktivaciojat. Diasztolé sordn a fehérje inhibitor régioja és az aktin-koté
helye interaktal az aktin struktaravaltasat, megeldzve az erds aktin-miozin interakciot, ,,Tung
¢s munkatdrsai szerint az inhibitor régid B-hajtiikanyar konformaciot vesz fel aktinhoz kotés
soran”. TNNC1 szabélyoz6 helyéhez Ca?* kotddik, ekkor az inhibitor régi6 és az aktin-koté
hely aktinnal val6 kotédése megsziinik, foszforilacio hidnyaban a Ca®*-affinitasa relativ magas
az N-terminalison (Solaro et al., 2008).

CYP4F3 egy monooxigenaz, mely a koleszterin és a szteroid bioszintézisben vesz részt,
DNM2-vel val6 kapcsolata jelenleg kérdéses, de nem zarhat6 ki annak lehetdsége, hogy a
betegeknél tapasztalt endokrinologiai eltérések ezen dsszefiiggéssel magyarazhatoak. A CYP4F
csaladra jellemz6en szubsztratjaik hossza szénlancu zsirsavak, CYP4F3B az arachidonsavat -
hidroxilacioval 20-hidroxi-eikozatetraénsavva oxidalja. A 20-hidroxi-cikozatetraénsavva
vazokonstriktor és vérlemezke aggregaciot aktival, a CYP4F3B talexpresszidja
kardiovaszkularis megbetegedésekben jatszik szerepet. A CYP4F3A katalizalja a leukotrién B4
o-hidroxilacidjat 20-hidroxileukotrién B4-gyé, ami agyulladasra adott valasz egyik fontos

szabalyozo 1épése (Jarrar & Lee, 2019).
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A harom nem karakterizalt fehérje és egy antiszensz RNS génjeinek expresszidjaban
latott kiilonbség jelenleg erésen kérdéses, megallapitasa tovabbi vizsgalatokat igényel, ugyanis
ezen gének validaciojat jelenleg nem végeztiik el. A lizil oxidaz-szer(i 1 antiszensz RNS 1 (LOXL1-
AS1) egy hossz(i nem kodolo RNS (IncRNS), aminek komolyszerepe van a pseudoexfoliacios
glaukoma (PEXG) kialakulasahoz, korképére jellemz0, hogy egy fehérjeszerti anyag lerakodasat
eredményezi a szem anterior szegmensében, kiilonosképpen a szemlencsénél, mechanikai
sériillést okoz a nem myelinizalt retindlis ganglionok axonjain a latdidegnél, ami azok
apoptozisahoz és késobbi latasvesztéshez vezet (Aboobakar et al., 2017).Az FLJ22447 egy nem
karakterizalt fehérje, aminek génkifejez6dése szignifikansan csokkent,ez is egy INCRNS, ami a
HIF1A gén kozelében helyezkedik el, feltételezhetéen annak expressziojat szabalyozza
(Bahramian et al., 2022). A Clorfl16 a specifikus androgén szabalyozta gén (SARG)
citoplazmatikus fehérjét kodolja, ami eldsegiti a szemolcsos pajzsmirigyrak (PTC) limfotikus
metasztazisat a vaszkularis endotél novekedési faktor C (VEGF-C), vaszkularis endotél
novekedési faktor receptor 3 (VEGFR-3) tengelyen, expresszidja upregulacioban van
androgének altal, ugyanakkornem tartalmaz fehérjemotivumokat, amikkel a funkciét meg
lehetne hatarozni. ,,Parsana és munkatarsai felfedezték, hogy a SARG egy uj EMT gén, aminek
csOkkentett expresszioja dsszefligga tiido-€s prosztatarak gyenge elérejelzésével, ugyanakkor a
pajzsmirigyrakban valo szerepe még mindig nem tisztazott.” (Xu et al., 2022). A C60rf132
(chromosome 6 open reading frame 132) egy méhnyakrak limfatikus metasztazissal kapcsolatos
INCRNS-t kodol, ugyanakkor ennek a transzkriptomnak a funkcidja nem ismert, nem
karakterizalt fehérje expresszalodik és a DNM?2 csendesitett mintdkban kifejez6dése
szignifikansan csokkent (Cheng & Huang, 2021).

A feltételezett citoszkeletdlis modifikatorok proteomikai analizise folyamatban van,
valamint az organellaris markerek €s az egyes fehérjék kolokalizacios vizsgalatat tervezzik.
Kisérleteink soran a DNM2 {8 interakcids partnereinek megtaldldsaval a DNM2 patogén

mutanssal rendelkezé betegek multiplex klinikai fenotipusa jobban megérthetévé valhat és

crer
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12. abra: a DNM2 sSiRNS csendesitése kovetkeztében feltételezetten fellépd mitokondridlis- és

citoszkeletalis dinamikaban torténd valtozasok
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