SZENT ISTVAN
EGYETEM

SZENT ISTVAN EGYETEM

Allattenyésztés-tudomanyi Doktori Iskola

Transzgénikus allatmodell eldallitasa és jellemzése hossza QT szindréma vizsgalatara

DOKTORI (PhD) ERTEKEZES

Major Péter

GODOLLO



A doktori iskola megnevezése: Allattenyésztés-Tudomanyi Doktori Iskola

Tudomanyaga: Allattenyésztés-tudomany
Vezetije: Professzor Dr. Mézes Miklos DSc., akadémikus

Tanszékvezetd, egyetemi tanar

Szent Istvan Egyetem,

Mezdgazdasagi- és Kornyezettudomanyi Kar,
Allattudomanyi Alapok Intézet,

Takarmanyozéstani Tanszék

Témavezeto: Dr. Bésze Zsuzsanna DSc.
Tudoményos tanacsado, csoportvezetd
Nemzeti Agrarkutatasi €s Innovacios Kozpont
Mezd6gazdasagi Biotechnoldgiai Kutatdintézet

Allatbiotechnolégiai foosztaly

Az iskolavezetd jovahagyasa A témavezetd jovahagyasa



TARTALOM

ROVIDITESEK JEGYZEKE
1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK
2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1 ELEKTROFIZIOLOGIA
2.1.1. AZ SZIV TULAJDONSAGAI
2.1.2. AKCIOS POTENCIAL
2.1.3. ELEKTROKARDIOGRAFIA (EKG)
2.1.4. TORSADES DE POINTES (TDP)
2.1.5. REPOLARIZACIOS TARTALEK (REPOLARIZACIOS REZERV)
2.1.6. KALIUM CSATORNAK
2.1.6.1. KESOI KALIUM IONCSATORNA
2.1.7.HOSSZU QT SZINDROMA
2.1.7.1 HOSSZU QT SZINDROMA ES A NONSENSE-MEDIATED mRNA DECAY (NMD)
2.2. ALLATMODELLEK
2.2.1. EGER MODELLEK A KARDIOLOGIABAN
2.2.2. AKORABBAN LETREHOZOTT HOSSZU QT NYULMODELLEK BEMUTATASA
2.3. TRANSZGENIKUS ALLAT LETREHOZASA
2.3.1. MIKROINJEKTALAS
2.4. KCNEI GENROL ES A G52R MUTACIOROL
3. ANYAG ES MODSZER
3.1. FELHASZNALT ANYAGOK
3.1.1 ALLATOK
3.1.2 KLONOZO ES EXPRESSZIOS VEKTOROK
3.1.3 HUMAN CDNS KONYVTAR
3.2. FELHASZNALT ALLATBIOTECHNOLOGIAI MODSZEREK
3.2.1. POLIMERAZ-LANCREAKCIO (PCR)
3.2.2. PCR MUTAGENEZIS
3.2.3. RNS KIVONAS
3.2.4 KVANTITATIV PCR (qPCR)
3.2.5 WESTERN BLOT
3.2.6. IMMUNHISZTOKEMIA ES KONFOKALIS MIKROSZKOPOS VIZSGALAT
3.2.7. IZOELEKTROMOS FOKUSZALAS
3.2.8. SZUPEROVULALTATAS
3.2.8.1. EGER
3.2.8.2.NYUL
3.2.9. MIKROINJEKTALAS

— O O O VW 3 W

13
14
15
16

18
18
20
21
22
24
26
26
26
26
26
27
27
27
28
28
28
29
29
30
30
30
30



0 3 N W

3.2.9.1. EGER

3.2.9.2.NYUL

3.2.10. EMBRIO BEULTETES

3.2.10.1. EGERBEN

3.2.10.2. NYULBAN

3.3. FELHASZNALT ELEKTROFIZIOLOGIAI MODSZEREK

3.3.1. AZ RR ES QT INTERVALLUM ROVIDTAVU VARIABILITASA (STVRR, STVQT)

3.3.2 FOLT-FESZULTSEGZAR (PATCH CLAMP) MERESEK

. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK
4.1. VAD TIPUSU ES MUTANS KCNE1 EXPRESSZIOJARA ALKALMAS KONTRUKCIOK

LETREHOZASA.

4.2. IN VITRO EREDMENYEK

4.3. IN VIVO EREDMENYEK

4.4. A TRANSZGENROL ATIRODO mRNS KIMUTATASA
4.5. ELEKTORFIZIOLOGIAI EREDMENYEK

. U] TUDOMANYOS EREDMENYEK

. EREDMENYEK MEGVITATASA ES JAVASLATOK
. OSSZEFOGLALAS

. MELLEKLETEK

M1. IRODALOM JEGYZEK

M2. KOSZONETNYILVANITAS

M3. ABSTRACT — ANGOL OSSZEFOGLALO

M4. PRIMEREK LISTAJA

MS5. A DISSZERTACIO ALAPJAT KEPEZO PUBLIKACIOK JEGYZEKE

30
31
31
31
32
32
33
33
34

34
35
35
38
41
43
44
47
49
49
58
59
61
62



ROVIDITESEK JEGYZEKE

AP - Akciods Potencial
cDNS - complementary DNA
cccDNS - covalently closed circular DNA |
CPI - Cytoplasmic plasmid injection | citoplazmaba torténd mikroinjektalas
CHO cell - Chinese hamster ovary cell
CRISPR - Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats |
EAD - Early AfterDepolarization | korai utdédepolarizécio
EARA - European Animal Research Association |
EKG - Elektrokardiografia
ERP - Effektiv Refrakter Periodus
FCS fotal bovine serum | f6talis borji savod
GnRH - Gonadotrop Releasing Hormon | Gonadotropin-felszabaditd hormon
hCG - Human Chorionic Gonadothropin | Human korialis gonadotropin
hERG - human Ether-a’-go-go Related Gene
HSZH - Hirtelen szivhalal
IEF - Isoelectric focusing | [zoelektromos fokuszalas
IK - fesziiltségfiiggd késdi egyenirdnyitodi kaliumaram
IKr - IKrapid | fesziiltségfiiggd késoi egyeniranyitoi kaliumaram
gyors komponense
IKs - IKslow | fesziiltségfiiggd késdi egyenirdnyitdi kdliumaram
lasst komponense
IKur - [Kultrarapid | fesziiltségfiiggd késoi egyeniranyitoi
kaliumaram ultragyors komponense
U - International Unit | Nemzetkozi Egység (NE)
KCNQI1 - IKs ioncsatorna pdlus alkoto alegységét kodold gén
KCNEI1 - IKs ioncsatorna szabalyzo alegységét kodolo gén
LQTs - Long QT Syndrome | hosszu QT szindréma
LQTS5 - Long QT 5 syndrome | hosszt QT szindréma 5 tipusa
NMD - Nonsense-mediated mRNA decay | nincs magyar megfeleldje
minK - fehérje: IKs ioncsatorna szabalyz6 alegysége, KCNE1 gén kodolja
MYH7 - Myosin Heavy Chain Beta Isoform (MHC-f) | nehézlancu -

miozin B-izoformja



PCR - Polimerase Chaine Reaction | polimeréaz lancreakcid

PNI - Pronucleus injection | eldmagba torténé mikroinjektalas

PMSG - Pregnant Mare Serum Gonadotropin | vemhes kanca szérum
gonadotropin

PVSI - Perivitelline Space injection | perivitellinaris térbe torténd
mikroinjektalas

PCR - Polymerase Chain Reaction | polimerdz lancreakciod

RT-PCR - Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction |

Reverz transzkripciot kovetd polimeraz lancreakceid
QPCR - Quantitative Polymerase Chaine Reaction | kvantitativ

polimeraz lancreakcio

TALEN - Transcription activator-like effector nucleases |
TdP - Torsades de Pointes

Tg - transzgénikus

QTc - frekvencia korrigalt QT intervallum

SB - Sleeping Beauty

STVQT - Short-term beat-to-beat variability of QT interval |

QT intervallum rovidtava variabilitasa
STVRR - Short-term beat-to-beat variability of RR interval | RR intervallum

rovidtavu variabilitasa

™ - Transzmembran

ZFN - Zink Finger Nuclease

VF - Ventricular fibrillation | Kamrai fibrillacio
VT - Ventricular Tachycardia | kamrai tahikardia



1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A hirtelen szivhaldlnak (HSZH) a legaltalanosabb, de még elfogadott definicidja a
kovetkezd: az a kardialis eredetli halal, amelynél a tlinetek kezdetétdl a halal bealltdig maximum
egy ora telik el (Cerrone et al, 2011, Janse MJ, 2003). A hirtelen szivhalal torténetét vizsgalva
Fazekas Tamas ¢és munkatdrsai egészen a Bibliai idékig visszanyulnak. Elmondasuk szerint
Samuel konyvében Eli foépapnal és utodainal leirt tiinetek, a dominansan 6rokl6dd, familiaris
Romano-Ward szindromanak megfeleltethetok. Ugyanitt emlitik, hogy a Babiloni Talmudban egy
masik hasonlo leirds alapjan felfedezhetd a hirtelen szivhaldlnak ez a tipusa. S6t Hippokratész:
Aforizmak I1/41 szakaszaban fellehetd a hirtelen szivhalal els6 leirasa: ,,Akik minden felismerhetd
okot nélkiil6z6 gyakori és mély ajulasokban szenvednek, hirtelen halnak meg...” (Fazekas 2012,
Janse MJ 2003).

Nagy-Britanniaban kb. 70-90 ezer, az Amerikai Egyesiilt Allamokban évente kb. 400-460
ezer varatlan szivmegallast detektdlnak, a tulélés mindossze 1-3% (Martin et al, 2012).
Magyarorszagon, becslések szerint a meglepetésszerii szivhalal gyakoribb, mint a gazdasagilag
fejlett allamokban: hazankban évente kb. 20-26 ezer (naponta kb. 70) ember hal meg kérhazon
kiviil hirtelen szivmegallasban (Fazekas 2012). Hirtelen szivhaldlban elhunytak 15-20% -ért felel
a hosszl QT szindroma valamelyik tipusa (Semsarian et al, 2015).

Kezdetben a HSZH karakterizalasa igen sok problémat jelentett az orvostudomanyban,
mert az elhunytak jelentds részénél semmilyen anatomiai elvaltozast nem talaltak a szivben, ezért
elészor ezeket ,,idiopatids kamrai fibrillacié (VF)” fogalom korébe soroltdk. Azonban, a
molekularis géndiagnosztikai médszerek fejlddésével bebizonyosodott, hogy az esetek jelentds
részében a szivizomsejtek ioncsatorna rendellenességei allnak a hattérben. Az ilyen ioncsatorna
rendellenességek hatasara az ingeriilet terjedése lassul a sejtek felszinén, azaz az akcids potencial
iddtartama meghosszabbodik. A lassult ingeriilet hatdssal van az EKG gorbe szerkezetére is, mivel
az ioncsatorndkon atfutd egységnyi ionaramok csokkennek, s igy az EKG gorbe egészséges
aranyai megvaltoznak. Az EKG gorbe nevezetes része a Q és T hullam, e két pont kozotti periddus
egy szivkamra Osszehtzéodasi 1d6. A QT tavolsag meghosszabbodasa kiilonféle ioncsatorna
hibdkra vezethetd vissza. Eddig 6sszesen 16 db kiilonb6z6 hosszii QT szindroémat kiilonitettek el
az Oket okoz6 ioncsatornak mutacioja miatt (Medeiros et al, 2007, Giudicessi et al, 2018). Ma mar
szamtalan 0roklodd, esetenként hirtelen szivhaldlt okozd strukturalis szivizombetegséget,
kardiomiopatidkat és (makro) anatdémiailag ép, szivben fellépd szubcelluldris ioncsatorna-
betegséget, un. channelopathiat ismeriink (pl.: hosszu- és rovid-QT szindromdak). Egy-egy 6roklott

mutdns csatorna, azonban még nem okoz rogton szivmegallast, hanem csupan potencialis veszélyt
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jelent a késébbiekben, mivel csokkenti annak a lehetdségét, hogy az ioncsatorndk egymast
helyettesitsék. Az egyik legfobb probléma, ami a halalesetek szamat noveli, hogy a velesziiletett
ioncsatorna hibak miatt cs6kken a helyettesitd képesség, s igy egy tjabb ioncsatorna kiesést, ami
pl. egy gyoégyszer hatdoanyag miatt jott 1étre, a szervezet mar nem képes kompenzalni, ezaltal
megnovekedik az aritmidk megjelenésének valdsziniisége. Egy-két ioncsatorna mutans csdkkent
mikddését roppant nehéz detektalni a szervezetben €s elére jelezni magasabb kockéazatot az
aritmidk megjelenésére. Valamint nehéz azonositani a tiinetek okozd mutacidt és igy funkcio
vesztett csatorna tipusat. Ezért a mutans human géneket kifejez6 nem egér allatmodellek
lehetéséget adnak pontosabban modellezni az adott betegséget és érzékenyebb eldrejelzési
modszereket fejleszteni. Az ilyen betegségek korai azonositasat éppen az tette bonyolultta, hogy
csak az aritmidk megjelenésekor vagy mar a halal bekdvetkezésekor dertilt ki, hogy a beteg miben
szenvedett. A transzgénikus betegségmodellek lehetévé teszik olyan egyedek létrehozésat,
amelyek terheltsége jol ismert, s igy a drasztikus tiinetek megjelenése el6tt vizsgalhatok ezek
eléjelei.

A nyul régota kedvelt allatmodell a kisérletes kardiologiai vizsgéalatokban, mivel
elektrofiziologiai tulajdonsagai hasonlitanak az emberéhez, igy a ragcsalé modelleknél jobban
hasznalhatok. Ezen kiviil még szerveinek mérete miatt is eldnyben részesitett, mivel konnyebben
vizsgalhatd, mint egy egér vagy egy patkany, de tartdsanak helyigénye joval kisebb, mint a kutya

vagy egy sertés esetében.

Célkitlizéseim a kovetkezok voltak:

1. Megépiteni a transzgén konstrukciokat, amelyek tartalmazzék a nytl beta-miozin
promotert €s a human G52R mutans, KCNE1 cDNS-t, illetve ennek mutaciét nem
hordozo valtozatat.

2. Létrehozni az LQTS5 transzgén expressziojanak ellenérzésére alkalmas
transzgénikus egér vonalat.

3. Létrehozni az LQTS szindroma vizsgalatara alkalmas transzgénikus nyul modellt,
vizsgalni a transzgén 6roklodését, vonalat alapitani.

4. Igazolni molekularis bioldgiai modszerekkel a transzgén szovet specifikus
expresszigjat. Valamint a transzgénrol atirodo fehérje mennyiségét meghatarozni.

5. Egyiittmikdédd  partnereinkkel jellemezni a  transzgenikus  nyulmodellt

elektrofiziologiai médszerekkel.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 ELEKTROFIZIOLOGIA
2.1.1. AZ SZIV TULAJDONSAGAI

A sziv a testben az egyetlen sajat ingerképzd kozponttal és ingeriiletvezetd rendszerrel
rendelkezd szerv. A sziv ingeriiletképzd szerve a szinusz csomoé (nodus sinuatrialis), amely az
emldésok szivében a jobb pitvarban, kozelebbrdl a sinus venarum cavarumban van. Emberben
kozelitéleg Imm vastagsag, hossza kb. 15 mm, szélessége 3 mm. A szinusz csomod
kozéppontjaban vannak azok a sejtek, amelyekben a ritmusos ingeriiletképzés végbe megy, a
periférian a sejtek feladata els6sorban az ingeriilet atadas. A szinusz csomdban keletkez6 ingeriilet,
depolarizacidos hullam, a pitvarizomzatban terjedve eléri a pitvar-kamrai csomot (nodus
atrioventricularis). A pitvar izomzatban az ingeriilet terjedése nem homoldg, van harom olyan
»internodalis palya”, amelynek sejtjei kissé gyorsabb vezetéstiek. A pitvar-kamrai csomo sejtjei
sokkal kisebbek, mint a szinusz csomoé¢, igy a sejtek érintkezésénél kevesebb réskapcsolat (macula
communicans) talalhatd, kovetkezésképp elektromos ellendllasuk nagyobb ¢€s vezetési
gyorsasaguk kisebb. Ennek az ingeriiletvezetési késleltetésnek fontos szerepe van abban, hogy a
kamrak a pitvarokat kdvetve csak bizonyos id6 elteltével huzddjanak Ossze. A pitvar-kamrai
csomobdl kiindulod paratlan His-kdteg, a beldle kettédgazd Tawara-szarak €s az elagazodasaik, a
Purkinje-rostok allomanya ujra gyorsan vezetik az ingertiletet, 150-szer olyan gyorsan, mint a
pitvar-kamrai csomé, és 6-szor gyorsabb, mint a kornyezd szivizomsejtek. Igy jon létre az a
jelenség, hogy a pitvar-kamrai hatdron tljutott ingeriilet az egész kamrai izomzatot szinte
egyszerre hozza ingeriiletbe (Kovéacs, 2008, Sass Miklds és Zboray Géza, 2004). Egy felnott
huméan sziv atlagos tomege ndknél 230-280g, férfiaknal 280-340g. Ezzel szemben nyul sziv
atlagos sulya 8g (4 honapos bak, 3,8 kg), egy kifejlett egér 0,0085¢g (8 hetes, him egér). Az emberi
atlag pulzusszdma 72, a nyulé 180-250, a patkany¢ 450-750 és az egéré 670, a tengerimalac pedig

200-300 kozott van (Merck Veterinary Manual: www.msdvetmanual.com). Ezek az értékek is

szemléltetik, hogy a nyul sziv fiziologiai jellemzdi allnak legkdzelebb az emberéhez, nem is
beszélve az elektrofizioldgiai hasonlosagokrol. gy ramutatnak arra a tényre, hogy az egér nem

idedlis allatmodellje a human sziv modell kisérleteknek.

2.1.2. AKCIOS POTENCIAL

Az sejtmembranok belsd és kiilsd felszine kozott eltérd az ionok eloszlasa, koncentracidja. A sejt
belsejében (intracellularis térben) a kaliumion (K*) mig a sejten kiviili térben a natriumionok (Na*)
vannak tobbségben, addig a sejten kiviili (extracellularis) térben a negativ toltési klorid- (CI°)

ionok gytilnek Ossze. Az ioneloszlas egyenlétlensége a membran két oldala kozott elektromos
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potencialkiilonbséget okoz, amelynek értéke nyugalomban kb. -80mV, ez a sejt nyugalmi
membranpotencialja. Ingeriilet hatisara az extracellularis Na“ és Cl” ionok bearamlanak a sejt
belsejébe, ezt nevezziik depolarizdcionak. Majd az ingeriilet masodik felében megtorténik az
intracellularis K™ ionok kidramlasa, amit repolarizacionak hivunk. A nyugalmi potencial szintje az
un. ingerlékeny membranu sejtekben (pl.: idegsejteken, izomsejteken) képes megvaltozni, akcios
potencialla (AP) alakulni. A szivizomsejtek akcios potencialjat szamos ionaram arnyalt 6sszjatéka
alakitja ki. A sziv kiilonboz6 részeiben az akcids potencialok kiilonbozé lefutastak. Altalaban az
alabbi szakaszok (fazisok) kiillonboztethetok meg, fiiggéen attol, hogy melyik szivtdjékon
keletkeznek (1. abra) (Zaza 2000).

A 1. dbra: Az akcios potencidl részei és a hozzdjuk tarozo

1. FAzis ioncsatorna.
A. rész: Az emberi szivkamra akcios potencialja és fazisai:

o4 0. fazis az un. gyors depolarizacio, ekkor a
membranpotencial értéke negativbol hirtelen pozitivra ugrik.

® Az 1. fazis egy gyors, de csak részleges repolarizacio, ami miatt
a potencial hirtelen egy kevésbé pozitiv értéket vesz fel.

oA 2. fazis az un. platdfazis, melyben a membrdanpotencial
dltalaban pozitiv, s csak alig valtozik

2.FAzIS

0. FAZIS

4. FAzIS 100 ms
® A 3. fazis a gyors repolarizacio, ekkor ujra visszaadll az eredeti

negativ membrdanpotencial.

B. B. rész: Az emberi szivkamarai akcios potencial fazisaiban
mitkédo  kiilonbozé ioncsatornak, és rajtuk aramlo téltések
szemléltetése, a fazisokban tortend miikédésiik alapjan. INa:
Natrium ioncsatorna, ICalL: L tipusu kalcium ioncsatorna, Ito:
Tranziens, kifelé iranyulo kaliumaram, IKs: késdi egyeniranyito
kaliumaram lassu  komponensének gatlasa, IKr: késdi
egyeniranyito  kaliumdaram gyors komponensének gatldsa
(Moreno et al, 2012).

- 100 ms
INa . . . .
' A szivritmuszavarok kialakuldsa az ingeriiletvezetés
I
Ca,L . . r r 7 4
valamint ingerképzés zavaréaval hozhat6
l L . .. , ‘s .z , .. .
tos Osszefiiggésbe. Az akcids potencial utan kovetkezik az

IKs . . c 1
effektiv refrakter periddus, ami azt az iddtartamot

IKr
1

Kur

jelenti, ami ahhoz sziikséges, hogy a szivizom ujra
ingerelhetd legyen. Az ingeriiletvezetés zavar miatt 1étrejovd aritmidk tobbsége re-entryn (Gjra
belépd), azaz az ingeriilet visszatérésén ¢és korforgdsan alapul. A reentry-mechanizmus
kialakulasanak legfontosabb feltétele az egyiranyu ingeriiletvezetési blokk. Emiatt olyan szivizom
teriiletek jutnak tjra ingeriileti allapotba, amelyek €ppen relativ refrakter periddusban vannak.
Ennek megfelelden egy ingeriileti kor alakulhat ki. Normal esetben, az egyiranyu, hatarozott
hulldm elnyomja a mashonnan érkezd ingeriilet zavar6 hatasat, ezzel fenntartja az 6sszehtizodasok
normalis ritmusat. Ha 1étrejon az egyiranyu ingeriiletvezetési blokk, annak az a kovetkezménye,
10



hogy a problémas sejtekben megakad a {0 ingervezetési irany és a szomszédos sejteken végigfutd
ingeriilet ,,atszivarog” és az hozza aktivitasba 6ket. De az igy aktivalodott sejtben az inger
faziskésésben lesz a normalis féaghoz képest és a kovetkezd hullamok terjedését ezzel lassitja
vagy eltériti, ezzel megtdrve a sziv egészséges liiktetését, és arra készteti, hogy a szabalyos
0sszehtizodasok helyett, gyors kis intenzitasu remegés jojjon 1étre.

Vannak azonban olyan aritmidk is, amelyekben mindkét elektropatologiai jelenség helyet kap. A
koros ingerképzés egyik jellegzetes tipusa a korai utddepolarizacio (early afterdepolarization =
EAD), amely a szivizom repolarizacidjat megnyujté6 gyogyszerek alkalmazasa soran fellépd
hosszi QT szindrémaval és torsades de pointes, kamrai tachycardidval van Osszefiiggésben: a
ritmuszavart ingerképzési zavar (az EAD) inditja el, és ingeriiletvezetési zavar (reentry) tartja

fenn.

RR tdvolsdg

QT intervallum

2. abra: Az EKG gorbe nevezetes pontjai és a QT tivolsdg. (Az abrat Major Péter keszitette.)

® P hullam (pitvari hullam): az ingeriilet pitvari terjedésének felel meg

®  P-Q tavolsdg: dtvezetési ido a pitvar és kamra kozott, idotartama

®  ORS komplexum (kamrai hullam): a kamrak depolarizaciojat jeloli (gyors lefolyasiy), kis negativ Q-
hullambol, magas pozitiv R-hullambol és negativ S-hullambol all. Ez id6 alatt megy végbe a kamra teljes
munkaizomzatanak depolarizdcioja.

o S-T tavolsag: a kamrak lassu repolarizacios szakasza

o T hullam: elnyujtott kézepes amplitudoju hullam, a kamrak teljes repolarizaciojat jelzi

® RR tavolsag: két R-csucs tavolsaga. A szivfrekvencia allapithato meg beldle. Szivfrekvenciat tébb RR
tavolsag atlagabol szamolunk. Mivel normalis esetben ingadozik a légzes soran, ez a légzési aritmia. A
tiidoben mechanoszenzitiv receptorok vannak, amelyek a n. vagus afferens rostjain dat az agytérzson keresztiil
szabalyozzak a szivfrekvenciat.

o  O-T tavolsdag: kamraizomzat depolarizacidjanak és repolarizdciojanak egyiittes idotartama.

2.1.3. ELEKTROKARDIOGRAFIA (EKG)
Az EKG olyan non-invaziv diagnosztikai eljaras, amely a sziv kiillonboz0 részeirdl szarmazo AP-

kat Osszesiti, és segitségével jellemezhetd a sziv egészségiigyi allapota. Az EKG-gorbe
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potencidlvaltozasok (Un. hullimok) sorozatabodl all, amelyek koziil — megegyezés alapjan — a
pozitiv iranyu kitéréseket abrazoljuk felfelé. Az EKG gorbe nevezetes részei/hullamai: P, Q, R, S,

¢s T (2. abra) (Fonyo Attila, 2014, Aaronson, 2000).

i
i,

pitvari
akcios potencial

PR
His kotegi _—>

akcids potencial

IE—
kamra 8sszehlzadasi h \/\/

akcids potencial

T
kamra elernyedési ' \ —_— > X %

akcids potencial

3. abra: A szivciklusok és az EKG osszefiiggéseinek vazlatos bemutatdsa.
Az inger terjedése egy szivdobbands alatt, az ehhez tartozo, kiilonbozo szivtdajekokrol szarmazo akcios potencidalok
alakja és a szivciklus szakaszai az EKG gorbén. (Az abrat Major Péter készitette backyardbrains.com/heartrate

képe alapjan.)

2.1.4. TORSADES DE POINTES (TDP)

Kamrai tachycardiar6l (VT) beszélink, ha a kamrafrekvencia meghaladja a 100/perc-et,
minimalisan 3 kapcsolt extraszisztoléval, azaz a normal ritmuson kiviili szivosszehuzodassal. A
TdP a polimorf kamrai tachycardia specidlis formdja. Szdmos kardiovaszkuldris és nem-
kardiovaszkularis szer alkalmazasa kovetkeztében alakulhat ki TdP, ami kedvez6tlen esetben
kamra fibrillacidohoz és hirtelen szivhalalhoz vezethet (Fenichel R. et al, 2004, Baczko 1., 2008).
A megnyult repolarizacio és a TdP kozotti kapesolat a hosszit QT szindroma két formajaban —
velesziiletett és szerzett — mutatkozik meg. Gyermek- és fiatal felndttkorban a tachyaritmia
tipikusan a novekedett adrenalin vagy adrenalin hatdsu szerek hatasara 1étrejové izomtonus esetén
jelentkezik. Ezzel szemben a szerzett forma féleg iddsebbeknél fordul elé olyan gyogyszerek
adasa utan, amelyek megnytjtjak a repolarizaciot, €s/vagy sulyos bradyaritmiat okoznak (4. abra)
(Aaronson et al, 2000). Ezek a szerek megtalalhatok a CredibleMeds weboldaldn, a 2017-ben
frissitett lista alapjan ismerten hosszi QT szindromat okoz6 gyogyszerek példaul ilyenek a
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fenotiazin hatdéanyagu skizofrénidra kezelésére szolgalé gyogyszerek, az arzén-trioxod
hatéanyagt Trisenox, amit a leukémia kezelésére hasznalnak, vagy az azitromicin hatéanyagu
bakterialis  fertdzésekre adott  gyogyszerek  csoportjaba  tartozd ~ Azithromycin-1

(https://www.crediblemeds.org/index.php/?cID=328).
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4. abra: A kamrai szivritmus zavarok fobb tipusai.
Az elsésorban egészséges, a masodik sorban a lassu szivveres altal létrejott bradikard allapot, harmadik a gyorsabb
szivfrekvencia miatt létre jott tachikard allapot és végiil a Torsade de Pontes dsszehasonlitasa

EKG gorbén eldidézet torzulasaik alapjan (www.practicalclinicalskills.com).

2.1.5. REPOLARIZACIOS TARTALEK (REPOLARIZACIOS REZERV)

Az egészséges AP létrejottéhez sok ioncsatorna dsszehangolt és finoman szabalyozott munkéja
sziikséges. Az akcids potencial hosszanak novekedése a repolarizald kaliumaramok funkcio
csokkenésével vagy a depolarizal6 natrium- és kalciumaramok funkcidjanak fokozodéasa révén is
bekovetkezhet. A repolarizécios tartalék kifejezés arra a jelenségre utal, amely szerint a szivizom
repolarizacidban szerepet jatszo ioncsatorndk koziil néhany a funkcidjanak csokkenését, vagy
funkcidjanak teljes kiesését a tobbi ionaram helyettesiteni képes. Azaz a funkcidkiesés nem
feltétleniil vezet klinikailag manifesztal6édo repolarizacios zavarokhoz (pl. az EKG-n mérhetd
jelentds QT-intervallum megnyulashoz) (Jost et al, 2007). Ezt a helyettesitd képességet nevezziik
repolarizacids tartaléknak, ez az ioncsatornak alkalmazkodo képessége a kiilonb6zd repolarizaciot
gatld hatassokkal szemben. Ennek a képességnek csokkenését okozhatjak a kiilonbozo, orokletes
ioncsatorna mutaciok vagy gyogyszer hatdéanyagok mellékhatdsai miatt 1étrejott ioncsatorna
elnémulasok. A repolarizicios tartalék csokkenése kivaltd oka a hosszii QT szindromaknak vagy
a hirtelen szivmegallas miatt 1étrejovo haldleseteknek (Baczko I, 2008). A csokkent repolarizacios
rezerv kimutatdsara (ijabban hasznalt mddszer a rovidtava QT variabilitds mérése, amely nem a

QT intervallum megnyulas mértékét nézi, hanem a QT tavolsag valtozékonysagat. Ez azon alapul,
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egyrészrol, hogy a repolarizacids rezerv csokkenése nagyon sokszor nem okoz, latvanyos EKG
gorbe megnyuldsokat. Masrészrol pedig, hogy ez nem egy statikus allapotot, hanem dinamikusan

valtozo6 jelleget mutat (Baczko I, 2008, Jost et al, 2005).

2.1.6. KALIUM CSATORNAK

A kardiovaszkularis kutatasok fontos része kalium aramokkal kapcsolatos ismeretek €s
azok hidnyossagainak feltérképezése, valamint ezen informéciok rendszerezése utan 0j terapias
célpontok kialakitdsa (Chiamvimonvat et al, 2017). A kdlium aramlast miikodtetd rendszerek a
legfontosabb repolarizalé iondramok, mivel nekik koszonhetd a membranpotencial egyensulyi
allapota. Az emlds szivizomszovetben szdmos kalium ioncsatorna létezik, a szivtajékoktol és a
sejttipusoktol fiiggden. Ez a sokszinliség garantalja pontos szabalyozasat tobbek kozt membran
potencialnak, az akcidspotencidlnak, az akcios potencidl idétartamanak vagy az effektiv refrakter
periddusnak (ERP) (Bartos et al, 2015).

A kaliumcsatornak szerkezeti felépitése az ioncsatornak felépitésének altalanos elveit
koveti, miszerint porusformald a-alegységbdl és jarulékos B-alegységekbdl épiilnek fel (Cheng et
al, 1999). Szerkezeti felépitésiik szerint a human kaliumcsatornakat két transzmembran (2 TM), 4
TM és 6 TM egységbdl felépiilé csoportra oszthatjuk.

Az akcids potencial platofazisban 1épnek mukodésbe a kései kaliumcsatornak. A késoi
kaliumaramot létrehoz6 ioncsatorndk depolarizdcio hatasara nyilnak meg ¢és negativabb
fesziiltsé¢gértékek mellett meglehetdsen lassan zarulnak. A csatornédkon keresztiilfoly6 kaliumaram
(IK) a fesziiltség ¢és id6 fliggvényében valtozik és fontos szerepet jatszik az akcids potencial
repolarizacidjaban (Waldo et al, 1993). A késéi kaliumaramot kinetikai- és egyenirdnyitd
tulajdonsagok, gatldszer érzékenység, valamint intracelluldris ionmozgasok szempontjabdl harom
komponensre bonthatjuk: ezek az ultragyors komponens (IKur), a gyors komponens (IKr) és a
lassu komponens (IKs) (Zeng et al, 1995, Varr6 et al, 2000). Az IKur gyorsan aktivaldédik, majd
nem, vagy csak nagyon lassan inaktivalodik (Zaza et al, 2000). Az IKr az IKur-nél 1ényegesen
lassabban aktivalodik, majd inaktivalddik. Az IKs aktivacioja lassabb, mint az IKr-¢, de az IKs
nem inaktivalodik, hanem deaktivalodik. A deaktivacido azt jelenti, hogy ez esetben az
ioncsatornak nyitott allapotbdl kdzvetlentil zart allapotba keriilnek, és nem inaktiv allapotba, mint
teszik azt az inaktivacioé soran. Az IKs deaktivacioja gyorsabb, mint az IKr-¢é (Harmati G, 2011).
A kés6i kéliumaram elsddleges szerepet jatszik a szivizom akcids potencialjanak
repolarizacidjdban. Az aramot létrehoz6 csatornafehérjék szerkezetének megvialtozasa vagy
farmakologiai befolyédsoldsa az dram - és igy az akcios potencidl hosszanak megvaltozasahoz és
aritmidk kialakuldsdhoz vezethet. Ezek koziil a legjellemzébbek a hosszt QT szindromak

kiilonbozo formai. Ezekben a betegségekben az akcids potencial megnyuldsa miatt fokozodik a
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korai utddepolarizaciok és a torsades de pointes kamrai tachycardia kialakuldsanak valdszintlisége,

igy gyakrabban fordul el hirtelen szivhalal (Wu et al, 2015).

2.1.6.1. KESOI KALIUM IONCSATORNA

A késo6i kaliumaram mitkodését szivizomsejtek mindegyik tipusaban leirtdk mar, &m az

egyes komponensek aramstiriisége jelentdsen eltér a kiilonb6z6 fajokban és a miokardium egyes

régiodiban (Ono et al, 2000). A késoi kaliumaramnak a sziv bal kamrajaban eltéré szivcsucs-

szivbazis irdnyu expressziodja figyelheté meg. Példaul a nytl preparatumokon, mind az IKs, mind

az IKr kisebb a szivcsucsban 1évo un. apikalis miocitdkon, mint az anulus fibrosus felé esd, Un.
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,,bazis” részen mas €s mas (Cheng et al, 1999).
A késbéi kalium ioncsatorna a fesziltség-
vezérelt K'-ion csatorndk csoportjaba tartozik
(Nerbonne, Kass, 2005). Polusalkoto, a-
alegységét hat TM alkotja. A szivizomsejteken
¢észlelhetd IKs-t a 11. kromoszdma révid karjan
levd KCNQI gén altal kodolt Kv7.1
csatornafehérje és a KCNE1 gén altal kodolt
minK, mint jarulékos fehérje egyiittes
expressziOja hozza létre. A KCNQ csalad K*
csatornait a fesziiltségfiiggd K' csatorndk
doménjeinek klasszikus, hat TM-bol allo
felépitése jellemzi, azonban az a-alegységekbdl
hidnyzik a Kv  csatorndkra jellemz6
tetramerizacidhoz sziikséges régio (Panaghie et

al, 2006).

5. abra: A késdi egyeniranyito lassu kdliumdram ioncsatorna vdzlatos rajza.

A. rész: Az IKs alfa és béta alegységeket alkoto transzmembranok elhelyezkedése a sejtmembranban.

B. rész: Az IKs ioncsatorna felépiilése alfa és béta alegységekbdl. (Az abrat Major Péter készitette.)

A 21. kromoszoma hosszu karjan taldlhato6 KCNEI gén altal kodolt minK fehérje egyetlen

transzmembran (1TM) doménbdl 4ll, és onmaga nem képez ioncsatornat. Szerepe, hogy a KCNQ1

fehérjéhez P-alegységként kapcsolodva szabalyozza a poérusformald alegység farmakoldgiai

befolyasolhatosagat és miikodését. A velesziiletett hosszt QT szindroma leggyakoribb formajaért,
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az 1-es tipust hossz QT szindromaért a KCNQ1 gén muticiodja felelds. A KCNEI gén mutacigjat
szintén leirtadk; ez a mutacio felelds a hosszi QT szindréma 5. tipusanak kialakitasaért (Ma et al,

2003, Harmer et al, 2010).

2.1.7. HOSSZU QT SZINDROMA

Friedrich Ludwig Meissner leipzig-i ndgyogyasz és gyermekorvostol szarmazik a hosszu
QT szindroma elsé beszamoldja, 1857-bdl joval az EKG feltalalasa eldtt. Meissner emliti azt az
eset mikor egy siket lany meghal, egy élénk tanari ,,dorgalas” miatt, s miutan kozlik a rossz hirt a
csaladdal a szintén siketségben szenvedd batyja is hirtelen meghal. Ez valdsziniileg a Jervell and
Lange-Nielsen szindroma elsd orvosi leirasa, amely az hosszi QT szindroma 5-s tipusaba tartozik
(Tranebjaerg et al, 1999).

Roviden, a hosszii QT szindroma (LQT) a sziv ingervezetd rendszerének zavara, amely
eszméletvesztést vagy hirtelen haldlt okozhat. A QT-szakasz megnyulasat a kamrai akcios
potenciadlok repolarizacios fazisanak meghosszabbodasa idézi elé. A QT intervallum novekedés
ioncsatorna szintii elektropatologiai oka a kifelé irAnyulo, repolarizalé K aramok intenzitdsanak
csokkenése, vagy a befelé lassan halado, depolarizalo Na® vagy Ca2® aram erdsségének
novekedése. Mindig gondolni kell LQTS-re, ha a QT intervallum férfiakban > 440, nékben > 460
ms-nal hosszabb (Baptista et al, 2011).

1. tablazat: A hosszu QT szindroma eddig azonositott tipusai és kialakuldasukért felelos gének illetve az dltaluk

kodolt fehérjék felsoroldsa (A tablazatot Major Péter készitette Pagon RA et al, 2017, Giudicessi et al, 2018

publikaciok alapjan).
TiPus GEN FEHERJE 1 TiPUS GEN FEHERJE
FESZULTSEG HATASARA AKTIVALODO K+ 1 L-TiPUSU FESZULTSEG-FUGGH CA?*
7 ! Lars CACNA1C
QT pcNal CSATORNAK; ALCSALAD: K n CSATORNA
FESZULTSEG HATASARA AKTIVALGDO K- § LQT 9 CAV3 CAVEOLIN-3
Lar2 KCNH2 CSATORNAK; ALCSALAD: H [ . - -
- : 1 LQT 10, SCN4B NATRIUM-CSATORNA BETA- ALEGYSEG
NATRIUM CSATORNA FEHERJE, 5- ALFA
LaT 3 SCNS5A ; I =
ALEGYSEG 1 LaT 11 AKAP9 AKINASE HORGONYZOTT FEHERJE
- r
Lar 4 ANK2 ANKYRIN-2 FEHERJE 1 LaT 12 SNTA1 ALFA-1-SZANTROPIN
FESZULTSEG HATASARA AKTIVALODO K* G-FEHERJEVEL AKTIVALT, EGYENIRANYITO
LaT s KCNE1 CSATORNAK: ALCSALAD: E 1: LaT 13 KCNJ5 KALIUMCSATORNA
FESZULTSEG HATASARA AKTIVALODO K* 1 LqT 14 CALM1 GALMODULIN: Ca moduldlé fehérje
LOT:6 KCNE2 CSATORNAK:; ALCSALAD: E I
= ANYITO K+ I LQT 15 CALM2 CALMODULIN: Ca moduldlé fehérje
LaT 7 KEiiis BEFELE EGYENIRANYITO K- CSATORNA i
3 LQT 16 CALM3 CALMODULIN: Ca modulal6 fehérje
1

A kivaltd tényezOk gyakran kombinalodhatnak igy fokozva a kamrai ritmuszavarok
megjelenésének valoszinliségét. A testfelszini EKG-felvételen a kamrai repolarizaciot kimutatd
QT-szakaszok a kiilonb6zd, kiilsé kornyezeti tényezok és korallapotok hatisara jelentdsen
megnyulhatnak és a befolyasold tényezOk megsziinése utan helyreallhatnak vagy

mérséklddhetnek. A szerzett hosszu QT szindréma tehat egy dinamikusan valtozé éallapot, nem
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egy statikus korelvaltozas. Eddig 16 kiilonbdz6 tipust hosszi QT szindromat kiilonboztetiink meg
az ioncsatorna mutaciok alapjan (1. tablazat) (Pagon RA et al, 2017, Giudicessi et al, 2018). A két
leggyakoribb hosszii QT szindroma az 1-es és a 2-es tipus, amelyek az esetek 30-35%-ért ez
felelosek (Levine E. et al, 2008, Thea et al, 2017). A hossza QT 1 tipusu szindréma esetében a
lassu, késdi kalium ioncsatorna polus alkoto alegysége hordozza a hibas miikodést okozo mutaciot.
A hosszu QT 2 tipus esetében a késoi kalium ioncsatorna gyors komponensének polus alkotod
alegysége a hibas (Brunner M. et al, 2008.). A hosszt QT szindroma altal kivaltott TdP a kor
elérehaladtaval sokkal nagyobb ardnyban jelenik meg nékben, mint a férfiakban (Sauer et al,
2012). A nemi kiilonbség magyarazatit nagy valosziniiséggel az adja, hogy az Osztrogének
megroviditik a kamrai repolarizacids idot, mig az androgén nemi hormonok nem befolyésoljak

érdemben a QT-szakasz hosszat (8. abra) (Odening KE. et al, 2012).

2.1.7.1 HOSSZU QT SZINDROMA ES A NONSENSE-MEDIATED mRNA DECAY (NMD)

Mivel voltam olyan szerencsés, hogy az elmult években mind a NMD mind a hossza QT
szindroma kutatdsaval foglalkozhattam, ezért megkerestem a kapcsolatot a két téma kozott. S
annak az idészaknak az emlékére, amit az NMD vilagdban tolthettem, egy rovid fejezetet szanok
ennek a kapcsolat bemutatdsara.

Roviden az NMD-r6l: Szamos, eukariota mRNS hordozhat hibat, amelyek transzlacidja
megvaltozott aktivitasu fehérjék keletkezéséhez vezethet. Az evolucio sordn tobb kiilonb6zo
tipusu hibas mRNS-ket hatékonyan felismerd és degraddlo RNS mindségbiztositasi rendszer
(RNA quality control) fejlédott ki (Doma et Parker, 2006). Az egyik ilyen mindségbiztositasi
rendszer a Nonsense-mediated mRNA decay (NMD), amelynek a két {6 feladata ismert. Az egyik
a hibas, korai stop koddal rendelkez6 mRNS-ek degradacioja, a masik az endogén expresszidok
utélagos finom hangolasa (Rehwinkel et al, 2005., Nyiko et al, 2013). Tehat az NMD a korai
stopkodot tartalmazod hibds mRNS-ek azonositdsdért ¢és megsemmisitésért felel, ezaltal
megakadalyozza a csonka, gyakran dominans-negativ-hatast fehérjék keletkezését. Ezek a mutans
fehérjék azért veszélyesek, mert a normal vad tipust fehérjék helyett képesek beépiilni a
komplexekbe, de ott nem tudjak ellatni a megfeleld funkcidt, igy megbénitjak a teljes komplexet.
A korai stop kod hibdjat tartalmazé mRNS-ek kétféleképpen johetnek 1étre. Vagy olyan génekrol
ir6dnak at, amik a kddolo régiojukban tartalmaznak pontmutaciot, inszerciot, deléciot vagy pedig
hibas transzkripcié vagy alternativ splicing kévetkezményei. Az NMD-nek az a hibaelharitd
funkcidja, amivel kisziiri az egy génrdl atirddott RNS valtozatok koziil a transzlaciora
alkalmatlanokat, az nem egy igen-nem valasz, hanem a gén expresszidjanak egy finomhangolasi
lehetSsége, amivel szabalyozni tudja a fehérje mennyiséget a sejtben. Igy alapvetd szerepet tolt be

az endogén gén szabalyozasaban is (Behm-Ansmant et al, 2007).
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A hosszi QT 2 szindréma létrejottéért a hERG gén mutacioi feleldsek (Curran et al, 1995). A
mutaciok tobb mint 30% olyan frameshift vagy nonsense mutacio, ami korai stop kodon
kialakulasaért felelos. A hERG gén expresszioja is NMD szabalyozas alatt all (Gong Q et Zhou Z.
2018, Zarraga et al, 2017.). Az IKr aram alfa-alegységét kodolja a hERG gén, amely szoros
kolcsonhatasba all IKs arammal, aminek a szabalyzé alegységét az altalunk hasznalt KCNE1
fehérje kodolja (Guo et al, 2011). Az régen igazolt tény, hogy a KCNQI1 és a KCNEI munkaja és
expresszioja szoros kolcsonhatasra épiil (Sanguinetti et al, 1996, Koichi et al, 2010). A hERG
expressziod Osszhangban van a KCNE fehérje csaladdal (Um SY, McDonald TV, 2007). Tovabba
Jun Guo ¢és munkatarsai publikacidja kifejti, hogy a IKr és az IKs kdlcsonhatasanak jellege még
nincs teljesen megértve, de cikkiikben Ok is leirtak, hogy a hERG (IKr alfa egysége) és a KCNQ1
(IKs alfa alegysége) fizikailag tarsul a plazmamembranon €s igazoltak, hogy a KCNEI és a hERG
kozott van kolesonhatds, de ennek részletei még nem tisztdzottak (Guo et al, 2011). Valamint a
Chunyun Du 2013-ban publikalt cikkébdl az is kideriil, hogy a kiilonb6z6 KCNEI1
variansok/mutansok, hogyan befolyasoljak a hERG funkcidjat és igy az IKr aramot, s nem zarja
ki ennek a hatasnak a kolcsondsségét sem (Chunyun et al, 2013). Eddig ezeket az indirekt

bizonyitékokat taldltam az NMD ¢és a Hosszl QT szindroma kozott.

2.2. ALLATMODELLEK
2.2.1. EGER MODELLEK A KARDIOLOGIABAN

A tesztelés alatt 4ll6 gyogyszerek esetében mindig ellendrzik azok aritmia kivalté mellékhatasat,
hogy lehetd legkisebbre csokkentsék az életveszélyes, gyogyszer indukalta aritmia, példaul TdP,
kialakulasdnak lehetdségét a gyogyszer szedése kozben (Farkas et al, 2004). Az egér az emldsok
koziil a leggyakoribb allatmodell, tobb szdz laboratoriumi egértdrzs ¢€s tizezernél is tobb
egérmodell 1étezik. Kiilon erre szakosodott online adatbazisok és katalogusok (pl.: genoway.com,
taconic.com, informatics.jax.org) segitenek eligazodni egérmodellek kozott keres6é kutatoknak.
Azonban az egér nem minden esetben bizonyul j6 allatmodellnek.

Az éllatok etikus tartdsaval és kisérletben valo felhaszndldsaval foglalkozo 3R szabdly
egyik alappontja, hogy olyan allatokat haszndljunk egy-egy vizsgélatban, amelyen a vizsgalt
folyamat a lehetd legjobban modellezhetd (Russel W. et al, 1959). Ezt teljesiteni olyan
allatmodellekkel lehet, amelyek egy adott probléma vizsgalatara lettek 1étrehozva. Az LQT
szindroma modelljeiként 1étrehozott transzgenikus egerekrdl sz6lo kozlemény az egérmodell
elényei mellett annak hatranyait is hangstlyozta (Salama et London 2007). Legszembetiinébb
probléma, hogy az egér szivben lefuté AP-ok alakja teljesen mas formaju, mint az az emberben

ismert. Ennek 6 oka, hogy az egér AP-jat az ionaramok mas sorrendben és intenzitassal épitik fel,
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mint az a human akciés potencidl esetében ismert. Valamint az egér szivritmusa koriilbeliil 10-
szer gyorsabb, mint az emberi. Illetve a sziv kis mérete miatt is a human sziv vizsgéalatdhoz
kifejlesztett modszerek atalakitasat, adaptalasat igényli, igy nehézkesé valik a vele valo munka. A
KCNE1 knockout (Drici et al, 1998; Kupershmidt et al, 1999) a knock-in (Nishio et al, 2009; Rizzi
et al, 2008) valamint a dominans negativ funkcidvesztéses mutaciok transzgenikus egérmodelljei
(Demolombe et al, 2001) csak részben tudtdk modellezni a huméan hosszi QT fenotipusokat
(Salama, London 2007).

A hosszt QT szindroma modellezésére a legalkalmasabb fajok: a kutya, a tengeri malac és
a nyul. Ezen 4llatok nagy hasonlosdgot mutatnak elektrofiziologiai tulajdonsagaikban az
emberéhez. De ezek koziil a fajok koziil, a kutya és a tengerimalac génmodositott modell allatként
valo alkalmazdsa még elenyészé mértékii. Ezek alapjan elmondhatd, hogy az egy génes,
aritmogenikus betegségek nyul kisérletes modelljének szignifikdns elényei vannak. Példaul, a
szivosszehuzodas jelentésen hosszabb, mint az egérben, és nyul szivének mérete lehetové teszi a
human szivmiikddés klinikai vizsgalatahoz kifejlesztett eszk6zok alkalmazasat. Mindezek mellett
anyul az egyik legrégebbi kisérleti allat és igen széles skaldju génmddositasi modszertar valamint

publikacids adatok segitik a vele valé6 munkét (Rothenberg et al, 2005).

HuMAN EGER NyuUL PATKANY TENGERI MALAC

SZIVFREKVENCIA 60-100 bpm 450-500bpm | 100-130bpm | 330-480bpm 200-300 bpm

osszehasonlitiasa. A human akcios potencialhoz és szivritmushoz a nyul értékei hasonlitanak leginkabb.

(Az abrat Major Péter készitette.)

Ennek ellenére mindmaig csupan csak kettd, a dominans negativ pérus mutansokat tultermeld
transzgenikus hossza QT nyul modellrél szamoltak be, Gideon Koren laboratoriumabol: ezek a
human KvLQT1 (LQTI1 loss of IKs) vagy a hERG csatorndk (LQT2, loss of IKr) muténsai
(Brunner et al, 2008).
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2.2.2. AKORABBAN LETREHOZOTT HOSSZU QT NYULMODELLEK BEMUTATASA

A harmadik leggyakrabban hasznalt kisérleti emldsallat a nyul, az Eurdpai Bizottsag 2013
jelentése alapjan (EARA 2013), melyet hagyoményosan alkalmaznak az érelmeszesedés
(atherosclerosis), illetve a tobb betegségcsoportot magéaban foglaldé metabolikus szindréma
vizsgélatara is, tobbek kozott azért, mert a laboratoriumi egérrel szemben a nyul rendkiviil
érzékeny a koleszterin gazdag diétara és zsiranyagcsere folyamatai, az abban résztvevd enzimek
is nagy hasonlosagot mutatnak az emberhez (Fan et al, 2015). Ezekben a vizsgalatokban spontan
létrejott mutdns és célzott génmodositassal 1étrehozott nyulvonalak tucatjait hasznaljak. A
kardiologia kutatdsokon beliil az elektrofizioldgiai tulajdonsagok vizsgélatara eddig igen kevés
iranyitottan létrehozott mutans nyulmodellt hasznalnak (Bdsze et al, 2016).

A két leggyakoribb hosszt QT szindroma —az hQT 1 és hQT 2 tipus - modellezésére hoztak
1étre az elsd transzgénikus nyulmodelleket (Brunner et al, 2008). A hosszi QT 1 tipus esetében az
IKs ioncsatorna polus alkotd alegysége (KvLQT1 gén) hordozza a mutacidt. A veliik végzett
elektrofiziologiai mérések QT meghosszabbodast mutattak, de a spontan aritmidk és a hirtelen
szivhalal szamanak szignifikans névekedése nem volt kimutathatd. Ezzel szemben, az hosszi QT2
vonalban, amelynél az IKr ioncsatorna porus alkoto alegysége (hRERG) a muténs, a nyulak spontan
aritmias tiineteket mutattak. A pubertadskornak szamitd életszakaszban néhany egyedben a mutans
ioncsatorna hirtelen szivhalalt okozott (Brunner et al, 2008; Odening et al, 2010). Korabbi

kozlemények igazoltak, hogy a kardiovaszkularis zavarok €s a hirtelen szivhalalra visszavezethetd
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8. abra: A kardiolégiai problémak eloforduldsanak esélye nemekre lebontva.
A rész: A HSZH és az LOT megjelenések valosziniiségének nemtdl fiiggd valtozasa az életkor elérehaladtaval.
B rész: A kardiologiai zavarok megjelenések valosziniisége nemekre lebontva, az életkor elorehaladtaval. (Az abra

Sauer és munkatarsai, 2007-es cikkébdl szarmazik.)

elhaldlozasi okok az ¢letkor eldrehaladtaval a ndkben szignifikdnsan magasabbak, mint a
férfiakban (8. abra) (Sauer et al, 2007). Az LQT2 nyulmodell hasznalataval, igazoltdk, hogy a

magas Osztradiol szint noveli a kardioldgiai zavarok megjelenésének valoszinliségét, mert
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csokkenti az IKs iondram hatékonysagot. A kisérletben LQT2 ndstényeken petefészek eltavolitast
hajtottak végre, igy biztositva a hormonhidnyos allapotot, s ezutan mesterségen potoltak a
kiilonb6zé nemi hormonokat (progeszteront, 0sztradiolt és tesztoszteront). A vizsgalat soran
kideriilt, hogy azokban az allatokban, amelyben csak tesztoszteront, vagy csak progeszteront
kaptak, nem volt szignifikdns novekedése a szivmiikddési zavarok megjelenésének a kontroll
allatokhoz képest. De azokban az éllatokban, akikben Osztradiolt potoltak szivmiikodési zavarok
megjelenése jelentdésen novekedett (Odening KE. et al, 2012). Egy masik kisérletben azt nézték,
hogy ugyanezekben a nyulakban QT tavolsdg mértéke mennyivel ndvekedik RR intervallumhoz
képest, a hormonok beadésa eldtt és utan. Azt tapasztaltak, hogy az dsztradiolt kapott nyulakban
szamottevd novekedés volt ebben az értékben. A tesztoszteron potolt nyulakban a QT tavolsag
nem valtozott, s6t csokkent, ugyanugy, mint azokban a kontroll nyulakban, akiknek szintén
eltavolitottak a petefészkét. A progeszteronnal kezelt dllatokban a QT intervallum se ndvekedést,
se csokkenést nem mutatott a hormon beadas eldtti allapothoz képest. Amikor, ugyanezzel a
modszerrel mértek LQT mutans nyulakat, mindkét ivarbol, (és a ndstények esetében petefészek
eltavolitds nem tortént) azt tapasztaltak, hogy ndstényekben a QT tavolsag mértéke joval hosszabb,

mint a himekben (9 abra) (Odening et al, 2012).

A 9. abra: Az LQT2 transzgenikus nyulakban mért QT
| OSZTRADIOL tavolsdg valtozdsa a nemi hormonok hatdsdra.
0 60
| . $4 A rész: A néi nemi hormonok hatdasara szignifikansan
i = % névekszik a RR tavolsaghoz viszonyitott QT tavolsag.
Ew B (A sziirke vonal az alap (ST), a szines pedig a négy
¢} (<]
© o hetes hormonkezeles utan (HK) mert eredmeény.) B.
e WL m e rész: A LOT2 nyulakban mért ivar alapu kiilonbségei
RR (ms) RR (ms) az RR tavolsaghoz viszonyitott QT tavolsagnak. Jol
B lathato a néi ivaru dllatokban ez a tavolsag kezelések
" IVARI KULONBSEGEK nélkiil is szignifikansan hosszabb.
o~ i NG| o (Az abra Odening et al, 2012 - cikkbdl szarmazik)
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2.3. TRANSZGENIKUS ALLAT LETREHOZASA

Az embrié manipuldlasi eljarasok mar az 1890-es években kezdtek kialakulni (Heape W,
1891) de igazi fellendiilést a rekombinans DNS technika fejlddése hozta meg (Mintz et al, 1974).
Ezen két tudomanydg egymast erdsitd fejlodésének koszonhetjilk az olyan moddszerek

megsziiletését, amelyek lehetdvé tették a génmodositast emldsallatokban. Transzgénikus allatnak
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nevezziik azokat az dllatokat, amelyek genomja olyan mesterséges modositast tartalmaz, amely a
természetben eddig nem fordult el6. Illetve fontos, hogy ezt a modositast képes legyen drokiteni
is az egyed. Transzgénikus egereket elsdként virussal fert6zott embriokbol hoztak Iétre, de aztan
a 1980-as évektdl a megtermékenyiilt petesejtbe torténd idegen DNS mikroinjektalasa lett a
legnépszeriibb és a célzott genom modositast lehetévé tevé DNS ollok (Bosze et al, 2016)
megjelenéséig kizaroélagos modszer a nem-egér transzgénikus emldsallatok 1étrehozasara (Gordon
et al, 1981, Brinster et al, 1981, Palmiter et al, 1982, Carl A. Pinkert, 2014). A DNS oll6 alapu
modszerek, vagy masnéven genom szerkesztési technikék, mint pl. a Zink Finger, a TALEN vagy
a CRISPR/Cas9, megjelenésiik oOta toretleniil népszertiek. Hasonldésdg mind a harom technikéban,
hogy két f6 részbdl épiilnek fel, egy szekvencia felismerd domainbdl és egy dupla szalt DNS
hasité domainbdl (Bosze et al, 2016). A Zink Finger és a TALEN esetében egy restrikcids enzim
(Fokl) végzi a kettds DNS szal hasitdsat (Bogdanove et al, 2018), még a CRISPR mddszer
esetében a Cas enzim végzi a DNS vagasat (Hale et al, 2009). Transzgénikus emldsallat
eléallitasnal a CRISPR/Cas9, TALEN, ¢s a Zink Finger technikat hasznalé konstrukcidok

bejuttatasara tovabbra is mikroinjektalas a leggyakrabban hasznalt médszer.

2.3.1. MIKROINJEKTALAS

A mikroinjektalds az a folyamat, amely soran az idegen DNS-t bejuttatjdk a megtermékenytilt
petesejtbe, masnéven a zigotaba. A mikroinjektaldsnak harom f6 tipusa ismert. ElsO esetben az
injektalas az egysejtes embrid citoplazmdjaba (cytoplasmic plasmid injection, CPI) torténik. A
masodik esetben az idegen DNS-t a zona pellucida és az embri6 kozotti, un. perivitellinaris térbe
(PVSI]) juttattjak, mig a harmadik esetben - melyhez a legtobb gyakorlat sziikséges - az embrid
eldmagjaba torténik (PNI) az injektalas (10. abra). Az, hogy melyik tipust alkalmazzuk, attol fligg,
hogy a bejuttatni kivant DNS-hez milyen kozvetitd modszert valasztottunk. Ha az idegen gént
cirkularis plazmid (cccDNS) formdjaban juttatjuk be és a manapsag népszert, transzpozon alapu
transzgenezis modszert alkalmazunk, akkor elég a citoplazmaba torténd mikroinjektalast
valasztanunk (Garrels et al, 2012, Ivics Z et al, 2014). Ha lenti virus alapt transzgén konstrukciot
szeretnénk bejuttatni, akkor az injektalas a perivitellindris térbe torténik (Lois 2002,
Michalkiewicz 2007). Ha linearis DNS-t visziink be, amely nem tartalmaz semmilyen molekularis
,,szallitd” eszkdzt, akkor az elémagba injektdlunk (Gordon et al, 1980). Tovabbiakban, az
eldmagban torténd injektalas modszerét részletezem két okbodl: egyrészt, mert ez a technikailag

legnehezebb eljards, masrészt mert mi is ezt hasznaltuk LQTS mutans nyulaink elééllitasara.
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A. 10. abra: A mikroinjektdlas tipusai.
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A rész: A nyul embrio mikroinjektalas vazlatos rajza.

TARTO KAPILLARIS ; SV
. . B rész: Perivitellindris térbe torténd mikroinjektalds.
C rész: Elomag alapu (pronukleusz) mikroinjektalas.

D rész: Citoplazmaba térténd mikroinjektalas

~

INJEKTALO OLDAT

(Az abrat Major Péter készitette)

N
PERIVITALIS TER

CITOPLAZMA—

A megtermékenylilt emlds petesejt a fejlodés korai
fazisdban egy anyai és egy apai eredetli eldmagot
is tartalmaz. Ezek iddvel Osszeolvadnak ¢és
osztodni kezd az embrid, ezért az embridkat még
ebben, az eldmagok elkiiloniilt allapotaban kell
kimosni a donornak szant anyanyulakbol. Az
injektalo oldattal a transzgén konstrukcio bevitele

az egyik eldmagba még az Osszeolvadas elott

megtorténik. Inverz mikroszkdp segitségével,
D. specialis  optikat  hasznalva  (differencial

interferencia optika: Nomarski illetve Hoffman

) optika) az elémagvak jol lathatok. Ilyenkor az

embriot tartd kapillarissal rogzitjiikk. Egy masik 1-
eldmagba nyomjuk. A két elomag koziil az apai a nagyobb ¢és jobban lathatobb, ezért a szuras
altalaban ezt az elémagvat érinti. Az injektalt DNS térfogata embrionként néhany pikoliter
mennyiséget jelent, de ez kis térfogat igy is magas, tobb szaz kopianyi DNS-t jelent (Hogan et al,
1986, Samantha et al, 2017). Ezutan a manipulalt embridkat alvemhesitett néstényekbe helyezziik
laparoszkopias technika segitségével (Hiripi, 2001). Az idegen DNS a genomba véletlenszeriien
¢s konkatamer formaban épiil be. Az esetek tobbségében integracid csak az egyik kromoszoman
torténik meg, igy a megsziiletett egyed hemizigota lesz a transzgénre nézve. Az utddok koziil, az
un. alapitokat, amelyekben megtortént az idegen DNS integracidja transzgén specifikus
vizsgalatokkal (PCR, Southern blot) azonositjuk.

Az eldmagba torténd mikroinjektalas hatrdnya az, hogy nem szabalyozhatd a beépiilt
transzgén kopiaszama ¢€s a beépiilés helye sem, valamint a mddszer alacsony hatékonysagu (Ivics
et al, 2014). Nehézség még, hogy a nagy gyakorlatot igényel, a pontos injektalas, az elémagba.
Ezeket olvasva jogosan felmeriilhet a kérdés, hogy akkor miért ezt a mddszert valasztottuk.

Egyrészt, ezt az injektaldsi modszert rutinszeriien hasznaljuk a laborban. Masrészt a transzpozon
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alapu transzgenezis technika, pontosabban Sleeping Beauty transzpozon alapti, még nem keriilt be
a csoportunk eszkdztaraba 2011-ben, amikor kisérleteim sordn a transzgenikus egér majd nyul

eloallitasara sor kertilt.

2.4. KCNE1 GENROL ES A G52R MUTACIOROL

A szivizomsejtekben, a minK a KCNQI1-vel képez komplexet és hozza létre a kései
fesziiltségfiiggd kaliumaram lasst komponensét, az IKs-t. Az IKs kélium ioncsatorna két f6
részbdl all. A polus alkoto alfa alegységbdl, amely hat kisebb egységbdl tevddik dssze (5. dbra).
Ezt hivjuk KCNQI1-nek. Illetve béta alegységbdl, amelyek a polus szabalyzasaért felelds, ennek a
fehérjének a neve minK és a KCNE1 gén kodolja. Az alfa és béta alegység sztochiometrikus
aranya is szabalyozza az IKs csatorna aktivitasat (Koichi N. 2010, Congbao et al, 2008).
A minK fehérje a kalium fesziiltségfliggd csatorna alcsalad E tagja, emberben a 21. kromoszéman
1évé KCNE1 gén kédolja (/www.ncbi.nlm.nih.gov: Gene ID: 3753). A fesziiltségfiiggd kalium
ioncsatornék jelentik a legkomplexebb csoportot mind funkcionalis, mind strukturalis szempontok
alapjan. Szerepiik van a szivritmus kialakitdsaban, az inzulin szekrécidban, szabalyozza a
neurotranszmitterek felszabadulésat és simaizom 6sszehtizodast (Melman et al, 2002, Leigh et al,
2014). AKCNEI gén egyike az 6t tagt KCNE csalddnak, amelyekrdl késziild fehérjék szabalyozo,
béta-alegységként miikodnek a szervezetben. Az emberben a KCNEI1 expressziot kimutattak mar
a pitvarban €s a kamraban, a bels¢ fiilben és a vesében (Sugimoto et al, 1990, Nicolas et al, 2001).
A minK fehérje egy 129 aminosavbol all, ennek kdzponti része a 45-71 aminosav kozotti, a-hélix
szerkezetll transzmembran domén. Ehhez az a—hélix szerkezethez kapcsolodik kétoldalt az N- és
C- termindlis. A C-termindlis felel a KCNQI inaktivacidjaért az N-terminalis pedig a csatorna
farmakologiai profiljat és pH érzékenységét szabalyozza (Congbao et al, 2008). A KCNQ1-minK
aranyok jellemzésével mar szamos tanulmany foglalkozott, koztiik a legfrissebb azt igazolta, hogy
az IKs-n atfoly6 kalium aram joval alacsonyabb 2:1 KCNQI:minK, mint az 1:1 arany esetében is.
Azaz mikor mind az alfa alegység, mind a négy egységéhez kapcsolodik egy-egy minK, akkor az
IKs csatorna miikddése hatékonyabb lesz (Murray et al, 2016). Valamint igazoltak transzfektalt
sejtekkel, hogyha az ardny a szervezetben eltolodik 1:10-hez a minK javara az sem befolyasolja
kéarosan az ioncsatorna miikodését. (Az 1:10 arany ebben az esetben nem azt jelenti, hogy 10 minK
fehérje és 1 KCNQ alegység épiti fel a csatornat, hanem egy olyan rendszerben is mikddo képes
a csatorna, ahol a minK tul van expresszaltatva (Haibo et al, 2013). Ezek az eredmények segitettek
csOkkenteni azt a kételyt, hogy a transzgén miatt szervezetben tiltermeltetett minK fehérje okoz
barmi féle elektrofiziologiai zavart.
A minK fehérje szoros Osszefiiggésben az IKr alfa alegységével a hERG proteinnel is. McDonald

¢s munkatarsai publikaltdk, hogy a CHO sejtekben, vizsgaltdk minK és a hERG viszonyat és azt
24



talaltak, hogy minK jelenlétében szignifikansan novekedet a hERG-hez kotott ionaram (McDonald
et al, 1997).

Munkank soran a minK alegységekben hoztunk Iétre egy aminosav cserét. Mégpedig az
52. aminosav cseréjét okoztuk glicinrdl (G) argininre (R). Ezt Gigy értiik el, hogy a minK fehérjét
kodoldo KCNEI génben kicseréltiik a 154. guanint argininre (G52R).

A. N - TERMINALIS B.
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TRANSZMEMBRAN
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C - TERMINALIS //’

11. abra: A transzgén konstrukciohoz hasznalt humdan KCNE] gén dltal kédolt minK fehérje bemutatdsa.
A rész: A human minK fehérje aminosav sorrendje. B rész: A human minK fehérje elhelyezkedése a
sejtmembranban és a G52R mutdcio hatdasdra létrejott aminosav csere helyzete. C rész: A transzgen konstrukcio

vazlatos képe és a G52R mutdcio helye a KCNE1 cDNS-n. (Az abrat Major Péter készitette.)

A KCNE1 gén G52R mutaciojat egy kinai csalddba azonositottdk Ma ¢és munkatarsai, akik
Xenopus petesejtekben is bizonyitottak dominans-negativ hatdsat (Ma et al, 2003). A
szindromat és az azt okoz6é G52R mutaciot. A G52R mutdcidé nem valtoztatja meg sem az IKs
ioncsatorna alegységekbdl torténd felépiilését, sem az alegységek membran transzportjat, de a
mutans KCNE1 nem képes szabalyozni a csatorna nyitd funkcidjat és domindns negativ médon

50%-al csokkenti a normal ion dramot (Ma et al, 2003).
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. FELHASZNALT ANYAGOK
3.1.1 ALLATOK

A laboratoriumi allatok a Nemzeti Agrarkutatasi és Innovécios kézpont (NAIK), Mezdgazdasagi
Biotechnolégiai Kutatointézet (MBK), Allatbiotechnolégiai Fosztaly allathdzaban a mindenkori
Eurdpai Unids szabalyoknak és az 1998. évi XXVIIL Tv., AZ ALLATOK VEDELMEROL ES
KIMELETEROL, a 243/1998 (XII.31.) Kormanyrendelet, az allatkisérletek végzésérdl, valamint
a 36/1999 (IV.2.)) FVM-KOM-GM rendelet, a kisérleti allatok tenyésztésének, tartasanak,
szallitisanak stb. szabalyairél, megfelelden voltak, vannak elhelyezve és tartva. Allatkisérleti
engedélyszam: PEI/001/275-4/2013

Az in vivo eldkisérlethez donornak, FVBN egereket hasznaltunk, mert ezek elémagjai jol lathatok,
¢és ez kitlinden alkalmassa teszi ket pronukleusz mikroinjektalasra. Recipiens egerek a CDI
torzsbe tartoztak, mivel ezek nagy alom létszammal és jo utdodneveld képességgel rendelkeznek.
Transzgénikus nyul eldallitasahoz azonos kora, 3,5 kilogrammos tenyészérett, Ujzélandi fehér
nyulakat hasznaltunk. Mind az egereket, mind a nyulakat konvencionalis allathazba, 12 o6ras
nappalos fényprogramon, ad libitum takarményozason tartottuk. Az elektorfiziologias vizsgalatok
3,5-4 honapos, ivarérett nyulakon torténtek, amelyek a G3. vagy G4. generacioba tartoztak,
kontrollként vad tipust alomtestvéreket bocséjtottunk rendelkezésiikre. Ivaralapt kiilonbséget a
mérések sordn nem talaltak ezért a him ¢és ndstény egyedeken végzett kiilonb6zd ivarok

méréseketit osszesitették.

3.1.2 KLONOZO ES EXPRESSZIOS VEKTOROK

A humén KCNE1 cDNS mutageneziséhez a Stratagene StrataClone PCR Cloning Kit-ben kapott
4270 bp nagysagu, pSC-A-amp/kan vektort hasznaltam. A nyulgenombol felszaporitott B~-MHC
promotert €s a mutdns KCNEI ¢cDNS-t a Thermo Fischer Scientific altal forgalmazott Invitrogen:
pCRW-Blunt II-TOPO vektorban illesztettem Gssze. Expresszids vektornak pedig szintén az
Invitrogen altal gyartott pcDNA™3.1 (+) Mammalian Expression Vector-t hasznaltam. A

klénozéasokat az E. coli DH5a torzsében végeztiik.

3.1.3 HUMAN CDNS KONYVTAR
A huméan KCNE1 ¢cDNS-t a svéd 3h Biomedical AB cégtdl rendelt Human Sziv cDNS konyvtarbol

(Cat no: SC6204) izolaltam. A gyarto leirasa szerint feln6tt, human szivkamrabol szarmazik a
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minta és mentes HIV, Hepatitis B (HBV), Hepatitis C (HCV), mikoplazma baktériumoktol, élesztd

és gomba fertézéstél. Koncentracidja min: 1x10° sejt/ml.

3.2. FELHASZNALT ALLATBIOTECHNOLOGIAI MODSZEREK
3.2.1. POLIMERAZ-LANCREAKCIO (PCR)

Az alapité egyedek azonositasahoz PCR modszert alkalmaztunk. A kisérlet sordn hasznalt
primereket kivétel nélkiil a Primer3 online elérhetd alkalmazassal terveztiik (http://primer3.ut.ee/).
A PCR-hez a MyTaq™ Red Mix —t (Bioline) enzimet hasznaltuk és reakciokat a PTC-200

T

hasznaltunk. A PCR kondicioi a kovetkezok voltak:

1. 95°C 3 perc,

2. 95°C 15 mp,
3. primertdl fliggden: 55-60°C, 25 mp, 30-35 ciklus
4. 72°C 40 mp,
5. 72°C 3 perc

3.2.2. PCR MUTAGENEZIS

A human KCNEI cDNS-ében végzett hely specifikus nukleotid cserét a QuikChange II XL Site-
Directed Mutagenesis Kit-tel végeztem (Agilent Technology). Elsé 1épés volt a human cDNS
konyvtarbol izolalt KCNEI szekvencia beépitése pSC-A-amp/kan vektorba. Ez utan egy olyan 36
bp hosszusagh primer par tervezése kovetkezet, amely teljesen homolog a human KCNEI szakasz
kozepével, kivéve mutacio helyét, mert ott mar az 0j nukleotidokat tartalmazza. Ezutan egy Pfu
Ultra (high-fidelity) polimerazzal egy lényegében PCR reakcioban (templat maga a teljes
cirkularis plazmid volt, primereknek pedig a mutagenezis primerpart hasznaltam) megkezdtem a
mutans szal szintézisét 18 cikluson keresztiil. Ezutan hozzidadtam a metilacié fliggd Dpnl
restrikcids enzimet €s inkubaltam 16ran at. Ezalatt a Dpnl. elemésztette a régi vad tipusu
konstrukciot és az inkubéacio végére csak a mutans cDNS tartalmazo6 vektor maradt. Majd ebbdl a
reakcid mixb6l, mindenféle inaktivalads nélkiil, 2 ul adtam 45 pl XL10-Gold ultracompetens
sejthez. Ezt kovetden 30 perces jégben valo inkubacidval, 42°C-os hd sokkal, majd 500 pul NZY+
taptalajban novesztettem Oket 1 6ras 230 rpm-es razéban. Aztan 150 pl-t szélesztettem 80 pg/ml
X-galt és 20 mM IPTG-t tartalmaz6 amplicilines taptalajra és egy éjszakan at 37°C-os inkubator
szekrényben felndvesztettem a telepeket. A felnétt telepekbdl (0sszesen 5 db telep) plazmidot

izolaltam és szekvenaltattam.
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3.2.3. RNS KIVONAS

Az RNS kivonasokat Molecular Research Center, Inc. altal gyartott RNAzol®RT-vel (Cat.No.:
RN190) készitettem. A 100 mg nagysagt szovetmintakra 1ml RNAzol-t mértem, majd Bullet
Bender Storm?24 késziilék segitségével homogenizaltam dket. Ezutan 400 ul nukleaz-mentes vizzel
felhigitottam és 10 perc inkubalas utan 13000 rpm-n (nehézségi gyorsulds:12000g) 15 percig
centrifugaltam. A feliiliszot 1 térfogatnyi izopropanolban kicsaptam, majd 15 percig taroltam
szobahén és 13000 rpm-n 10 percig centrifugéltam. Ezutdn a csapadékot 400 pl, 75%-os
alkoholban kétszer mostam, majd beszaritds utdn a mintdkat és 35 pl nukledz-mentes vizben

visszaoldottam.

3.2.4 KVANTITATIV PCR (gPCR)

A kvantitativ mérésekhez az RNS-t a Molecular Research Center, Inc. altal gyartott RNAzol®
RT-vel vontuk ki, majd DNazzal kezeltiik és Tetro cDNA Synthesis Kittel (Bioline) cDNS elsd
szalat irtunk réla. Az reverz transzkripcidhoz a kit random hexamer primerét hasznaltuk. Az igy
késziilt cDNS reakcidt tovabbi tisztitas nélkiil hasznaltuk a qPCR-hez, melyet a Maxima SYBR
green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific) Rotor-Gene (RG-3000)-R (Corbett Research)
gépben végeztiink. A kiértékelésnél a RotorGene software-vel (Corbett Research, Sidney,
Australia) mért Delta Delta CT értéket vettiik szamitasba. Normalizacios kontrollként az 28S és a
RPSS5 nyul endogének mértani atlagat hasznaltuk. A qPCR-ekhez hasznalt DNS oligok pontos

szekvenciaja a mellékletben megtalalhato.

3.2.5 WESTERN BLOT

A transzgén fehérje szintli expresszidjanak vizsgalatat Western blot segitségével végeztiik. 7 db
vad tipust nyul bal szivkamrajabol szedtem a mintékat, amelyeket kozdsen kezeltiink, ugyan igy
csinaltam két transzgénikus csoportot is, csoportonként 6-6 mintaval. Aztan térfogatnyi jéghideg
PBS-ben homogenizaltuk a szoveteket majd a centrifugalas (15perc, 2000 rpm) utén, a feliiluszot
yjra centrifugaltuk (10000g, 45 percig), igy megszabadultunk a szoveti maradvanyoktol. A
fehérjekivonathoz ezutan B-merkapto-etanolos felvivé puffert adtunk (0,5 M Tris-HCI, 10 % SDS
pH 6,8, 30 % glicerin, 0,012 % brémfenol-kék, 6 % B-merkapto-etanol) és denaturaltuk 95°C-on,
5 percig. Denaturalé gélben 10 % poliakrilamid és SDS jelenlétében elvalasztottuk a fehérjéket. A
tomoritd gél 0,5 M Tris-HCl-ot, 0,4 % SDS-t (pH 6,8), mig maga a szeparal6 gél 1,5 M Tris-HCl-
ot, 0,4 % SDS-t tartalmazott, ez utobbi pH-ja azonban mar 8,8-as volt. Az egy éjszakan at (12 ora)
szarado gélen zsebenként 10 pl denaturalt fehérjemintat valasztottunk el 0,5 % SDS tartalmu Tris-
glicin pufferben, 25-35 mA aramerdsség mellett, Hoefer Minigel futtatdkadban (Hoefel Scientific
Instruments). A szeparalt mintdkat tartalmazé gélt kétszer 15 percig mostuk transzfer pufferben,

ami 60 mM Tris-t, 40 mM CAPS-t (pH 9,6) tartalmazott, ek6zben a PVDF membrant (Merck,
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Millipore,) is el6készitettikk a blottoldshoz, 2 percig metanolban, 5 percig desztillalt vizben
nedvesitettilk, majd 15 percig transzfer pufferben aztattunk. Elektromos (Semi-dry) blottold
berendezéssel (Hoefer Scientific Ins.) 30 perc alatt, 100 V fesziiltség mellett rogzitettiik a mintakat
a membranon. A blottolas végeztével a membrant 5 % tejport tartalmazé TBS-T (Tris pufferelt
sooldat, 0,05 % Tween 20 detergens) pufferben blokkoltuk. Az anti-KCNE1 (Abcam: ab65795)
elsddleges ellenanyagot 1:2000 higitdsban ugyancsak 5 % tejport tartalmazé TBS-T oldatdban
reagaltattuk 90 percig 4°C-on a fehérjékkel. Majd a membrant négyszer 10 percig mostuk TBS-T
oldatban. A masodlagos ellenanyagot, mely goat anti-mouse (Sigma) 1:8000 higitasi aranyban 60
percen keresztiil szobahdn inkubdltuk a membranon. Ezutdn 0jabb hdrom TBS-T-s mosas
kovetkezett. A masodlagos antitestet luminol alapi kemilumineszcencias kit (ECL-Plus Kit,

Amersham) és autoradiografia (Hyperfilm, Amersham) segitségével tettiik lathatova.

3.2.6. IMMUNHISZTOKEMIA ES KONFOKALIS MIKROSZKOPOS VIZSGALAT

A frissen izolalt transzgénikus és kontroll nyulsziv kamrai izomsejteket acetonnal fixaltuk. A
festést kozvetleniil megel6zden rehidraltuk és 1 6rdn at 5% BSA-val (bovine serum albumin,
Sigma) kiegészitett PBST-ben (foszfat-pufferelt sooldat + 0,01% Tween) szobahdmérsékleten
blokkoltuk. A sejteket 1,5 oran keresztiil inkubéltuk szobahdmérsékleten az elsddleges
ellenanyaggal (egérben termelt monoklonalis anti-human KCNE1, Abcam) 1:2000 higitasban, ezt
kovette haromszor 1 perces mosas PBS-el és 1 6ras inkubalds a masodlagos ellenanyaggal (anti-
egér IgG fluoreszcein-izotiocaanattal (FITC) jelolve (Sigma-Aldrich) 1:300 higitasban. Végiil a
feddlemezen 1évé mintdkat tadrgylemezre helyeztiik és Aqua Poly/Mount (Polysciences Inc.)
végeztiik a beagyazast. Negativ kontrollnak a csak masodlagos ellenanyaggal inkubalt mintakat
hasznaltuk. A fluoreszcens felvételeket Olympus FV1000 (Tokyo, Japan) konfokalis lézer-
szkenner elektronmikroszkoppal, azonos paraméterek mellett készitettilk. A felvételeket

optimalizaltuk és Adobe Photoshop software-el konvertaltuk.

3.2.7. ZOELEKTROMOS FOKUSZALAS

Az izoelektromos fokuszalast és az izoelektromos pont meghatarozast az Orszdgos Onkologiai
Intézetben Dr. Doleschall Zoltan végezte. NanoPro1000 (Protein Simple, Wallingford, CT, USA)
késziilékkel. A fehérje kivonast a mar Western blotnal leirt modon végeztiik, azaz a jéghideg PBS

pufferben homogenizalt mintakat jégen szallitottam el az Orszagos Onkologiai Kézpontba.
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3.2.8. SZUPEROVULALTATAS

3.2.8.1. EGER

Az FVBN ndstény donor egereket 8 - 10 hetes (30 gramm) korban 5 NE PMSG-vel (Intervet International
B.V., Holland) majd 48 ora elteltével 5 NE hCG-vel (Ferring Gmbh) hasiiregbe (intraperitonealisan)
oltottuk. Ezt kovetden ezeket a néstényeket FVBN himekhez tettiik be egy éjszakara, ezenkiviil recipiens
CD1 néstényeket tettiik 6ssze vazektonizalt himekkel. A parzas tényét a masnap lathato hiivelydugo (plug)
jelezte. Az egereket cervikalis diszlokacioval megoltiik majd a petefészket, a petevezetéket a méh egy
kis darabjaval egyiitt kimetszettiik. A petevezetd ampulldjabol az egysejtes embridkat (zigotakat)
M2 médiumba mostuk ki. A zigotdkat boritd kumulusz sejteket hyaluronidaz enzim (Sigma)
segitségével tavolitottuk el. A kimosott embridkat a mikroinjektalds megkezdéséig KSOM
médiumban (Sigma), embridtesztelt olaj alatt (Sigma), 37 °C-on, 85 % paratartalom mellett, 5%

CO2-al telitett termosztatban (NuAire) taroltuk.

3.2.8.2.NYUL

Az Ujzélandi fehér ndsténynyulakat 18 hetes korban, legalabb 3,5 kg teststily megléte mellett, 120
NE PMSG-vel (Intervet International B.V., Holland) intramuszkularisan oltottuk be. 72 o6ra
elteltével 180 NE hCG-vel (Ferring Gmbh) intravénésan kezeltiik a néstény nyulakat. Ugyanekkor
mesterségesen termékenyitettik is 6ket, Ujzélandi fehér himek frissen vett spermajaval. A
megtermékenytilést kovetd nap reggelén a ndstények petevezetdjét eltavolitottuk. A
petevezetokbdl a zigotakat 20% FCS-sel (fetal calf serum, Invitrogen) kiegészitett PBS médiumba
mostuk ki. A mikroinkjektalasig az embriokat M2 médiumban 4dsvanyi olajjal (Mineral oil, Sigma)

lefedve, 38,5°C-on, 5% CO2-dal telitett kdrnyezetben tartottuk.

3.2.9. MIKROINJEKTALAS

3.2.9.1. EGER

Az embridkat a KSOM médiumbol M2 médiumba helyeztiik at, majd szintén M2 médiumbol
cseppentettiink, a cseppforma stabilitdsanak megtartdsa végett repel silane-nal (Pharmacia
Biotech) kezelt mélyitett targylemezre, €s ebbe tettiik at az injektalasra szant embridkat. A cseppet
embriodolajjal fedtiik le, hogy a parolgas miatt kialakuld koncentracidvaltozast megeldzziik. Az
injektalast Nomarski differencial interferencia kontraszt egységgel és haromdimenzids mozgast
biztositd mikromanipulator karokkal (Narishige) felszerelt IMT-2 invert mikroszkop (Olympus)
segitségével végeztik. Az embridk rogzitéséhez és a DNS bejuttatdsadhoz sziikséges tartd (d=100
um), illetve injektald kapillarisokat (d=1-2 pum) (Harvard) mikropipetta huzoval (Model-97
micropipette puller, Sutter Instrument Co.) alakitottuk ki. A beallitasi paraméterei: heat: 600, pull:

200, velocity: 130, time: 180. A tartd kapillarisok atmérdjét és formdjat mikroalakitoval
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(Narishige) készitettiik el. A néhany pikoliter mennyiségii injektalo oldatot rendszerint a zigdtak
him elémagjéaba juttattuk be. Az injektalast kovetéen M2 médiumba helyeztiik az embridkat és a
mar emlitett paraméterekkel bird termosztatba helyeztiik 6ket. Néhany ora elteltével ellendriztiik,

hogy mely embriok ¢élték tal a beavatkozast.

3.2.9.2.NYUL

Az egyik manipulator karba a tartd kapillarist helyeztiik (d=100 um, Harvard Apparatus, GC-
100T-15), mig a masik karba az injektalo kapillaris kapott helyet (d=1-2 um, Harvard Apparatus,
GC-100TF-15). Ezeket a vékony iiveg kapillarisokat mikropipetta huzdval (Model-97) készitettiik
el, a huzas paraméterei megegyeztek az egér mikroinjektalasnal leirtakkal. A tartd kapillarisokat
szintén az egérnél leirt modszerrel készitettilk el. A donor allatok petevezetdibdl kimosott
egysejtes embridkat kivalogattuk. A mikroinjektalashoz megfeleld, jol lathaté eldmaggal
rendelkezé embridkat mélyitett targylemezen 1évé 20 pl-es médium (20% FCS-vel kiegészitett
PBS) cseppbe helyeztiik. Az embridkat tartalmazé médiumcseppet embridolajjal fedtiik le. A
targylemezt Ovatosan a mikroszkop (Olympus IMT-2) targyasztalara helyeztik, és a
mikromanipulator karok segitségével elvégeztiikk az injektalast. A tartd kapillaris segitségével
rogzitett embriok elémagjaba 1-2 pl injektald oldatot jutattunk. A mar injektalt embridkat a
targylemezen elkiilonitettik a nem kezeltektdl. Maximalisan 25 embriot helyeztiink a
médiumcseppbe, elkeriilve, hogy tul sokdig legyenek erds megvilagitds és nem optimalis
hémérsékleti tartomanyban, ami lassithatja vagy megakadalyozhatja fejlddésiiket. Az injektalas
végeztével az embriokat athelyeztiik egy 0j csepp 20% FCS-vel kiegészitett PBS médiumba és

termosztatban inkubaltuk a beiiltetésig.

3.2.10. EMBRIO BEULTETES

3.2.10.1. EGERBEN

A mikroinjektalast tulélt embriokat 2,5 %-os, Avertinnel altatott 3-4 honapos, CD1 ndstény
egerekbe iiltettiik vissza. A recipiensként hasznalt ndstény egereket a beiiltetést megel6z6 nap
vazektomizalt himekhez helyeztiik ki. Masnap reggel a kopulaciés dugo (plug) megléte alapjan
valogattuk ki az embridtranszferre alkalmas adlvemhes egyedeket. Oldalanként 10-12 db embridt
helyeztiink vissza az infundibulumon keresztiill a petevezetObe. Amennyiben nem tudtunk
megfeleld moédon hozzaférni az infundibulumhoz, kozvetleniil az ampullaba ltettiik vissza az

embridkat.
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3.2.10.2. NYULBAN

A fiatal, 4-5 honapos, recipiens Ujzélandi fehér néstényeket az embriok beiiltetése eldtti napon
0,2 ml GnRH analog készitménnyel (Receptal, Intervet) kezeltiik intravénasan. Hogy az allatokon
minél kisebb sériilés keletkezzen ezért a mutéteket laparoszkopos modszerrel végeztik. Az
anesztéziahoz 0,4 ml Xilazin (CP-Xilazin 2% inj A.U.V., Cp-Pharma Handelsges. mbH) és 0,7-
1,2 ml Ketamin (Cp-Pharma Handelsges mbH) oldatot hasznaltunk. Az altatasban 1évo allatok
hasarol lenyirtuk a szdrt, hogy ne zavarja a mitétet. Koldoktajékon szikével aprd (2-3 mm-es)
bemetszést ejtettiink az allatokon, hogy megkonnyitsiik a hasfalon at torténd bevezetését a
trokarnak. A trokar segitségével az allat hasiiregét felfujtuk levegdvel, hogy elkertiljiik a bels6
szervek megsériilését a laparoszkdp bejutatasakor. Megszamoltuk a petefészken elhelyezkedd
ovulacids helyek (corpus hemorragicum) szamat, mert igy ellenérizhetd, hogy a GnRH injekcio
valdban hatasos volt-e. A petefészekhez kozel a hasfalon keresztiil a felfujt hasiiregbe szart vénas
kaniil (Introcan-Safety IV Catheter W, BBraun) tiijét a tolcséren keresztiil a petevezetdbe jutattuk.
A kanill tjét egy livegkapillarisra (Brand, 701902) cseréltiik. Ez a kapillaris tartalmazta a
médiumban Usz6 embridkat, ezt két levegdbuborék, majd két médiumcsepp vette koril. A
buborékok azt a célt szolgaltak, hogy biztosan lassuk, az embriok bekeriilnek a petevezetobe. Az
alvemhes nyulak jobb és bal petevezetdibe oldalanként kb. 10 db, a mikroinjektalast talélt, egy -
vagy kétsejtes embridt transzferdltunk. A laparoszkdp eltdvolitasat kdvetden a vagast 7,5 mm-es

seb kapoccsal zartuk.

3.3. FELHASZNALT ELEKTROFIZIOLOGIAI MODSZEREK

A rovidtava RR ¢s QT variabilitast, valamint az aritmiak eléforduldsi gyakorisaganak mérését
SZTE AOK, Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézetben, Dr. Varré Andras és munkatarsai 4ltal
végezték.

A transzgénikus és vad tipust nyulakat tiopentallal altattik (50 mg-kg™!, i.v.), a jobb fiil marginalis
vénajaba adagolva. Egy 500 IU mL-1 heparint tartalmazo, izotonids séoldattal feltoltott miianyag
katétert vezettek be a bal arteria carotisba az artérias vérnyomas mérése érdekében. A késObbi
intravénas szer adagoldshoz a jobb vena jugularis kaniilalasat végezték. A kiindulési alapértékek
felvétele elott az allatokat hagytak stabilizalodni 20 percen keresztiil. A vérnyomast és az
elektrokardiogramot (végtagi elvezetések I, II és III) folyamatosan regisztralva és (2 kHz
mintavételezés), digitalizalva lett a késdbbi “offline” analizishez (National Instruments, Austin,
TX, USA) ¢és a SPEL Advanced Haemosys szoftver hasznaltak (v3.2, Experimetria Kft., Budapest,

Magyarorszag). Az RR ¢és QT intervallumok 30 iités atlagabol szamoltak (a minimalisan sziikséges
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itésszam az intervallumok révidtava variabilitdsanak szamitdsahoz). Az altatott nyulakon a QT
intervallum mérése sordn a korabban leirt modszertant alkalmaztdk (Farkas et al, 2010). A
frekvencia korrigalt QT intervallum (QTc) kiszdmitdsahoz az altatott nyulakra specifikusan
kifejlesztett egyenletet (Batey et Coker 2002) volt hasznélva, mely a szivfrekvencia fliggd QT
intervallum valtozasok pontos kovetését tette lehetévé: QTc = QT (0,704 * (RR 250)).

Az intravénas infizidkat programozhat6 infizids pumpabdl adagoltak (Terufusion TE-3, Terumo
Eu-rope, Leuven, Belgium). A kisérlet soran, mind a vad tipusu, mind a transzgénikus nyulak az
IKr gatlo dofetilidet (Richter Gedeon, Budapest, Magyarorszag) 20 pg-kg™' dozisban kaptak 10

perces infuzi6 soran 2 ml-kg™! térfogatban.

3.3.1. AZ RR ES QT INTERVALLUM ROVIDTAVU VARIABILITASA (STVRR, STVQT)

Az RR ¢és QT intervallumok bemutatésara un. Poincaré grafikonokon torténik, melyeken minden
RR ¢és QT intervallumot az azt megeldzé6 RR és QT értékének filiggvényében abrazoltunk a
szivfrekvencia €s a repolarizécio iitések kozotti idobeli instabilitdsanak jellemzésére. A grafikonok
30 egymast kovetd intervallum szinusz ritmusban mért értékeinek eredményei a kisérlet soran egy
adott id6pontban. A kisérlet adott id6pontjaban torténd TdP ritmuszavar kialakulésa esetén (pl. az
IKr gatlo dofetilid beadasat kdvetden), a méréseket a TdP kialakulasat megelézden torténtek. A
kovetkez0 képletet hasznaltdk a beat-to-beat rovidtdvi RR vagy QT variabilitds (STV)
szamitasara: STV = Y |Dn+1-Dn| (30xV2)-1, ahol D a QT vagy RR intervallum idétartama. Az
STV a Poincaré grafikonon az azonossagi kozépvonaltdl valo atlagos tavolsagot képviseli, €s a
“beat-to-beat” RR ¢és QT intervallum instabilitds becslése a Poincaré grafikon korabban leirt

kvalitativ és kvantitativ analizisén alapul (Brennan et al, 2001).

3.3.2 FOLT-FESZULTSEGZAR (PATCH CLAMP) MERESEK

A patch clamp méréseket a Szegedi Tudomany Egyetem Altaldanos Orvostudomanyi Kar,
Farmakolégiai és Farmakoterépiai Intézetében, Dr. Orddgh Balazs és munkatarsai végezték. CHO-
K1 sejteken, és a kiértékelést DIGIDATA 1440A, pClamp 10 (Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, USA) szoftverrel torténtek (Major et al, 2016).
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4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1. VAD T{PUSU ES MUTANS KCNE1 EXPRESSZIOJARA ALKALMAS
KONTRUKCIOK LETREHOZASA.

Bar a hossza QT szindréma kiilonbozd tipusait mar vizsgaltdk kiillonbozé allatmodelleken,
els6sorban génmodositott egerekben, nekiink a vildgon harmadikként sikeriilt olyan transzgenikus
nyul betegségmodellt 1étrehozni, ami alkalmas a korabbiaknal arnyaltabb elektrofizioldgiai
tulajdonsagok mérésére. Kisérletekkel bizonyitottuk az eddig csak humanban leirt és Xenopus
petesejteken tesztelt pontmutéacio fenotipusos kovetkezményeit in vivo kdrnyezetben. A doktori
munkdm soran sikerrel alapitottunk olyan transzgénikus nyul vonalat, amellyel eddigieknél
pontosabban jellemezhetd a human hossza QT 5 tipust kivalto repolarizacios tartalékot csokkentd
szindroma oka. Valamint ennek a transzgénikus nyul betegségmodellnek a molekularis biologiai
jellemzését is elvégeztem.

A transzgén konstrukciohoz sziikséges kodolo részt, azaz a teljes KCNE1 gént izolaltam a human
szivizom cDNS konyvtarbol (3H Biomedical AB). Ezutan egy klonozé vektorba helyeztem, ahol
Agilent Tech. Quick Change Mutagenezis Kit-tel kicseréltem benne a 154. pozicidoban 1évo
guanint adeninre. Ez a pontmutécioé egy aminosav cserét is okozott a fehérje dsszetételben, mert
az 52. helyen 1év6 glicin (G) argininre (R) cserél6dott. A G52R mutaciot azért valasztottuk, mert
Ma és munkatarsai 2003-ban publikaltdk, hogy a vizsgalt csalad érintett tagjainak egy részében
hossza QT 5 tipust szindroma okoz (Ma. et al, 2003). A nyul B-MHC promoter szivszovet
specifikus expressziohoz sziikséges részét és a 3’ végéhez tartoz6 hdrom rovid, nem transzlalodo
exont Ujzélandi fehér nytl genomi DNS-bél felszaporitottam és beépitettem pCRW-Blunt II-
TOPO vektor (Invitrogen) TOPO helyére. A teljes promoéterre nem volt sziikségem, mert kordbban
kozolt adatok igazoltak (James J. et al, 2000.), hogy az altalunk hasznalt 4533 bp hosszusagu darab
elegendd a szivkamra specifikus expresszidhoz. Ezutan két klon konstrukciot hoztam létre. Az
egyik esetben a pCRW-Blunt II-TOPO vektorban 1évé promoter utan EcoRV helyre klénoztam a
vadtipusi KCNE1 ¢cDNS-t. A masik esetben a mutins KCNE1-t épitettem a promdter mogé,
szintén EcoRV helyre. Majd a promoétert €s a vele egybeépitett cDNS-t a vektorokbol BamHI —
Notl emésztéssel izolaltam és athelyeztem pcDNA3.1-es vektorba, ahol a konstrukciot egy BGH
polyA szignal tette teljesé. Ezt kovetden Nhel-SexAl restrikciés enzimekkel kivagtam a
pcDNA3.1 vektorbdl az igy linearizalodott, kész transzgén konstrukciot (B-MHC prométer +
KCNEI cDNS + BGH polyA szignal) ¢s mikroinjektalo pufferrel 4ng/ul —es oldatott készitettem
beldle.
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4.2. IN VITRO EREDMENYEK

A sejtmembran transzport tanulméanyozasanak egyik modszere a patch clamp (folt-fesziiltségzar)
technika (Hamill et al, 1981). A modszer alapétlete, hogy egy apré6 membran teriileten (patch),
elektromos szempontbol izoldlva a membran tobbi részétdl és adott fesziiltséget kapcsolva ra
(clamp), mérhetdvé valnak a foltban talalhat6 csatornan vagy csatorndkon atfolyd aramok.

A transzgén konstrukciokat in vitro tesztelni akartuk a mikroinjektalasok megkezdése elétt. igy
partneriink, Katje Odening freiburgi laborjaban CHO-K1 sejtekbe transzfektaltdk és ion aram

méréseket végeztek rajta patch-clamp technikaval.

Ennek a modszernek eldnye, hogy ilyenkor a CHO-K1 sejtvonalakban a poélus alkoto, alfa
alegység mellett, egyszerre csak az egyik béta alegység volt jelen, igy kiilon-kiilon mérhetové valt
a kiilonbozd szabalyzd alegységek munkaja. A G52R mutdns béta alegységet tartalmazo

ioncsatorna esetében az IKr &ram nem volt mérhetd. A kisérletben bizonyitottuk, hogy a mutans

transzgén valoban csokkenti a kalium aramlast a CHO-K1 sejtek membranjan. (12. dbra).

A. B.

12 abra: CHO sejteken végzet iondram mérések.
A rész: IKr aram a mutans humdan G52R —KCNE1 béta alegységgel. B rész: IKr aram a vadtipusu human KCNE1

béta alegység jelenlétében. (A mérés Katja Odening csoportjaban tortént).

4.3. IN VIVO EREDMENYEK

A transzgén konstrukcio in vivo tesztelése FVB/N egerekkel tortént. A szuperovulaltatott FVB/N
ndstényeket FVB/N himekhez tettiik ki, majd a parzas utdna, cervikalis diszlokacioval megolt
allatok petevezetdjébdl 305 db embridot mostunk ki. Ebbdl 268 db volt alkalmas elémagi
mikroinjektalasra, 224 db embrio lett visszaiiltetve dlvemhesitett, CD1 egerekbe. Ebbdl 14 utod
sziletett, amelybdl egy transzgénikus alapitdo lett. A heterozigdta sziiléparokkal torténd
keresztezéssel homozigdta vonalat szerettiink volna alapitani de az F2 generacios almokban

homozigota utdédokat nem sikeriilt azonositanunk. Ezért tjabb heterozigota keresztezésekbdl két a
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vemhesség kiilonbozo szakaszaban levd ndstényekbdl embridkat izolaltunk és genotipizaltunk. Az
eredményeket a 2 tablazat mutatja, melyekbdl lathatd, hogy csak az altalunk vizsgalt legkorabbi

embriok esetében tudtunk homozigdta utédokat kimutatni a késébbi fejlodési szakaszban ezek mar

nem ¢letképesek.

2. tablazat: A transzgénikus heterozigota egér keresztezésekbol szarmazo embriok dsszefoglalisa. Homozigota

utod keresése 12,5 napos és 14,5 napos korban, amikor az embriondlis sziv fejlodése elkezddédik. A homozigota

utodok szama, mar ebben a fejlodesi stadiumban is nagyon alacsony, és szignifikansabb alacsonyabb emiatt a

transzgénikus ardny is, mint a vart. (A tablazatot Major Péter készitette.)

EUER HETEROZIGOTA. | HOMOZIGOTA TG. ARANY
Sk EMBRIOK GYANUS EMBRIOK | (6sszes TG/ssz. embric)
SZAMA SZAMA (VART: 75%)
12,5 NAPOS 97 42 3 46%
14,5 NAPOS 6 3 1 66 %
b3 103 45 4 47 %

A transzgénikus egér vonalban RT-PCR technikaval kimutattam, a transzgén szivszovet specifikus
expressziojait mRNS szinten. Izoelektromos fokuszaldssal kimutattuk a transzgénikus egerek
szivében a mutans, human fehérje jelenlétét. Izoelektromos fokuszpont alapjan elkiilonitettiik a
human és egér fehérjéket a transzgénikus egyed szivében (13. dbra, B. rész). Az egér, sajat minK

fehérjének izoelektromos pontja 6,3.

A B.
Kontroli:
humén G52R KCNEI
- Tg nyUl szivben y
tr. sziv tr. genomi va - \
c¢DNS .
\
HUMAN A y \

G52R-KCNEI

Tgegér szivben

SO SS 60 65 20

Egér, viKCNEI

“ / Tg egérszivben

13. abra: A transzgén kifejezddésének ellendrzése RNS és fehérje szinten.
A rész: A transzgenrol keésiilt mRNS kimutatasa, a transzgénikus nyul szivben. B rész: A transzgen fehérje
osszehasonlitdsa izoelektromos fokuszadlassal a transzgénikus egér és nyul szivben.

(Az abrat keészitette Major Péter.)
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A human mutdns minK fehérje izoelektromos pontja pedig 5,1. Ennek a mérésnek azért is van

nagy jelentdsége, mert ilyen technikéval és pontossaggal még nem mérték meg a human G52R-

minK izoelektromos pontjat, eddigi kalkulacidk csak fehérje aminosav sorrendje alapjan torténtek

(3. tablazat).

3. tablazat: A neten taldlhato kiilonbozo az izoelektromos pont kiszamitdasdra alkalmazott szoftverek eredményei
és a Simple Western Nanopro-val mért eredmények ésszehasonlitisa. (4 tablazatot készitette Major Péter.)

netes forrés egér
DTASelect 6,7
EMBOSS 6,7
GRIMSLEY 6,6
Patrickios 4,3
Rodwell 6,3
Sillero 6,7
Solomon 6,3
Lehninger 6,3
Wikipedia 6,3
ProMoST 6,3
ATLAG: 6,25
Altalunk mért: 6,3

nyul G52R-minkK
5,2 8,1
4,8 8,4
4,8 7,5
3,5 4,3
4,8 8,1
5,1 8,4
4,9 8,5
4,8 8,5
4,8 8,1
5,07 7,6
4,77 7,75
4,8 51

Miutan mind az in vitro és in vivo eldkisérlet is biztatd eredménnyel zarult, hozzafoghattunk a

transzgénikus nyul létrehozashoz, amelynek keretében Ujzélandi fehér donor nyulakbol

szuperovulaltatas és mesterséges termékenyités utan egysejtes embridkat mostunk ki. A kisérlet

soran 490 db nyul embridt mikroinjektaltunk. Ebbdl 466 db kezelt embriot laparoszkopos

embriotranszfer segitségével 20 db recipiens ndsténybe iltettiink. A 20 db recipiensbdl 9 db anya

ellett és Osszesen 38 db utdd sziiletett, amelybdl négy hordozta a transzgént. A négy transzgenikus

alapitobol egy €lte meg a tenyészérett kort.

A.

478bp

Oryctolagus cuniculus

B-MHC promadter

231
bp

500 bp
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15. dabra: A transzgén utodok azonositdsa.

A rész: Transzgenikus utodok kimutatdsara hasznalt
Promoter vége forward és CDNS eleje revers primer
par feltapaddsa (e.= exon).

B rész: PCR technikaval azonositott transzgénikus
utodok. 1-3 mintak: tg hordozo nyulak, 4. minta: vad
tipusu nyul, 5. minta: pozitiv plazmid kontroll /a
képen nem szerepel az Osszes tg utod/ (Az abrat

keészitette Major Péter.)



A masik harom 4llat nem a transzgén hatasdnak kovetkeztében pusztult el. Az alapitokat PCR
eljarassal azonositottuk, olyan transzgén specifikus primerekkel, amelyeknek a forward része a

nyul B—MHC prométerre tapad fel, a reverz par pedig a huméan KCNE1 ¢cDNS-re (15. dbra).

4.4. A TRANSZGENROL ATIRODO mRNS KIMUTATASA

Az F1-F3 generaciokban végeztem a transzgén expresszdjanak vizsgélatait. E16szor RT-PCR
segitségével a szivszovet specifikus expressziot vizsgaltam. A promotert, a 3° végénél, harom exon
koveti, amelyeket intronok vélasztanak el egymastol, ezért ez lehetové tette, hogy konnyedén
kimutassam az transzgén konstrukciordl késziilt érett mRNS-t. Mivel az RT-PCR primereit ugy
terveztem az exonokra, hogy egy intron fogjon kozre, amely az RNS érési folyamatai soran
kivagaodik, igy jol lathatéan ellendrizhetd, hogy expresszid tortént a transzgénrdl, mert a human
KCNE1 gén mRNS-ér6l késziilt a PCR termékek joval rovidebbek lesznek, mintha azok,a
genomba integralodott transzgénrdl késziiltek volna (16. dbra). A transzgén expresszidjat
leellendriztem a harom féle izomszovetben ¢és a transzgénrdl késziilt mRNS csak a
szivizomsejtekben volt kimutathato. A tiid6 és az agy azért szerepel a mintak kozott, mert a The
Human Protein Atlas (proteinatlas.org) publikalt olyan adatot, hogy a tiidében és az agyban is

kimutathaté KCNE1 expresszio.

. B.
. 1300bp
|’7 ‘ :STA:RT
proméoter e INTRON | e e
6 agy
Ry genomi
= o DNS
= izom |
5—— — | 1300 bp
s | 1. 100 bp
= o= 100 bp |f — ‘ B

e|e|E

16. abra: Transzgén konstrukcio expressziojanak vizsgdlata
A rész: A szovet specifikus expresszio ellendrzése transzgénikus nyulakban. B rész: A szdvet specifikus expresszio

ellendrzéséhez haszndlt PCR miikodési elve (Az abrat készitette Major Péter).

Ezutén a transzgénikus nyulakban a fehérje expressziot is sikeriilt kimutatunk kétféle technikéval.
Elészor Western blot segitségével igazoltuk a transzgénrdl atirodo mink fehérje expressziot. Mivel
az alkalmazott ellenanyag (anti-Human KCNEI1, Abcam), amelyet a human mink fehérje egy

konzervativ szekvencia részlete ellen termeltettek, mind a humén mind a nyal minK fehérjét
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felismerte, a Western blot azt igazolta, hogy transzgénikus allatok szivében tobb minK fehérje
talalhat6, mint a vad tipusu allatokéban (17. abra A). Ezért Dr. Doleschall Zoltan segitségével az
Orszagos Onkologiai Intézetben, meghataroztuk a transzgenikus nyulaink szivében a transzgénrol
atir6do illetve a nytl sajat endogén minK fehérjék izoelektromos pontjait és ezek alapjan sikerrel
elkiilonitettiik a két fehérjét. A mutans, huméan minK fehérje izoelektromos pontja itt is 5,1 volt,
szemben a nyul, sajat minK fehérje izoelektromos pontjaval, ami 4,8-nak bizonyult. Tovabba
sikertilt a human minK fehérje mennyiségét is nyul minK-hez viszonyitva meghatarozni és ennek
eredménye alapjan elmondhato, hogy 1,5x tobb mutans human minK termelddik a nyul szivben a
nyul endogén fehérjéhez képest (17. abra B). Immunohisztokémiaval kimutattuk, hogy a mutans
human KCNEI1 a frissen izolalt szivizomsejtek membranjahoz asszocialt (18. abra), amely
aldhtizza a korabbi in vitro adatokat és megerdsiti azt a hipotézist, hogy ez a mutacié nem

befolyasolja az ioncsatorna fehérjék membranba valo transzportjanak képességét (Harmer et al,

2010).

Mutdans human | 5,132 62,51
KCNE1

A. '
8
=
5
-— 1,0
SRR T £
25kDO_ e SN s E
o]
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35kDa —p =
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25kDa—> &>
00
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pool 1 pool 2
4.88
(nyUl KCNET1)
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17 abra: Fehérje vizsgdalatok eredménye. A rész: transzgénikus nyul szivben Western blottal mért fehérje
expresszio. B rész: A transzgénikus nyul szivben izoeletromos fokuszalassal mért fehérje expresszio és izoelektromos
pont mérés eredménye. A gorbék alatti teriilet-% értékben mutatja a vad tipusu (nyil endogén) és a mutans minK
fehérje egymdashoz viszonyitott mennyiségét a transzgénikus nyul szivben (Az dbrat sajat kozlemény alapjan

keészitettem).
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18. abra: A szivizom szovet immunhisztokémiai festése anti-human KCNE1 antitesttel.
Az A oldal mutatja a vad tipusu nyulbol szarmazo mintat, a B oldal mutatja a human mutans fehérjeét expresszalo,

transzgénikus nyul szivizomsejteket. (Az abra Major et al, 2016 cikk magyar nyelvii forditasa)

Kvantitativ PCR (qPCR) segitségével megmértem a nyul KCNQ1 mRNS és szintén nyal MYH7
mRNS expressziojat normalizdlva a RPS5 és a 28S haztartasi gének mértani atlagara. Azért
valasztottam ezt a két gént (KCNQI1, MYH?7), mert ezek vannak a legkdzvetlenebb kapcsolatban
a transzgén konstrukciommal. Ezalatt azt értem, hogy a nyal MYH7 gén (beta-MHC)
promoterével hajtottam meg a transzgén konstrukciot. Illetve a KCNQ1 gén az alfa alegysége IKs
ioncsatornanak, s ezt befolyasolja a KCNE1 génrdl késziilt szabalyozo fehérje, a minK. Ennek a
két fehérjének a sztochiometrids aranya, befolyasolja az IKs ioncsatorna miitkodését (Koichi et al,
2010., Murray et al, 2016). Az igy kapott eredmények igazoltak, hogy transzgénikus allatok
szivében a nyul KCNQI és a nyul MYH7 mRNS szint szignifikansan magasabb, mint a vad tipusu

alom testvér szivében (18. abra).

Relativ mRNS expresszio

]4

i B Iﬂ
vi tg vitg vt ig
KCNQI  KCNEl  MYH7

19. abra: A génexpresszio mennyiségi vizsgdlata.
A transzgénikus nyul szivkamraban az endogén mRNS-ek expressziojanak valtozasa. Az IKs alfa alegységét kodolo
KCNQI mRNS szintje drasztikusan emelkedett még a nehéz lancu miozin (MYH?7) gén - aminek a promoterét
hasznaltuk a transzgeén konstrukcioban — expresszidja is szignifikansan emelkedett.

(Az abra Major et al, 2016 cikk magyar nyelvii forditasa)
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A tobb éven at tartd vonal fenntart6 tenyésztés soran akartunk homozigdta utédokat 1étrehozni. De
nem volt olyan egyed, ami kétlépcsés homozigota detektalasi moddszeriink biztosan
homozigotanak talalt. A kétlépcsds rendszerben a homozigota utdodokat igy azonositjuk, hogy
eldszor kivalogatjuk transzgén specifikus qPCR primer segitségével a homozigdta gyanus
utdédokat. Homozig6ta gyanusnak tekintiink minden olyan egyedet, amelyben a transzgén relativ
expresszidja legalabb 1,6x nagyobb a biztosan heterozigota kontrollhoz képest. Miutdn a
homozigota gyanus egyedek elérik a tenyészéret kort kereszteziik dket vad tipusu allatokkal €s
aztan a megsziiletett almokban megnéziik a transzgénikusok aranyat. Ha homozigéta volt a sziild,
akkor heterozigotanak kell lenni az Osszes utdodnak. Ha ez megtortént, akkor tudjuk biztosra
elmondani, hogy valdoban homozigéta az egyed. De ezt a masodik “lépcs6t” nem tudtuk
kivitelezni. Mivel a homozigdta gyanus egyedek vagy nem élték meg az tenyészérett kort vagy
nem sziiletett utdd a vad tipusu allatokkal valo keresztezésbodl. A megsziiletett, heterozigota utddok

kozott a ndstények ardnya is szignifikansan kisebb, mint az elméletileg vart (20. dbra).

VAD TiPUS HETEROZIGOTA HOMOZIGOTA

| \art m\Aart 5
valés valds
< 5 -

18stények  bakok néstények  bakok Sstény bakok
Chinégyzet: 1.8 Chinegyzet: 15,07 Chinégyzet: 4,57
p - érték: 0,23 p - érték:0,00010 p - érték: 0,032

20. abra: A transzgénikus vonalban tapasztal ivareltolodas.
A hosszu QT 5 transzgenikus nyul vonal F2 nemzedékében a transzgént hordozo utodokban tapasztalt ivar
eltolodasok statisztikai elemzése a nem transzgénikus alom testvér utodokkal dsszehasonlitva. Itt a homozigota
gyvanus utodokat szerepelnek, amelyeket gPCR modszerrel azonositottunk. De itt is jol latszik, hogy szamuk joval

alacsonyabb, mint a vart (Az abrat készitette Major Péter).

4.5. ELEKTORFIZIOLOGIAI EREDMENYEK

A 3. és a 4. generacidba tartozd, LQTS-s, ivarérett nyulakon a Szegedi Tudoméanyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar Farmakolégiai és Farmakoterapiai Intézetében végeztek
elektrofiziologiai vizsgalatokat. Ezek igazoltak, hogy a kés6i egyeniranyitoi kalium aram lassu
komponensének hibaja miatt csokken a repolarizacids tartalék ¢s dofetilid kezelés tovabbi
szignifikans QT tavolsag variabilitds (STVQT) emelkedést okozott transzgénikus allatokon (20.

abra: A rész). Mig a dofetilid hasonlo QT tavolsadg (QTc) nyulast okozott a két csoportban addig
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az STVQT noveld hatasa sokkal drasztikusabb volt és magasabb aritmia gyakorisadggal jart egyiitt
a transzgénikus allatokban. A dofetilid Torsades des Pointes (TdP) ritmuszavart provokalt harom
vad tipusu allatban a tizenegybdl, addig a TdP incidencia szignifikdnsabb magasabb volt, tizenkét

egyedben a tizendt a transzgénikus nyalbol (21. abra: B része).

A transzgénikus allatokban szignifikansabb megndvekedett az aritmidk el6forduldsa mas
ioncsatorndkat (IKr) gatld szer beadasanak hatasara. Tovabba a transzgénikus nyulakban a QT
tavolsag variabilitds szignifikansan magasabb ioncsatorna gatlok nélkiil is. londram inhibitor utan
pedig a QT variabilitas drasztikus mértékben megnovekszik. (21. abra: A rész). Ez az eredmény
annak fényében fontos, hogy ekdzben az EKG-n a két RR csucs kozotti intervallum tavolsaga -
amelybe beletartozik a QT tavolsag - nem valtozik szignifikansan (21. dbra: B rész). Osszefoglalva
megallapithatd, hogy allatmodelliink alkalmas olyan hatdéanyagok vizsgéalatara, amelyek nem

okoznak latvanyos QT tavolsag novekedést, de ndvelik az aritmidk el6fordulasi esélyét.
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21. abra: Elektorfiziologiai mérések eredményei.

A rész: A QT variabilitds valtozdsa a vad tipusu és transzgénikus dllatok szivében ioncsatorna gatloé hozzaaddsa

hatasara. B rész: A OT tavolsag megnyuldsanak és a QT tavolsdg variabilitasanak mértéke és az aritmiak

megjelenésének ardanya ugyanazon az dllat csoporton. (Az abra Major et al, 2016 cikk magyar nyelvii forditisa)
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5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Megépitettem a hosszt QTS szindroma vizsgélatira alkalmas allatmodell 1étrehozasahoz
sziikséges transzgén konstrukcidkat: a nyul beta-miozin promotert tartalmazé huméan KCNEI

cDNS-t G52R mutéciot, illetve annak a vad tipusu valtozatat tartalmazo6 vektorokat.

2. Sikerrel hoztam Iétre a hosszi QTS5 transzgén konstrukcioval transzgénikus egérvonalat,

amelyben igazoltam ennek miikodését RNS ¢€s fehérje szinten is.

3. Ezutan létrehoztam a vildgon harmadik, hosszi QT szindroma vizsgdlatdra alkalmas
transzgénikus nyal modellt, amely gyakorlati hasznalhatosagat elektorfiziologiai eredményei

alapjan megallapitottam.

4. Molekularis bioldgiai moddszerekkel igazoltam szdovet specifikus expressziot LQTS-s
transzgénikus nyul vonalban és az immunhisztokémiai festés eredményei alapjan megallapitottam

annak sejtmembranban valo lokalizacigjat.

5. Sikeriilt az LQTS transzgénikus nyul modell altal expresszalt human ioncsatorna fehérje

mennyiségének meghatarozasara, illetve az izoelektromos pontja alapjan valo elkiilonitése.

6. Transzgénikus heterozigdta LQTS vonal esetében igazoltam, hogy a heterozigota transzgénikus
utddok kozott ivar eltolodas van, szignifikansan kevesebb ndstény utddot lehet kapni, homozigota

utoddot pedig nem lehetett 1étrehozni.
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6. EREDMENYEK MEGVITATASA ES JAVASLATOK

Az éllatmodellek mindig is fontos részei voltak az élettani kutatdsoknak. Az elmult
évtizedekben soha nem latott mértékben megnovekedett meg a hasznalatuk a biologiai €s orvosi
kutatdsokban, hala a biotechnolédgia gyors fejlddésének. A nyul, mint laboratériumi allat mar
évtizedek oOta hasznos tarsa a kutatoknak, mert példaul j6 modellje egyes humén betegségeknek,
tovabba génmodositast kovetden kiillonbozé szdveteiben gyogyhatdsu rekombinans fehérjéket
termeltethetiink (Bdsze et al, 2003). Fiziologiai és filogenetikai szempontbol kozelebb all az
emberhez, mint az egér vagy a patkany vagy mas laboratoriumi modellallatok..

Munkdm célja az volt, hogy létrehozzak egy olyan transzgénikus nyulvonalat, amelynek
szivkamrajadban egy human, mutdns ioncsatorna fehérje termelddik. S igy az eddigieknél
részletesebben vizsgalhatd a hossza QT 5 szindroma elektrofiziologiai hattere. PhD munkam soran
igazoltam a transzgén konstrukcio beépiilését, oroklddését és expresszidojat mind RNS, mind
fehérje szinten. A szegedi Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézetben végzett elektrofiziologiai
mérések pedig igazoltak a transzgenikus nyul szivében kifejez6dé mutans human mink fehérjének
az IKs ionaramra kifejtett hatdsat. Bar immunfestéssel igazoltuk a human minK fehérje
megjelenését a transzgénikus nyll szivizomsejtek membranjaban, a késébbiekben jo lenne, ha
immunfestéssel a polusalkotd alfa-alegységeket és a hozzd kapcsolodd huméan minK béta-
alegységek co-lokalizacidjat is megnéznénk valamint Immunprecipitacioval azt, hogy human
transzgén fehérjénk kivel interaktal az ioncsatorna fehérjék koziil.

A munkamat még a genomszerkesztési modszerek (Genom Editing: TALEN, Zink Finger,
CRISPR/Cas) térhoditasa el6tt kezdtem, ezért a tovabbiakban e modszerek alkalmazasdval
fejleszteném eredményeimet. A meglévd LQT5-6s vonal hasznélataval lehetséges lenne egy olyan
transzgénikus vonal létrehozédsa, amelyb6l CRISPR technikaval kikapcsoljuk a nytl endogén
KCNEI-et és igy csak a mutans human KCNE1 expresszdlna a transzgénikus nyul szivben.
Szerencsés esetben, amennyiben van €16 utod, az endogén KCNEI nélkiili, transzgénikus modell
alkalmas lenne arra, hogy pontos képet kapjunk arrdl, hogy a endogén KCNEI mekkora ardnyban
segitet be G52R muténst is tartalmaz6 IKs csatorna miitkddésébe, igazolhatna vagy pontosithatna
a in vitro tesztek eredményeit. Segithetne, hogy pontosabb képet kapjunk a minK fehérje egyéb
fiziologias szerepeit is megismerni.

Egérben publikalt adatok szerint a hosszii QT2 tipussal terhelt allatok esetében 9,5 napos
korig nincs eltérés a heterozigotak és homozigdtak fejlodése kozott (Teng et al, 2008.) Tovabba
érdekes megfigyelésiink volt a transzgénikus utodok kozott az ivararany eltolodasa. Erre részben

magyarazat lehet a n6i nemi hormon hatasa, amely ndveli a kardiologiai zavarok és a hosszi QT
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szindroma megjelenésének valoszintiségét (Odening KE. et al, 2012, Sauer et al, 2007). A jovoben
az LQT5-06s transzgénikus vonalon javasolt lenne a néi nemi hormonok egyedi hatdsat megnézni,
egy hasonlo logikaju kisérletben, mint Katja Odening és munkatarsai az LQT2—es transzgénikus
vonalon (Odening KE. et al, 2012), amely soran eltavolitottdk a transzgénikus LQT2 ndstények
petefészkét, és utolag, kiilon-kiilon potoltak a fobb nemi hormonokat, igy nézték azok egyéni
hatasat a hormonhidnyos nyulak szervezetében. Vizsgalatukkal bizonyitottak a hosszi QT2 tipusu
szindromat hordozo ndstények QT intervalluma szignifikdnsan hosszabb, mint a bak nyulaké
valamint, hogy a n6i hormonok utélagos pétlésa - leginkabb az 6sztradiol hormon - szignifikansan
noveli a kardiologiai zavarok megjelenésének gyakorisdgat. A transzgénikus nyulmodelleken
végzet tovabbi, részletes hormonvizsgalatok is nélkiilozhetetlen informacidkkal szolgalhatnak,
hogy megismerjik az elektrofizioldgiai betegségek (koztiikk olyan stlyos betegségek, mint a
hirtelen szivhalal) pontosabb hatterét, s igy lehetdséget adjanak 0 és pontosabb eldrejelzési
technikéak kifejlesztésére ¢s/vagy gyogymodok kialakitasara. Eddig a 16 hosszii QT szindroma
koziil 6sszesen 3 tipusnak késziilt el a transzgénikus nyul modellje, a sajatunkat is beleszamolva.
Ha pénz és energia nem szamitana, 1étrehoznam a mar meglévd, additiv transzgenezissel
létrehozott hosszi QT1, QT2 és QTS5 nyulmodelleket valamely, a mar a csoportunkban is
alkalmazott genom editdld modszerrel. Ez lehet6vé tenné, hogy megtudjuk az Gj mddszerekkel
létre hozott allatok eredményei mennyire térnek el a mar meglévd transzgénikus modellek
eredményétol.

Ezeken kiviil az LQT5-6s modelliinket kozremiikodésemmel Freiburgban kereszteztiik a
LQT2-es nyul modellekkel, 1étrehozva igy a kettds transzgenikus LQT2-5 vonalat. A dupla
transzgénikus vonalak még nem publikalt eredményei azt mutatjak, hogy az LQT2-5 mutansok
nem csak érzékenyebbek az IKs blokkoldkra, hanem magasabb a pro-aritmias biomarkerek szintje
is. Illetve hosszabb iddtartammal és nagyobb gyakorisdggal jelenek meg a rosszabb indulatu
aritmia kialakulasok is.

Ezen tulmenden olyan érdekes alapkutatasok alanyai is lehetnének ezek a nyulmodellek,
amelyekben az NMD faktorok és az ioncsatorna fehérjék kapcsolatat nézik. Kozelebb kertilhetiink
altaluk, nem csak az ioncsatorndk miikodésének megértéséhez, hanem ahhoz is, hogy az
ioncsatorna fehérjék szabalyozasara milyen hatassal van az altaluk regulalt fehérjék aranyanak
mesterséges megvaltoztatasa. Mindenekeldtt célszerii lenne megvizsgalni, hogy az NMD komplex
tagjainak mRNS expresszioja megvaltozott-e a transzgénikus nyulak szivében.

Végiil, de nem utols6 sorban, az LQTS modell transzgénikus nyulvonalunk segitségével
egy olyan Osszehasonlitd kisérletet is elvégezhetnénk, amelyben Osszevethetdk a kardiologiai

vizsgélatokban leggyakrabban hasznalt allatfajok (kutya, tengerimalac és nyul) elektrofiziologiai
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tulajdonsdgai. Tisztdzva ezzel, hogy melyik a legalkalmasabb 4&llatmodell az emberi
szivritmuszavarok modellezésére.

Az utobbi években a transzgenezis technikak fejloddése, a gyogyszeripari €s az orvosi
kutatdsokra is kdzvetlen hatdssal van. Ezeken a teriileteken a kisérleti allatok ujabb és tjabb tipusai
fognak majd létre jonni, amelyekkel konnyen modellezhetdk lesznek az eddig csak nehezen
vizsgalhato élettani folyamatok. Illetve megndvekszik azoknak a fajoknak a szdma, amelyek
alkalmassa valnak a human betegségek modellezésére. Valamint a jol jellemezhetd vagy pontosan
ismert molekularis biologiai hattér miatt, novekszik a kisérletek hatékonysaga, igy csokkenteni
lehet az egy-egy kisérlet soran felhasznalt allatok 1étszamat. A kardioldgiai kutatasok teriiletén
mar sok szaz transzgénikus egérmodell hasznalnak, de ezek nem teljesen hiteles emberi
betegségmodellek, az emberétdl eltérd iondram Osszetételiik miatt. Az emberi kardioldgiai
kutatdsok a teriileten eddig csak kisszdmi génmodositott nyal modellt alkalmaztak. A PhD
munkam soran létrehozott transzgénikus nyul nem csak hianypoétlo allatmodell, de egy 1 korszak
egyik elofutaraként is tekinthetd. Az LQTS5-modell nytlon kapott eredmények mar eddig is fontos
informaciokkal szolgaltak a human sziv repolarizaciés iondramok tulajdonsagainak

megismerésében.
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7. OSSZEFOGLALAS

A biologia és az orvostudomany tobb évszazados fejlodésének nélkiillozhetetlen része az
allatokon valo kisérletezés. A véddoltasok, az antibiotikumok, a szervatiiltetések, a kemoterapia
mind nem léteznének, ha nem lettek volna megel6zd allatkisérletek, valamint joval kevesebbet
tudnank olyan betegségekrol is, mint a maléria vagy a himld. Az allatkisérletek azonban nemcsak
az emberi életek megmentéséhez jarulhatnak hozza, hanem alapvetd biologiai és genetikai
ismereteink boviilésével a haszonallatok és a hazi kedvencek élettartamat €s életmindségét is
javithatjak. A biotechnologia modszerek fejlédésével olyan egyre szélesebb korbe hasznalhato
transzgénikus technikak jottek 1étre, amelyeknek hala szdmos olyan folyamat valt kutathatova a
génmodositott llatokban, amit hagyomanyos tarsaikban nélkiilozniink kellett. Masik nagy elonye
az iranyitottan 1étrehozott mutans allatoknak, hogy pontosan ismert a molekularis biologiai hattér,
igy kisebb allat létszdmmal lehet részletgazdagabb eredményeket kapni. S ez a technologiai
fejlédés, hozzdjarul a 3R allatvédelmi szabaly hatékonyabb alkalmazdsdhoz a kisérletek
tervezésénél, hisz ez a szabalyzat egyik javaslata az etikus allat kisérletekhez, hogy a lehetd
legkevesebbre csokkenjen a kisérletekben felhasznalt allatok szama (Russell, W.M.S., Burch,
R.L., 1959).

A hirtelen szivhalal tobb mint 4 milli6 ember halalat okozza évente a vilagban, ezzel egyik
vezetd halalozasi okka valt (Priori et al, 2015). A hirtelen szivhalal egyik 6 okozoja a torsade de
pointes szivritmuszavar, aminek a megjelenése ioncsatorna hibakon alapuld hossza QT
szindromaval magyarazhato. A hosszi QT szindroma olyan alanyokon figyelhetd meg, akinél
csokkent az ioncsatornak egymast helyettesitd képessége igy ndvekszik az akcids potencial
id6tartama. A hosszi QT szindroma miatt bekdvetkezd hirtelen szivhalal, elérejelzése eddig igen
nehézkes volt, mert nem allt rendelkezésre olyan érzékeny moddszer, amellyel a csokkent
repolarizacidés tartalék pontosan kimutathatdé lett volna. Ilyen prediktiv modszerek
kifejlesztéséhez, olyan allatmodellek sziikségesek, amelyek ioncsatorna defektusai pontosan
ismertek ¢és mérhetk. Ezeket az allatmodelleket 1étrehozni pedig legegyszeriibben transzgenezis
technikakkal lehetséges.

Munkam soran megépitettem a génmodositott allatok 1étrehozasdhoz sziikséges transzgén
konstrukcido muténs és vad tipust véltozatat. Mikroinjektalds modszerével 1étrehoztam 6rokitd
képes transzgénikus egér ¢és nyul alapitokat. Aztdn az utddaikat molekularis biologiai
modszerekkel jellemeztem; igazoltam szdvet specifikus expressziot és izoelektromos pont alapjan
sikerrel elkiilonitettiik a mutans human és a nyal KCNEI1 fehérjéket z LQTS nyul szivekben.

Valamint Western blottal kombinalt izoelektromos fokuszalassal meghataroztuk a human fehérje
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mennyiségét az endogén fehérje mennyiségéhez képest. A qPCR-rel igazoltuk a transzgén
konstrukciohoz kothetd génekrdl késziilt mRNS relativ expresszid novekedését. A transzgén
allatok szivében az endogén KCNQI ¢és az endogén MYH7 mRNS szintje szignifikdnsan
megemelkedett. In vitro kisérletekben bizonyitottuk, hogy valoban a G52R mutécio okozza az IKs
ionaram csokkent miikodését. A SZTE-AOK Farmakoldgiai és Farmakoterapiai Intézetében
végzett elektrofizioldgiai mérésekkel igazoltak, hogy az aritmidk pontosabb elérejelzéséhez nem
a QT tavolsag mértékének novekedése sziikséges, hanem a QT tavolsag valtozékonysaga. LQTS-
0s modelljeinkkel, ahol az IKs ioncsatorna mutans, bizonyithato volt, hogy IKr ioncsatorna gatlok
hozzdadasa nélkill is novekedik az aritmidk megjelenésének valoszinlisége a repolarizacios
tartalék csokkenése miatt. Sikeriilt bizonyitani, hogy az ioncsatorna defektust hordozd,
génmodositott allatokban a QT variabilitds nagyobb, mint a vad tipusii alom testvérekben.
Valamint azt is igazoltuk a transzgénikus nyal modelliink segitségével, hogy az aritmidk
megjelenése nehezen mutathatd ki, ha csak a QT tavolsdg megnyulds mértékét nézzik, de
szorosabb Osszefliggés mutathaté ki a QT variabilitas mértékével. Igy az LQTS5 nytalmodell
alkalmas a csokkent repolarizacids tartalékot eldrejelz6 modszer fejlesztésére. Azaz egy
gyakorlatban is azonnal haszndlhatd transzgénikus allatmodellt sikeriilt 1étrehoznunk, amely
nemzetkozi jelentdséggel is bir. Hisz a vilagon harmadik hosszii QT szindromads transzgénikus
nyulat PhD munkdm keretében hoztam létre. Valamint, megkezdddtek a nemzetkdzi
egylttmiikodések az elsd két hosszit QT szindromas nyulat 1étrehozo csoporttal. Létrehoztuk a
kettds transzgénikus, hosszi QT szindromas vonalat, melynek jellemzése folyamatban van. Ezzel
is az eddigieknél komplexebb, az emberi elektrofiziologiai zavarok tanulméanyozaséara pontosabb

modellt kaptunk.
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M3. ABSTRACT — ANGOL OSSZEFOGLALO

An indispensable part of hundreds of years of medical and biological development is animal tests.
All vaccinations, antibiotics, transplantation surgeries and chemotherapies would not exist without
preceding animal experiments as well as a lot less would be known about such diseases like malaria
and small pox. Those animal tests contributed to extending life expectancy and quality of human
patients as well as livestock animals and beyond that significantly increased our knowledge
base,.The advent of developing biotechnological methods enabled us to introduce genetic
modification into the genom of model and livestock animals and hereby creating a more
faithful.model of monogenic human diseases than wild type counterparts. An additional advantage
of mutant animals is that their molecular history is precisely known, thus more valuable results
can be robtained with fewer specimens. This technological improvement has contributed to a more
efficient application of 3R Animal Protection Rules and Regulations in the course of experiment
planning. These regulations state that in order to accomplish ethical animal tests the number of
specimens must be reduced to the minimum (Russell et Burch, 1959). The most common cause of
Sudden Cardiac Death (SCD) in adult humans is ischaemic heart disease, however in significant
number of cases the aetiology of SCD is not known and lethal ventricular arrhythmias are
suspected in the background. Alterations in cardiac repolarization, as part of a normal adaptive
response, in certain circumstances can lead to serious cardiac arrhythmias directly threatening life.
Long QT syndrome (LQT) is a disorder that is characterized clinically by prolongation of the QT
interval on surface ECG and increased burden of ventricular arrhythmias and SCD. All forms of
the long QT syndrome involve an abnormal repolarization of the heart. LQTS can arise from
mutation of one of the ion channels genes. These mutations tend to prolong the duration of the
ventricular action potential (APD), thus lengthening the QT interval. There are 16 different types
long QT syndromes. One of the major causes of sudden cardiac death is the torsade de pointes
arrhythmia, which can be explained by long QT syndrome caused by ion channel defects. Long
QT syndrome could be as well the result of reduced ability of the ion channels to substitute each
other, thus increasing the duration of action potential. All forms of the long QT syndrome involve
an abnormal repolarization of the heart. In order to develop novel predictive methods we need
transgenic animal models whose ion channel defects are well known and characterized.

Our choice was a mutation in the slow component of the cardiac delayed rectifier current (Iks) first
described and published in a Chinase family with LQT5 syndrome. In cardiac myocytes, the IKs
channel is a macromolecular complex composed of a poreforming a-subunit (KCNQI1) and
modulatory B-subunit (KCNE1). Loss-of-function mutations within KCNE1 gene were implicated

in cardiac action potential prolongation and ventricular arrhythmogenesis in LQT5. KCNE1, also
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known as minK, was the first among the Kv channel accessory subunits, which was cloned from
human heart. In the course of my PhD studyas a first step, I constructed a mutant and wild type
variant of the transgene construct carrying. the human KCNE1 cDNA with the missense mutation
of G52R. Then I have created transgenic mouse and rabbit founders by microinjection of the
transgene construct carrying th emutant human KCNE1 cDNA under a hear specific promoter.
The progenies were characterized by molecular biological methods. I confirmed tissue specific
expression and have successfully isolated the mutant human and rabbit KCNEI1 proteins based on
their isoelectric point from the LQTS transgenic rabbit hearts. We demonstrated an increase in the
relative expression of mRNA from genes whose expression were related to the transgenic protein
expression by qPCR. In the heart of transgenic animals, the levels of endogenous KCNQI1 and
endogenous MYH7 mRNA increased significantly. Our in vitro experiments revealed that
expression of a human KCNE1 protein with G52R mutation actually causes a reduced function of
the IKs ion current. Data obtained in the Institute Department of Pharmacology and
Pharmacotherapy (SZTE-AOK) proved that more accurate prediction of arrhythmias is possible
with determining the variability of QT distance compared to the ,traditonal” measuring of
increased QT distance. Our LQTS5 transgenic rabbit model, increased prevalence of arrhythmias
could be detected due to the decrease of repolarization reserve. It has been shown that QT
variability is increeased in transgenic animals than in their wild-type litter mate. Thus, the LQTS5
rabbit model is suitable for developing a novel method for predicting the reduced repolarization
reserve. To underline the importance of our rabbit model we initiated international co-operations
with two groups in Germany and USA respectively, who already generated transgenic rabbit lines
with another types of long QT syndrome. Our collaboration aims of creating and characterizing
transgenic rabbit line carrying mutations in two different ion chanel proteins and therefore
modeling a double long QT sydrome. The double transgenic line was created and its

electrophysiological characterization is currently in progress.
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M4. PRIMEREK LISTAJA

Promotert és exonokat atfogé primer
beta-MHC Promoter Forw: 5’- ACA AAG CCC AGC TCC CTA AT-3
beta-MHC Promoter Rev.:  5’- GGC TGT ACC TGT AGT GAG CG -3’

KCNE1 ¢cDNS-t izolal6 primer
KCNE1 cDNS Forw.: 5’ - ATG ATC CTG TCT AAC ACC ACA GCG -3’
KCNE1 cDNS Rev.: 5" - TTA GCC AGT GGT GGG GTT CA -3’

Mutagenezishez hasznalt primer:

G52R Mutagenezis Forw:  5’- CGT CCT CAT GGT ACT GAGA TTC TTC GGC TTC TTC
AC-3

G52R Mutagenezis Rev: 5’- GTG AAG AAG CCG AAG AAT CTC AGT ACC ATG AGG
ACG-3

Transzgénikus utédok kimutatasahoz hasznalt, genotipizalé primer:
Nyul Promoter Forw: 5’-GCCTCA GCC AGA ACCAGTTA -3
Human cDNS Rev: 5’- GCT TCT TGG AGC GGA TGT AG -3’

Ivar meghatarozashoz hasznalt primer

Sexing Forw: 5’- TAT GCC CTT ATG TTC GGA GC -3’

Sexing Rev.: 5’- CGG CTG TAA TTT ATG GTA AAG GG -3°
qPCR-hez hasznalt primerek

KCNEI1 Forw: 5'- CTA CAT CCG CTC CCA GAA ACT -3’

KCNEI1 Rev: 5'- GCT GGT TTT CAA GGA CGT AGC -3’

KCNQI rabbit Forw: 5'- AGG AGC TGA TCA CCA CCC TGT A -3’

KCNQI rabbit Rev: 5'- ATC TGC GTA GCT GCC GAA CTC -3’

MYH?7 rabbit Forw. 5'- GCCTCAGCCAGAACCAGTTA -3’

MYH?7 rabbit Rev 5'- GGC TGT ACC TGT AGT GAG CG -3’

28S rabbit Forw: 5'- GTT GTT GCC ATG GTA ATC CTG CTC AGT ACG-3’
28S rabbit Rev: 5'-TCT GAC TTA GAG GCG TTC AGT CAT AAT CCC-3'
RPSS5 rabbit Forw: 5'-TAC ATT GCG GTG AAG GAG AA-3'

RPSS5 rabbit Rev: 5'-TCA TCA TGG AGT TGG TGA GG-3'

Szovetspecifikus expressziohoz hasznalt primer
RT-PCR promoter exon Forw: 5’-TGA GTC CCC TTC CTC ATC TG -3’
qPCR human KCNEI Rev: 5’- CCG AAG AAT CTC AGT ACC -3’

Homozigota utodokhoz hasznalt qPCR primer

qPCR human KCNE1 Forw: 5’-TGT GGC AGG AGA CAGTTCAG -3’
qPCR human KCNEI Rev: 5’- CCG AAG AAT CTC AGT ACC -3’
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