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1. A MUNKA ELOZMENYEI ES KITUZOTT CELOK

A bioldégia és az orvostudomany tobb évszdzados fejlodésének nélkiilozhetetlen része az
allatokon valo kisérletezés. A véddoltasok, az antibiotikumok, a szervatiiltetések, a kemoterapia
mind nem léteznének, ha nem lettek volna megel6z6 allatkisérletek, valamint joval kevesebbet
tudnank olyan betegségekrol, mint a malaria vagy a himl6. Az allatkisérletek nemcsak az emberi
¢letek megmentéséhez jarulhatnak hozza, hanem alapvetd biologiai és genetikai ismereteink
boviilésével a haszonallatok és a hazi kedvencek élettartamat és életmindségét is javitottdk. A
genetikai €s biotechnologiai modszerek fejlddése a legutobbi idokben lehetdvé tette, hogy a
human betegségek modellezésére célzottan modositott allatokat hozzunk 1étre. Ez a lehetdség
forradalmasitotta az orvosi kutatdsokat, mivel olyan 0j tipusu kisérleti allatok jottek Iétre,
amelyek egy-egy orvosbiologiai kérdés megvalaszolasahoz célzottan hasznalhatok. A
leggyakrabban hasznalt kisérleti allatok szerveik felépitésétol, méretétdl stb. fliggden mas és mas
tipusti emberi betegségek modellezésére a legalkalmasabbak. A mutans allatok tovabbi elénye,
hogy molekularis tulajdonsdgaik pontosan ismertek, igy részletesebb eredmények érhetdk el
kevesebb egyedszammal. Ez a technologiai fejlesztés hozzajarul a 3R allatvédelmi szabalyok ¢és
szabalyozasok hatékonyabb alkalmazasahoz a kisérlettervezés soran. Mivel ezek a rendelkezések
azt javasoljak, hogy etikus allatkisérletek elvégzéséhez a kisérletben szerepld allatok szamat
minimalisra kell csokkenteni (Russell et Burch, 1959). Vilagszerte az egyik vezet6 halalozasi ok
a hirtelen szivhalal (Sudden Cardiac Death - SCD), amely évente tobb mint 4 milli6 ember
halalat okozza (Silvia et al, 2015). A hirtelen szivhalal kivalto tényezdje az tigynevezett torsade
de pointes (abnormalis szivritmus), amelynek a hattérében a hosszt QT szindroma allhat. A
hosszit QT-szindroma (LQT) olyan rendellenesség, amit az EKG-n a QT-intervallum
meghosszabbodasa jelez. A hosszii QT-szindroma minden formdja a sziv rendellenes
repolarizacidjat mutatja. Az Ordkletes hosszt QT szindromak egy-egy ioncsatorna-gén
mutacidjabol szarmaznak, ezek a mutacidok hajlamosak meghosszabbitani a kamrai akcios
potencial idétartamat (APD), ezaltal novelik a QT-intervallumot. Eddig 15 kiilonb6zd tipust

hosszi QT szindromat irtak le, amelyek kiilonféle ioncsatorna mutaciokra vezethetok vissza.

Az orokletes hosszii QT-szindroma altal kivaltott hirtelen szivhaldl megel6zéséhez a
prediktiv mddszerek kialakitdsahoz olyan allati betegségmodellekre van sziikség, amelyeken az
ioncsatorna hibak ismertek és hatasuk jol mérhetd. A hosszti QTszindroma két kiilonb6zd
LQT2 transzgénikus nytlmodellek hasznossagat szdmtalan vizsgalat és kovetkeztetés bizonyitja.

A laboratoriumi nyul (Oryctolagus cuniculus) mint kisérleti modellnek jelentds elényei vannak a



laboratoriumi egérrel 0sszehasonlitva, mivel a nyulsziv elektrofizioldgiai tulajdonsagai sokkal
kozelebb allnak az emberéhez.

PhD munkam soran a késleltetett egyeniranyité aram lassu OsszetevOjének (IKs) szabalyzo
komponensével dolgoztunk. Az emberi sziv miocitdkban az IKs csatorna egy porusképzd o-
alegységbdl (KCNQ1;Gene ID: 3784) és egy modulald B-alegységbdl (KCNE1;Gene ID: 3753)
all. A KCNE1 gén, mint az IKs p-alegysége egy transzmembran fehérjét kodol, amely
osszekapcsolodik a polusképzo alfa alegységgel és igy az IKs csatornat képezik. A KCNE1 gén
mutacioi szerepet jatszanak az akcids potenciadl megnyuldséban és a kamrai aritmogenezisben. A
KCNEI1, mas néven minK, az elsék kozott volt a Kv csatornés tartozék alegységek koziil,
melyeket emberi szivb6él klonoztak. A mi nyalmodellinkben a KCNE1 génben 1étrehozott
missense mutacio -egy pontmutacio kovetkezében létrejové amindsaveserén:G52R alapul.
Ezt a mutaciot elészor egy kinai, LQTS szindromatol terhelt csaladban azonositottak (Ma et al,
2003). A szivizom sok kiilonb6z6 tipust ioncsatornat tartalmaz, amelyek képesek helyettesiteni
egymast. Ezt a helyettesitési képességet repolarizacids tartaléknak nevezziik. Az altalunk
létrehozott transzgénikus nyulban a mutans, human KCNEI1 fehérje zavart miikodése csokkenti a
sziv repolarizacios tartalékat, és érzékenyebbé teszi az aritmiak kialakulasara. Egyes esetekben a
QT intervallum megnyulasa nem alkalmas arra, hogy eldre jelezze az aritmia kialakulasat. Ezzel
szemben a QT valtozékonysaga pontosabb progndzisi modszernek talaltuk, amely alkalmas

lehet a csokkent repolarizacios tartalék eldrejelzésére.

Célkitlizéseim a kovetkezdk voltak:

1. Megépiteni a transzgén konstrukciokat, amelyek tartalmazzak a nyul beta-miozin
promotert és a human G52R mutans, KCNE1 cDNS-t, illetve a cDNS-nek
mutaciot nem hordozé valtozatat.

2. Létrehozni a mutdns KCNE1 fehérje expresszidjanak ellendrzésére alkalmas
transzgénikus egér vonalat.

3. Létrehozni az LQTS szindroma vizsgalatara alkalmas transzgénikus nyul modellt,
vizsgalni a transzgén 0roklodését, vonalat alapitani.

4. A transzgén szovet specifikus expressziojat vizsgalni molekuldris biologiai
modszerekkel, valamint a transzgénrdl atirodo fehérjét kimutatni és mennyiségét
meghatdrozni.

5. Egylittmiik6dé partnereinkkel jellemezni az LQTS szindroma transzgénikus

nyulmodellt elektrofiziologiai modszerekkel.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1. FELHASZNALT ALLATOK

A laboratoriumi allatok a Nemzeti Agrarkutatasi és Innovacids kozpont (NAIK), Mezdgazdasagi
Biotechnoldgiai Kutatointézet (MBK), Allatbiotechnoldgiai Féosztaly allathdzaban a mindenkori
Eurdpai Uniods szabalyoknak és az 1998. évi XXVIIL Tv., AZ ALLATOK VEDELMEROL ES
KIMELETEROL, a 243/1998 (XII.31.) Korméanyrendelet, az allatkisérletek végzésérél, valamint
a 36/1999 (IV.2) FVM-KOM-GM rendelet, a kisérleti allatok tenyésztésének, tartasanak,
szallitasanak stb. szabalyairol, megfeleléen voltak/vannak elhelyezve és tartva. Allatkisérleti
engedélyszam: PEI/001/275-4/2013

Az in vivo eldkisérlethez donornak, FVB/N egereket hasznaltunk, mert ezek eldmagjai jol
lathatok, és ez kitlinden alkalmassa teszi 6ket pronukleusz mikroinjektalasra. Recipiens egerek a
CD1 torzsbe tartoztak, mivel ezek nagy alom Iétszammal ¢és jo utddneveld képességgel
rendelkeznek. Transzgénikus nyl elballitisahoz 3,5 kilogrammos, tenyészérett, Ujzélandi fehér
nyulakat hasznaltunk. Mind az egereket, mind a nyulakat konvenciondlis allathdzba, 12 6rés
nappalos fényprogramon, ad libitum takarmanyozason tartottuk. Az elektorfizioldgias
vizsgalatok 3,5-4 honapos, ivarérett nyulakon torténtek, amelyek a G3. vagy G4. generacioba
tartoztak, kontrollként vad tipust alomtestvéreket bocsajtottunk rendelkezésiikre. Ivaralapt
kiilonbséget a mérések soran nem talaltak ezért a him és néstény egyedeken végzett méréseket

Osszesitették.

2.2. KLONOZO ES EXPRESSZIOS VEKTOROK

A huméan KCNE1 ¢cDNS mutagenezis¢hez a Stratagene StrataClone PCR Cloning Kit-ben kapott
4270 bp nagysagl, pSC-A-amp/kan vektort hasznaltam. A nyulgenombol felszaporitott BF~-MHC
promotert €s a mutdns KCNE1 c¢DNS-t a Thermo Fischer Scientific altal forgalmazott
Invitrogen: pCRW-Blunt 1I-TOPO vektorban illesztettem Gssze. Expresszios vektornak pedig
szintén az Invitrogen 4&ltal gyartott pcDNA™3.1 (+) Mammalian Expression Vector-t

hasznaltam. A klonozasokat az E. coli DH5a torzsében végeztiik.

2.3. HUMAN CDNS KONYVTAR
A humdn KCNEI cDNS-t a svéd 3h Biomedical AB cégtdl rendelt Human Sziv cDNS

konyvtarbol (Cat no: SC6204) izoldltam. A gyarto leirdsa szerint felndtt, human szivkamrabol



szarmazik a minta és mentes HIV, Hepatitis B (HBV), Hepatitis C (HCV), mikoplazma
baktériumoktol, élesztd és gomba fertézéstol. Koncentracioja min: 1x106 sejt/ml.

2.4. TRANSZGENIKUS ALLAT LETREHOZASA

Kétfajta transzgén-konstrukcidt hoztam létre, mind a kettd tartalmaztza a nyal f-miozin nehéz
lancu gén (MYHI; Gene ID: 100125991) prométerének iranyitasa alatt ét vagy aaztan a human
vad tipust KCNE1 ¢DNS-t vagy a human KCNE1 G52R mutans cDNS-t és egy szarvasmarha
polyA szignalt. A human KCNE1 cDNS-ében végzett hely specifikus nukleotid cserét a
QuikChange 11 XL Site-Directed Mutagenesis Kit-tel végeztem (Agilent Technology).

Elészor in vitro teszteltiik, KCNQI1 polus alkoto fehérje jelenlétében a vad tipust és a G52R-
KCNE1 mutans a konstrukciot. Ezutan eldmag mikroinjektaldas modszerével 1étrehoztunk
transzgénikus egeret majd a transzgénikus nyulat a mutans transzgén konstrukciéval. Az FVBN
donor egerek intramuszkularisan, 5 NE PMSG-t majd 48 oraval utana 5 NE hCG-t kaptak 8-10
hetes korban. Az embridkat az igy mesterségesen ovulaltatott FVBN egerekbdl kimostuk, majd
ezeket az embriokat mikroinjektaltuk, majd CDI 4alvemhes egerekbe tettiik. Ezutan a
transzgénikus utddokat azonositottam az almokban genomi PCR segitségével. Két transzgénikus
egér sziiletett, amelyek a transzgént orokitették az utddaiknak.

A legalabb 3,5 kg testtomegii, 0j-zélandi donor ndstény nyulak intramuszkularisan kaptak 120
NE PMSG-t 3-4 honapos korban majd 72 éraval a PMSG injekcio utan180 NE hCG-t kaptak,
majd mesterségesen termékenyitettiik dket. A termékenyités utani napon a szuperovulaltatott
nyulakbdl az embridkat kimostuk €s mikroinjektalds utdn az embriokat alvemhes, recipiens
allatok petevezetdjébe juttattuk endoszkopos eljarassal. Az embriotranszferbdl sziiletett utddokat
transzgénre specifikus PCR-rel azonositottam., Az utédgeneraciokban a transzgén kifejezédés
szovetspecificitasat RT-PCR-rel vizsgaltam, ezt kovetden a KCNE1 fehérje mennyiségét western
blottal ¢és izoelektromos fokuszalassal hataroztuk meg. Inverz nested PCR segitségével
megallapitottam a transzgén beépiilés helyét. A transzgén oroklédését mindkét transzgénikus
fajpan megfigyeltiik. A szovet specifikus transzgén expressziot mindkét transzgénikus fajban
kiilonféle expresszios szinteken molekularis biologiai mddszerekkel megmértem. Tovabba a
transzgénikus nyul vonal elektrofiziologiai tulajdonsagait a Szegedi Tudomanyegyetem
Orvostudomanyi Kar Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézetében vizsgaltak Az LQT2-5
kettds transzgénikus nyulvonal elektrofiziologiai jellemzése folyamatban van a freiburgi

Egyetemmel egyiittmiikodésben.



3. EREDMENYEK

A hosszu QT szindroma vizsgalatara mar szamtalan transzgénikus egérvonalat hoztak 1étre, a mi
modelliink a vildgon a harmadik transzgénikus nyul modell, amely a hossza QT szindromat
okozé ioncsatorna mutaciok altal okozott tiinetek elektrofiziologiai jellemzésére alkalmas.
Doktori 0sztondijas idoszakom alatt megépitettem kétféle transzgén konstrukcidt. Mindkét
esetben a nyul B-MHC promotert tartalmazza a transzgén konstrukcio, csak a cDNS tipusaban tér
el, mert vagy a human vad tipusat KCNEI-et vagy pedig a G52R mutaciét hordoz6 human
KCNEL1-t tartalmazza. A B-MHC-G52R-KCNE1-bGHpolyA konstrukciot hasznaltuk fel egér és
nytl embriok mikroinjektalasara, a vad tipusu transzgénre az in vitro CHO sejteken végzett

kisérletekben volt sziikség..

El6szor CHO sejtekben in vitro kisérletekben hasonlitottuk 0ssze a vad tipusu és a mutaciot
hordoz6 transzgén konstrukciok miitkodését. A kisérlet soran, amikor a mutdns alegység volt a
KCNQ1-hez hozzarendelve, akkor az alfa alegység a mutans KCNEI1-vel, olyan aramot
eredményezett, amely nem tartalmazta az IKs jellegzetes lassu aktivalodasat és az aramsiiriiség is
eltért a vad tipusu KCNE1-t tartalmazé rendszertdl. Ezzel bizonyitottuk, hogy valoban a G52R
mutaciéo okoz problémat az iondramban. A transzgén konstrukcid in vivo tesztelése FVB/N
egerekkel tortént. A szuperovulaltatott FVB/N ndstényeket FVB/N himekhez tettiik ki, majd a
parzas utana, cervikalis diszlokacidval megolt allatok petevezetdjebdl 305 db embridt mostunk
ki. Ebbdl 268 db volt alkalmas eldmagi mikroinjektalasra, 224 db embrio lett visszaiiltetve
alvembhesitett, CD1 egerekbe. Ebbdl 14 utdd sziiletett, amelybdl egy transzgénikus alapito lett.

Nyulak esetében, 497 db injektalt nytl embrid koziil 466 db lett betiltetve 21 db alvemhesitett
recipiensekbe. 38 utdd (8%) sziiletett és koziilik 4 utodban (10%) mutattam ki a transzgén
transzgén expressziot molekularis bioldgiai modszerekkel jellemeztem. Kimutattam, hogy az IKs
alfa-egységének mRNS expresszidja szignifikansan novekedett csakiigy mint a nyul KCNE1
mRNS expresszioja a transzgénikus nyul szivben. [zoelektromos pontja alapjan elvalasztottuk a
transzgénikus nyul szivben a humén és nyal KCNEI1 fehérjét és meghataroztuk a huméan KCNEI1
fehérje mennyiségét. Ezenkiviil azt talaltam, hogy a biztosan homozigota utdédok nem
¢letképesek. A tobb éven 4t tartd vonal fenntartd tenyésztés soran akartunk homozigota utoédokat
létrehozni, de nem volt olyan egyed, ami kétlépcsds homozigota detektalasi modszeriink biztosan
homozigétanak talalt. A kétlépcsds rendszerben a homozigota utdodokat tigy azonositjuk, hogy
elészor kivalogatjuk transzgén specifikus qPCR primer segitségével a homozigota gyants

utddokat. Homozigdta gyanusnak tekintiink minden olyan egyedet, amelyben a transzgén relativ
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expresszioja legalabb 1,6x nagyobb a biztosan heterozigota kontrollhoz képest. Miutan a
homozigédta gyanus egyedek elérik a tenyészéret kort kereszteziik dket vad tipust allatokkal €s
aztdn a megsziiletett almokban megnézziik a transzgénikusok aranyat. Ha homozigéta volt a
szlld, akkor heterozigotanak kell lenni az Osszes utddnak. Ha ez megtortént, akkor tudjuk
biztosra elmondani, hogy valoban homozigota az egyed. De ezt a masodik “1épcsot” nem tudtuk
kivitelezni. Mivel a homozigota gyants egyedek vagy nem ¢€lték meg az tenyészérett kort vagy
nem sziiletett utdd a vad tipusu allatokkal vald keresztezésbOl. Tovabba a megsziiletett,
heterozigdta utddok kozott a ndstények ardnya is szignifikdnsan kisebb, mint az elméletileg vart.
A transzgénikus- vad tipust utodok aranyat vizsgalva megallapitottam, hogy az elméletileg

vartnal lényegesen alacsonyabb a transzgénikus utodok szama.

Az LQTS5 nyulak elektrofiziologiai vizsgalataiban kimutattuk, a gyors kaliumionaramot (I1Kr)
blokkolo - dofetilid — hozzaadasaval, hogy a vad tipusu alomtarsakhoz képest a transzgénikus
nyulak repolarizacios tartaléka kisebb, ezért érzékenyebbek a szivritmus zavarok kialakulasara.
A dofetilid csak transzgénikus allatokban csokkentette szignifikans mértékben a pulzusszamot.
Tovabba a dofetilid jelentésen novelte a transzgénikus allatok rovid QT variabilitasat (STVQT).
Mikdzben a dofetilid mindkét csoportban hasonlé QT-megnyulést eredményezett, azaz STVQT-t
noveld hatasa sokkal hangsulyosabb és a transzgénikus éallatokban az aritmidk szama magasabb

volt.



4. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Az allatmodellek mindig is fontos részei voltak az élettani kutatasoknak. Az elmult évtizedekben
soha nem latott mértékben megnovekedett meg a hasznalatuk a biologiai €s orvosi kutatasokban, hala a
biotechnoldgia gyors fejlodésének. A nyul, mint laboratdriumi allat mar évtizedek ota hasznos tarsa a
kutatoknak, mert példaul jo modellje egyes human betegségeknek, tovabba génmodositast kovetéen
kiilonb6zo szoveteiben gyogyhatasu rekombindns fehérjéket termeltethetiink (Bosze et al, 2003).
Fiziologiai és filogenetikai szempontbol kdzelebb all az emberhez, mint az egér vagy a patkany vagy mas
laboratoriumi modellallatok..

Munkam célja az volt, hogy létrehozzak egy olyan transzgénikus nyulvonalat, amelynek
szivkamrgjdban egy human, mutans ioncsatorna fehérje termelddik. S igy az eddigieknél részletesebben
vizsgalhat6 a hosszi QT 5 szindroma elektrofizioldgiai hattere. PhD munkdm soran igazoltam a transzgén
konstrukcioé beépiilését, oroklodését €s expresszidjat mind RNS, mind fehérje szinten. A szegedi
Farmakologiai és Farmakoterdpiai Intézetben végzett elektrofizioldgiai mérések pedig igazoltdk a
transzgenikus nyul szivében kifejez0dd mutans human mink fehérjének az IKs iondramra kifejtett hatasat.
Bar immunfestéssel igazoltuk a human minK fehérje megjelenését a transzgénikus nyul szivizomsejtek
membranjaban, a késébbiekben jo lenne, ha immunfestéssel a pdlusalkotd alfa-alegységeket és a hozza
kapcsolod6 human minK  béta-alegységek  co-lokalizaciojat is  megnéznénk  valamint
Immunprecipitacidval azt, hogy human transzgén fehérjénk kivel interaktal az ioncsatorna fehérjék koziil.

A munkdmat még a genomszerkesztési modszerek (Genom Editing: TALEN, Zink Finger,
CRISPR/Cas) térhoditasa eldtt kezdtem, ezért a tovabbiakban e mddszerek alkalmazasaval fejleszteném
eredményeimet. A meglévé LQT5-6s vonal hasznalataval lehetséges lenne egy olyan transzgénikus vonal
létrehozasa, amelyb6l CRISPR technikaval kikapcsoljuk a nytl endogén KCNEI1-et és igy csak a mutans
human KCNEI expresszalna a transzgénikus nyul szivben. Szerencsés esetben, amennyiben van €16 utod,
az endogén KCNEI nélkiili, transzgénikus modell alkalmas lenne arra, hogy pontos képet kapjunk arrol,
hogy a endogén KCNEI mekkora aranyban segitet be G52R muténst is tartalmazé IKs csatorna
miikddésébe, 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 homozigotak fejlodése kozott. Tovabba érdekes megfigyelésiink volt a
transzgénikus utddok kozott az ivararany eltolodasa. Erre részben magyarazat lehet a néi nemi hormon
hatasa, amely noveli a kardiologiai zavarok és a hosszii QT szindroma megjelenésének valdszinliségét. A
jovében az LQTS5-06s transzgénikus vonalon javasolt lenne a n6éi nemi hormonok egyedi hatasat megnézni,
egy hasonlod logikaju kisérletben, mint Katja Odening €¢s munkatarsai az LQT2—es transzgénikus vonalon,
amely soran eltavolitottak a transzgénikus LQT2 néstények petefészkét, és utdlag, kiilon-kiilon potoltdk a
fobb nemi hormonokat, igy nézték azok egyéni hatdsdt a hormonhidnyos nyulak szervezetében.
Vizsgalatukkal bizonyitottdk a hosszu QT2 tipusi szindromat hordozo ndstények QT intervalluma

szignifikansan hosszabb, mint a bak nyulaké valamint, hogy a n6i hormonok utolagos potlasa - leginkabb
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az Osztradiol hormon - szignifikansan noveli a kardiologiai zavarok megjelenésének gyakorisagat. A
transzgénikus nyulmodelleken végzet tovabbi, részletes hormonvizsgalatok is nélkiilozhetetlen
informaciokkal szolgalhatnak, hogy megismerjiik az elektrofiziologiai betegségek (koztiik olyan sulyos
betegségek, mint a hirtelen szivhalal) pontosabb hatterét, s igy lehetdséget adjanak 0j és pontosabb
elérejelzési technikak kifejlesztésére és/vagy gyogymodok kialakitasara. Eddig a 16 hossza QT
szindroma kozlil Gsszesen 3 tipusnak késziilt el a transzgénikus nyal modellje, a sajatunkat is
beleszamolva. Ha pénz és energia nem szamitana, 1étrehoznam a mar meglévd, additiv transzgenezissel
létrehozott hossza QT1, QT2 és QTS5 nyulmodelleket valamely, a mar a csoportunkban is alkalmazott
genom editalo modszerrel. Ez lehetové tenné, hogy megtudjuk az j modszerekkel 1étre hozott allatok
eredményei mennyire térnek el a mar meglévo transzgénikus modellek eredményétol.

Ezeken kiviil az LQT5-6s modelliinket kézremiikodésemmel Freiburgban kereszteztiik a LQT2-

es nyul modellekkel, létrehozva igy a kettds transzgenikus LQT2-5 vonalat. A dupla transzgénikus
vonalak még nem publikalt eredményei azt mutatjdk, hogy az LQT2-5 mutdnsok nem csak
érzékenyebbek az IKs blokkolokra, hanem magasabb a pro-aritmids biomarkerek szintje is. Illetve
hosszabb idotartammal és nagyobb gyakorisaggal jelenek meg a rosszabb indulatu aritmia kialakulasok is.
Ezen tilmenden olyan érdekes alapkutatdsok alanyai is lehetnének ezek a nyulmodellek, amelyekben az
NMD faktorok és az ioncsatorna fehérjék kapcsolatat nézik. Kozelebb keriilhetiink altaluk, nem csak az
ioncsatornak mitkddésének megértéséhez, hanem ahhoz is, hogy az ioncsatorna fehérjék szabalyozasara
milyen hatassal van az altaluk regulalt fehérjék aranyanak mesterséges megvaltoztatasa. Mindenekel6tt
célszeri lenne megvizsgalni, hogy az NMD komplex tagjainak mRNS expresszidja megvaltozott-e a
transzgénikus nyulak szivében.
Végiil, de nem utols6 sorban, az LQTS5 modell transzgénikus nyulvonalunk segitségével egy olyan
Osszehasonlito kisérletet is elvégezhetnénk, amelyben Osszevethetok a kardiologiai vizsgalatokban
leggyakrabban hasznalt allatfajok (kutya, tengerimalac és nyul) elektrofiziologiai tulajdonsagai. Tisztazva
ezzel, hogy melyik a legalkalmasabb allatmodell az emberi szivritmuszavarok modellezésére.

Az utdbbi években a transzgenezis technikak fejlodése, a gyogyszeripari és az orvosi kutatdsokra
is kozvetlen hatassal van. Ezeken a teriileteken a kisérleti allatok 0jabb és ijabb tipusai fognak majd létre
jonni, amelyekkel kdnnyen modellezhetok lesznek az eddig csak nehezen vizsgalhato élettani folyamatok.
Illetve megnovekszik azoknak a fajoknak a szama, 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
létszamat. A kardioldgiai kutatdsok teriiletén mar sok szaz transzgénikus egérmodell hasznalnak, de ezek
nem teljesen hiteles emberi betegségmodellek, az emberétdl eltérd iondram Ssszetételilk miatt. Az emberi
kardiologiai kutatasok a teriileten eddig csak kisszamu génmodositott nytl modellt alkalmaztak. A PhD
munkam soran létrehozott transzgénikus nyul nem csak hianypoétlo allatmodell, de egy uj korszak egyik
elofutaraként is tekinthetd. Az LQT5-modell nyulon kapott eredmények mar eddig is fontos

informaciokkal szolgaltak a human sziv repolarizaciés ionaramok tulajdonsagainak megismerésében.

10



5. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Megépitettem a hosszu QTS5 szindroma vizsgdlatara alkalmas allatmodell 1étrehozasahoz
szlikséges transzgén konstrukcidkat: a nyul beta-miozin promotert tartalmazé human KCNE1

CDNS-t G52R mutaciot, illetve annak a vad tipusu valtozatat tartalmaz6 vektorokat.

2. Sikerrel hoztam létre a hossza QTS5 transzgén konstrukcidval transzgénikus egérvonalat,

amelyben igazoltam ennek miikodését RNS és fehérje szinten is.

3. Ezutan létrehoztam a vilagon harmadik, hosszi QT szindroma vizsgalatara alkalmas
transzgénikus nyul modellt, amely gyakorlati hasznalhatosagat elektorfizioldgiai eredményei

alapjan megallapitottam.

4. Molekularis biologiai moddszerekkel igazoltam szdvet specifikus expressziot LQTS-s
transzgénikus nyul vonalban és az immunhisztokémiai festés eredményei alapjan

megallapitottam annak sejtmembranban val6 lokalizaciojat.

5. Sikeriilt az LQTS5 transzgénikus nyul modell altal expresszalt humén ioncsatorna fehérje

mennyiségének meghatarozasara, illetve az izoelektromos pontja alapjan valo elkiilonitése.
6. Transzgénikus heterozigbta LQTS5 vonal esetében igazoltam, hogy a heterozigota

transzgénikus utddok kozott ivar eltolddas van, szignifikdnsan kevesebb ndstény utdd sziiletett

meg, homozigdta utddot pedig nem lehetett 1étrehozni.
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