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1. BEVEZETES ES CELKITUZESEK

Magyarorszagon a leggyakoribb elhalalozasi ok a hirtelen szivhalal. A Magyar Kardiologusok
Tarsasaganak nyilatkozata szerint atlagosan naponta 70, évente 20-25 000 ember hal meg hirtelen
szivhalalban. A mortalitdsi adatok szerint annyi aldozatot szed, mint a tiidérdk, mellrdk és az
AIDS/HIV egyiittvéve.

Az ingeriiletvezetési rendszer karosodasa hirtelen szivmegallashoz vezethet. Az ingeriilet
kialakulasaért a  sejtek  membranpotencial-valtozasa  felelds, melyet  ioncsatornak
fesziiltségkiilonbsége hoz 1étre. A sejtmembran két oldala kozott 1évd fesziiltségkiilonbség
dinamikus egyensulyt alkot, a nyugalmi potencialt, és igy a membranfelszin polarizalt allapotba
keriil. Ennek az egyenstlynak a megbomldsa maga az ingeriilet. A csatorndkon keresztiil haladé
iondramok a sejtmembran feliiletén 1étrejoved fesziiltségvaltozasbol kifolyolag akcids potencialt
eredményeznek. Az akeid potencial két £6 része a depolarizacié (a Na* és Ca®* dramok bearamlasa)
és a repolarizacié (K* ionok kidramldsa). A szivritmus kiindulépontja ez a folyamat, mely soran a
sinuscsomobol az ingeriilet a pitvari izomsejteken keresztiil a kamrai izomzatra terjed az
ingeriiletvezetd rendszer segitségével.

Az ingerképzés és az ingeriiletvezetés a befelé és kifelé iranyuld ionaramok (Iio,) rendezett
véltakozasanak kovetkezménye. A Na* és Ca”-csatornak az akcios potencial keletkezésében és
fenntartasaban, a K'-csatornak a repolarizalddasban szerepelnek. A K*-csatorna fehérjéket kodold
gének mutacidja felelés a hosszii QT szindroma kialakulasaban (LQT). A csatornan kiaramld Ik
lassabban tavozik, igy a repolarizacid6 meghosszabbodik. A repolarizaciés id6 megnytlasa a
szivfrekvencia QT szakaszara esik. A QT-intervallum magaba foglalja a kamraizomzat
aktivitasanak (depolarizacid és repolarizacio) teljes hosszat, megnyulasa sulyos aritmiakhoz
szindromat irtak le. Szerzett LQT betegség is kialakulhat gyogyszeres kezelések kovetkeztében.
Felléphet Torsade de Pointes (TdP), mely ritka és kiilonleges formaja a polimorf kamrai
tahycardianak és velejaroja a LQT szindromanak, amely spontan megsziinhet és kialakulhat, illetve
kamrai fibrillacidhoz és hirtelen szivhalalhoz vezethet.

A kisérleteink soran az emlitett tizenharom tipus koziil a LQTS tipust vizsgaljuk, melyet az
Iks ioncsatorna mutacidja hoz létre. Az lks kalium-ioncsatorna P-alegység fehérje génjének
(KCNELI) egyik mutaciojat (G52R) egy csaladi drokletes LQTS tipust betegekben azonositottak. A

crer

igy arginin (R) keletkezik a glicin (G) 52. helyén (G52R). Ennek a KCNEI génben bekovetkezd



mutacionak a modellezésére transzgénikus egereket hoztak 1étre munkatarsaim a G52R mutaciot
hordozo transzgén, elémagos és lentivirus mikroinjektalasaval.

Munkam célkitlizése a két transzgénikus egérvonal genotipizalassal torténd kialakitasa és az
egyedek vizsgalata volt. Tovabba a heterozigota sziiloparok utodainak genotipizaldsa ¢és az
oroklodési arany meghatarozasa. A homozigéta forma letalisnak bizonyult in utero, igy a kdvetkezd
célkitlizésem az volt, hogy fejlddési stddiumokra lebontva megkeressem a pontos idejét az

elhaldlozasnak embriondlis korban.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A sziv ingerképzo és ingeriiletvezeto rendszere

A szivritmus rendszerének folyamata 6nalld ingerképzé €s ingeriiletvezetd rendszerén alapul
(BAGYANSZKI & FEKETE, 2006). A sziv els6dleges ingerképz6 rendszere a sinuscsomo (nodus
sinuartialis, Keith-Flack-csomo), a masodik a pitvarkamrai AV-csomé (nodus atrioventricualris,
Aschoff-Tawara-csomo). Az ingeriiletvezetd rendszer részei a His-koteg, folytatasaban a Tawara-
szarak, ¢és azok végein a Purkinje rostok (1. abra).

Az eml6sok szivében a ritmusgenerator a sinuscsomo (pacemaker), mely pitvari myocytakbol
¢és kotdszovetbdl épiil fel. Elhelyezkedése szerint a jobb pitvarban a vena cava superior (felsé iires
visszér, nagy gyljtdvéna) és vena cava inferior (also lires visszér, gylijtdvéna) bedmlése és a crista
terminalis kozott talalhatd. A sinuscsoméban keletkezett impulzusok Osszehuzodasra késztetik a
pitvart. Az elektromos impulzus a pitvari myocytakon keresztiil érik el az AV-csomot
(atrioventricularis), mely a pitvarkamrai septumban talalhatd. Folytatasaban a szivsovényben
elhelyezked6é His-kotegen keresztiil tovabb fut a Tawara-szarakon és a Purkinje-rostokon az
ingeriilet, majd keresztiilhalad a kamrai myocytak munkaizomzatan. A sinuscsomo impulzusai

hatarozzak meg a szivritmus sebességét. (BARRETT ET AL., 2010).
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1. abra: Sziv ingeriiletkelt6 és -vezetd rendszere. A nyilak az ingeriilet
terjedésének iranyat jelolik. (http://ecg-experts.blogspot.hu)



2.2. Akcids potencial

Mas ingerlékeny szovetek sejtjeihez hasonldan a szivizomsejtek a megfeleld ingerekre sajatos
potencialvaltozassal valaszolnak, melyet akcids potencialnak neveziink (PAPP & VARRO, 1999). A
szivsejtjeinek membranjan zajlo valtozé ionaramok fesziiltségvaltozast idéznek ¢l6, akcids
potencialt (AP) keltenek, s ezek felelések a ritmikus miikodésért. A sejtek mindenkori
membranpotencialja az adott iddpillanatban a sejtmembran két oldala kozotti elektrokémiai
gradiensektdl, tovabbad a plazmamembran egyes ionokra vonatkozo eltérd permeabilitasatol,
ateresztOképességétol fiigg (HORVATH, 2009).

Az akcids potencial alakja a kiillonb6z6 szivteriiletekben is eltéréseket mutat. Az idegi vagy
vazizom akcids potencial idStartama kb. 100-szor hosszabb a szivizomsejtek akcids potencial
iddintervallumatol. Ennek a szivmikodés szempontjabol a legfontosabb kovetkezménye, hogy
amikor az akcios potencial valtozasa befejezddik és az effektiv refrakter periodus (ERP) véget ér,
mar a kontrakcio is nagyrészt lejatszodott. Az ERP az a legrovidebb iddtartam, mely a szivizomsejt
akcios potencidl lezajlasa utan Gjra ingerelhetdvé valik, igy a hosszl repolarizacids id6 és az ERP
miatt a szivizom nem tetanizalhato, illetve nem alakulhat ki gorcsos allapot (PAPP & VARRO, 1999).

Nyugalmi allapotban csak azok a K™ csatornak vannak nyitva, amelyek egyensilyi potencialja
kozel esik a nyugalmi membranpotencidlhoz. Az emldsok szivizomsejtjeiben ioncsatorndk ido- és
fesziiltségfiiggd konduktancia-valtozasai l1étrehozzak az akcids potencialt (2. abra), melynek &t

fazisat kiilonboztetjiik meg:

= (. fazis: azaz a gyors depolarizacid, mely V 1
rendkiviil sebes potencialvaltozast
eredményez, s a lefolydsa alatt a negativ OmV K
membranpotencial dtmenetileg pozitiv lesz, 0 e

mivel idS-, és fesziiltségfiiggd gyors Na®

csatornak aktivalodnak.

= ]. fazis: a szivizomsejt-tipusok nagyobb

részében egy gyors repolarizacio keletkezik. -90mV

= 2. fazis: platd fazis, mely egy dinamikus
Y P y gy 2. abra: A kamrai szivizomsejtek akcios
egyensulyi allapot, ahol a befelé aramlo és potencialjanak fazisai. A nyilakkal jelzett
Kifelé 4 16 ionok brénpotencili ionaramok kifelé iranyuld (,,outward”) és befelé
ticle aramio - lonok  membranpotenciaija iranyulo (,,inward-2) aramokat jelolnek.
megegyezik. A platdé fazis fenntartasaban
foként egy lassu befelé iranyulo Ca*" 4aram

felel.



» 3. fazis: a platd szakasz utdn egy gyorsabb repolarizacio kovetkezik, lezajlasa utan a
membranpotencial visszadll az eredeti negativ értékre. A gyors repolarizaciét szdmos iondram
egyiittes mitkodése alkot (HORVATH, 2009).

» 4. fazis. pacemaker, azaz spontan automaciat mutatd szovetekben (sinus-csomo, AV-sejtek,
Purkinje-rostok) a repolarizacio befejez6dése és az 1j, gyors depolarizacio kozott spontan, Gn.
lassu diastolés depolarizacio figyelhetd meg.

Ha a 4. fazis eléri a kiiszobpotencial-értékét, akkor tovaterjedd akcids potencialt eredményez, azaz

egy ujabb 0. fazisu depolarizacidt. Az ingerképzés ilitemét a 4. fazis diastolés depolarizaciojanak

mértéke és meredeksége hatarozza meg (PAPP & VARRO, 1999).

Az akcids potencial 4. fazisa (elektromos diastole) sordn az extranodalis szivizomsejtek,

valamint a kamra sejtjenek membranpotencialja is nyugalmi értéken marad a ciklus Gjra kezdéséig.

2.2.1. Elektrokardiografia

Az akcids potencial szivizom-6sszehuzodast eredményez, mely a sinuscsomoébdl indul ki, s
az ingeriiletvezetd rendszeren athalad. A szivmiikodést kisérd elektromos valtozasok a sziv koriil
egy valtozo irdnyl és erdsségli elektromos erdteret hoznak 1étre, amely a test felszinére terjedve,
feliileti elektrodok és megfeleld erdsité-berendezés segitségével regisztralhatd. A szivritmust, az
elektromos fesziiltséget elektrokardiograffal vizsgalhatjuk. A testre elektrodakat helyeznek fel, s az
EGK segitségével egy egyedi, szabalyos gorbét kapunk a sziv miikodésérdl, amit a 2. abra jobb
oldalan figyelhet6 meg. Az EKG szakaszai a sziv teriileteir6l adnak informaciot (FONYO & LIGET!,
2008). Az EKG hullam egymashoz Akcis
potencial
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AV

Q AV-csomé N
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(www.netterimages.com) /t"

akcids potencialja

EKG-gorbe |



2.2.2. EKG-hullam

Az elektrokardiograf altal a szivosszehtizodas elektromos ingeriileteit mérhetjiik (4. abra).
Az elektrokardiograf altal mért nevezetes pontjai a kovetkezék: P, Q, R, S, T és U. A P hullam,
mely a pitvari ingeriiletet jelzi, utdna a Q, R, S a kamrai depolarizacié valtja ki, a T hullam pedig a
kamrai repolarizacié hatasa (HOUGHTON & GRAY, 2001). A szivizom aktivacidja a sinuscsomdban
kezdddik, de csekély tomege miatt EKG-hullam formajaban nem jelenik meg. Ezutan kovetkezik a
pitvarizomzat depolarizacioja, amely a pitvar-kamrai hatar, illetve az AV-csomo iranyaba halad.
Ennek mindharom elvezetésében egy pozitiv hullam, a P-hullam felel meg, amely az EKG gorbe
els6 hulldma. A P-hulldm hossza azaz id6tartam, mely alatt a depolarizacié a pitvaron
keresztiilterjed.

Az ingeriilet a pitvarokrdl az AV-csomon a
His-kotegeken, a Tawara-szarakon és a Purkinje-
rostokon keresztiilhalad a kamrdk felé, s ez a
mutatja a PQ-intervallumot, mely a pitvar-kamrai
atvezetés ideje (3. abra). A kamraizomzat

depolarizaciojanak  jele a  QRS-komplex,

amelynek amplitudéja joval nagyobb a tobbinél,

PR ar5 5T
illetve iddtartama rovidebb, mint a pitvari OT intervallom
depolarizaci6 (P-hullam). A QRS-komplex az 4. 4bra: Az EKG-hullimok standard
izoelektromos ST-szakasz koveti, mely idoben a elnevezései

kamrai akcids potencial platdé szakaszaval esik
egybe, s ekkor a kamra felszine negativ toltésii. A T-hulliam mar pozitiv, mely a kamra
repolarizacionak a jele. QT-intervallum a kamrai myocytdk depolarizacidjanak és

repolarizacidjanak egyiittes id6tartama. (FONYO & LIGETI, 2008).

2.3. Ioncsatornak felépitése és miikodése

Az ioncsatornak a kettds lipidrétegli sejtmembranba bedgyazott bonyolult szerkezetti fehérje
struktardk, melyek tobb alegységbdl épiilnek fel. Az ioncsatornak 6sszehangolt mukodésének
kovetkeztében alakul ki az akcids potencidl, s felelosek az alakjaért, lefolyasaért. Az alfa alegység

alkotja magat a porust, s a jarulékos mitkodésért felelds a béta, s ioncsatornatol fiiggéen a gamma



alegysége. S az ezeken a fehérjestruktirakon keresztiill haladd ionmozgéasok a kiilonbozd
ionaramok. Az ioncsatornak nyilasahoz, zarédasahoz, miikodéséhez nincs sziikség plusz energiara,
az ionok passziv mozgasat a fesziiltségvaltozas vagy valamilyen ligand kotddése okozza. Az egyes
ionokra a membran nem egyforman permeabilis. A gerincesek kamrai szivizomsejtjeiben nyugalmi
allapotban K* ionokra vonatkozéan nagy, mig Na, Ca** és CI” ionokra nézve kicsi a membran
permeabilitisa, tehat nyugalmi membranpotencial a K ionok egyensilyi potencialjdhoz esik
(HOorVATH, 2009).

A

alfa egység

@ cm T —
+ 4+ 0+ + .

béta egység szabalyozé

egységek

Alegység 1 Alegység 4

Intracellularis tér

5. 4bra: A transzmembran ioncsatorna sematikus

grafikai abrazolasaban a gyors natriumcsatorna
(PAPP & VARRO, 1999)

cyey

egység, melyet jarulékos P-egységek ¢€s szabalyozo-egységek egészitenek ki. Az a-egységet
tovabbi négy alegység alkotja, melyek egyenként hat transzmembran proteinszegmensbdl allnak.
Ezeket a szegmenseket (S) ¢és alegységeket intracellularis (IC) és extracellularis (EC)
proteinhurkok, un. loopok kdtnek 6ssze. Ezek a hurkok az EC térben a fesziiltségérzékel6 aktivacios
kaput, az IC oldalon pedig az inaktivacids kaput alkotja. A loopok fesziiltségérzékeld kapukat és
gyogyszerkotdhelyeket is képezhetnek (PAPP & VARRO, 1999). A gyors natriumaram (Ina) az akcios
potencial gyors depolarizaciojaért felelds (0. fazis).

Az ioncsatornakban az ionok mozgasa passziv, azaz az elektrokémiai hajtoerd fiiggvénye. Ha
ezekben a struktirdkban, szegmensek vagy hurkok felépitésében mutacid 1ép fel, akkor mitkodési
zavarok keletkezhetnek, ilyen ioncsatorna-defektus az altalunk vizsgalt hosszu QT szindroma is
(PAPP & VARRO, 1999).



2.3.1. Kaliumcsatornak és kaliumaramok

A kaliumcsatornak expresszidja nagy diverzitast mutat. A transzmembran szegmenseik (S)
szama ¢€s az ebbdl eredd funkciondlis eltéréseknek koszonhetéen harom csalddba sorolhatjuk dket, a
fesziiltségfliggd (Kv— 6S), befelé egyeniranyitd (Kir- 2S) és a kétporusu ioncsatorna (Kop- 4S). A
fesziiltségfiiggé K -ioncsatorna csaladba tartozok négy o-alegységbdl tevédnek oOssze, tetramer
felépitéstiek, ezen beliil az egyes alegységek hat transzmembran szegmensbdl allnak (NERBONNE &
KaAss, 2005).

Az S1-S4 szegmens a fesziiltségérzékelé domain, ahogy az 6. abran is jol lathatd. A porust a
négy a-alegység S5 és S6 szegmense kozotti, egyenként 19 aminosavbol allo 6sszekotd régiok
alkotjak. A porusformalo régio glicin-tirozin-glicin (GYG) vagy glicin-fenilalanin-glicin (GFG)
motivuma a szelektivitasanak szignaturaja. A poérusformald fehérjéken kiviil megtalalhatok un. B-
alegységek is, melyek az ioncsatornak szabalyozasaban vesznek részt (HORVATH, 2009).

A membranpotencidl mind systole, mind diastole soran pozitivabb, mint a K*
egyensulypotencialja, mely azt eredményezi, hogy a netté K™ aram mindig kifelé iranyul, és ezaltal
a membran repolarizacidjat, valamint a nyugalmi membranpotencial fenntartasat segiti eld.
Lehetnek ligandvezéreltek, fesziiltségfiiggdk, és van egy csatorna, melyet ,hattéraramnak” is
neveznek. A legfontosabb fesziiltségfiiggd kaliumaramok a szivben a tranziens kifelé iranyuld dram
(lo), és a kés6i kaliumaram (Ix) komponensei: Ik, lks, lkur. Ezek az aramok meghataroz6 szerepet

jatszanak az akcids potencial kialakitasaban (6. abra) (HORVATH, 2009).

KCNQL KCNE1 o .
N

Extracelluldris tér

1 Membrdn
Intracelluldris tér

N /
Fesziiltség-érzékeld
domén C
C

6. abra: A fesziiltségfiiggoé kaliumcsatornak csaladjaba tartozé hat szegmensbol all
késoi egyeniranyité kaliumaram (Ix;) ioncsatornajanak sematikus abrazolasa. Az |y
aram a KCNQ1 gén altal kodolt csatornafehérje és a KCNEL, mint jarulékos fehérje

egyiittes expresszioja.
(MOROKUMA ET AL., 2008)
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A kélium aramok szerepet jatszanak a szivizomsejtek repolarizaciojaban. Az akcids potencial
felszallo aga (0. fazis) és a nyugalmi membranpotencial helyredllasa (3. fazis vége) kozott a
szivizomsejtekre jellemzd platd fazis (2. fazis) taldlhat6. A kamrai szivizomsejtek
repolarizacidjaban ¢€és az abban szerepet jatsz6 aramok tulajdonsagainak vizsgalata kiemelt
jelent6ségli a kardiologiai alapkutatasokban. A szivizomzat egyes rétegeiben az aramsiiriiség eltéro.
A kamrdk myocardiumaban a legmagasabb értéket a subepicardialis, mig a legalacsonyabbat a
subendocardialis sejtrétegben mértek. Expressziojat tobb humoralis tényezd befolydsolhatja és
¢letkor is hatdssal van a miikddésére. Az adrenerg receptorok aktivalodasa csokkenti az Iy
csatornafehérjék kifejez6dését. A tranziens kifelé irdnyuld aram kifejezOdése csokken kronikus
pitvarfibrillacio, szivelégtelenség, pacemakeres kamrai ingerlés soran is (HORVATH, 2009). A

kovetkezo alfejezetben a késoéi kalium aramokat részletezem.

2.3.1.1. Késoi kaliumaram - I«

A késoi kaliumaram kinetikai és egyeniranyitdi tulajdonsdgai szerint harom fajtajat
kiilonboztetjiik meg, mely a gydgyszerek iranti érzékenysége és intracellularis modulacidja szerint:
a gyors (lky), mely aktivaciot és inaktivaciot egyarant mutat, a lassu (Ixs) csupan aktivaciot, mig az
un. ultragyors komponens(Iky) aktivalodasa nagyon gyors, de lassan vagy egyaltalan nem
inaktivalodik. A myocardiumokon észlelhetd Ixs aramot (6. dbra) a 11. kromoszoma rovid karjan
1évé KCNQI1 (K LQTT) gén altal kodolt K,7.1 csatornafehérje €s a MinK, mint jarulékos fehérje
egylittes expresszioja kodol. (HORVATH, 2009) A velesziiletett hosszi QT szindroma leggyakoribb
formajaért, az 1-es tipusuért (LQT1) a KCNQI1 gén mutacidja felelés (WANG ET AL., 1996). A
KCNE1 gén mutacidi altal okozott szivrendellenességeket LQTS tipustiaknak nevezziik. A KCNQ1
¢s KCNEI1 gének altal kodolt fehérje a-alegysége (KVLQT1) és a (B-alegysége) MinK altal
létrehozott ionaram az IKs. A IKr aramot pedig a KCNH2 ¢s KCNE2 gén altal kodolt HERG (-
alegység) és a Mirpl (B-alegység) vezeti (GOUAS ET AL., 2005). A kés6i kaliumaram gyors
komponensét (Iy) a csatornaalkotdo Kv11.1 fehérjét a 7. kromoszoma hosszu karjan elhelyezkedd
KCNH2 (HERG) gén kodolja. A KCNH2 mutécidja a hossza QT szindroma 2. tipusat (LQT2)
okozhatja, mig a KCNE2 gén mutacidja az LQT6 tipustt. A kamrai szivizomsejtek repolarizacio és
felépitd aramainak vizsgalata jelentds a kardioldgiai alapkutatdsokban. Barmilyen farmakoldgiai
szer, mely gatolja a kamrai szivizomsejtek repolarizacidjat, megnyujtja az akcids potencial hosszat

és ezaltal szerzett QT szindromat okozhat (HORVATH, 2009).
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2.4. KCNE-géncsalad

A KCNE csaldd géntermékei a kalium csatorndk felépitésében toltenek be szerepet. A
kaliumion csatornak nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak szdmos sejt funkciodiban, elektrofiziologiai
¢s farmakologiai tulajdonsagaiban. A KCNEI1 gén egy transzmembran fehérjét (Mink, B alegység)
kodol, s a KvLQT1 génnel tarsulva késoi egyeniranyitd kalium (Ix) csatornat alkot (6. abra). Ezek
a csatornak pozitiv toltésti kalium ionokat szallitanak.

A KCNE1 (MinK) 14.5 kDa molekulatomegii fehérje. A KCNE1 fehérjét elsdként patkany
vesében azonositottdk (TAKUMI ET AL., 1988), csak a késobbi vizsgalatokban deriilt ki

kulcsfontossagu szerepe a sziv miikodésében.

2.5. A bevitt génkonstrukcio

Az LQT5 szindroma modellezésére az MBK, Allatbiotechnolégiai Intézetében Dr Bésze
Zsuzsanna ¢és munkatarsai, Dr Hiripi Laszl6 és Major Péter PhD hallgatd altal tervezett és
létrehozott transzgén felépitése az 1. szamu mellékletben megtalalhato.

A gén informéciot tarold programcsomag, amely fehérjét kodol. A természetes gén egy vagy
tobb fehérjét kodol. (HESZKY ET AL., 2005).

A hosszt QT szindroma (LQTS) modellezésére human KCNE1 G52R mutécidjat hoztak 1étre
huméan cDNS bankbdl izoldlt KCNEI ¢cDNS-ben. A G52R pontmutécid, ahol a KCNEI gén 154.
(G52R). Az eredeti mutaciot MA ¢és munkatarsai irtak le egy kinai csaladban (2003). A
transzgénben Szivkamra-specifikus B-MHC promoter irdnyitdsa ala helyezték a G52R mutaciot

hordozé human KCNE1 ¢cDNS-t (7. abra).

G52R
mutacio
| I
_______________ P e A R B B5H
| BMHCpromster { + { {1 KCNE1 [&

]

1

! el 1 |

I~ T TA -

!L 4533 bp A 407bp j224
nyul ember

7. abra: A hosszu QT szindroma modellezésére
l1étrehozott génkonstrukeié G52R pontmutacioval
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2.6. A hosszu QT-szindroma

A velesziiletett hosszu QT szindroma orokletes betegség, mely a szivizomsejtek akcids
potencialjanak megnyutlasaval jar, amit elektrokardiografiaval mutathatunk ki. A QT intevallum
meghosszabbodasat jelzi a mért clektrokardiagramon. A megnyalt QT-intevallim fokozott
kockazatot jelent a hirtelen szivhalalban és egyéb kamrai tachycardia megjelenésében. A legtobb
esetben ioncsatornakat kifejez0 gének mutacidja all a hattérben (1. tablazat). Az LQT
szindroménak tobb fajtajat leirtdk mar, a genotipizalas soran valamennyinél fesziiltségfiiggd
részletesen ismerjiik, viszont a teljes mechanizmus megértéséhez egy atfogobb vizsgalatra van
szlikség. Olyan tovabbi kutatasok kellenek, ahol az egyedi mutacidk in vivo hirtelen szivhalalhoz
vezethetnek, s ezért sziikséges a modellallatok létrehozasa és vizsgalata (SALAMA & LONDON,
2007).

1. tablazat: A hosszi QT-szindroma tipusainak modellezésére eléallitott transzgénikus

egerek, referenciakkal kiegészitve. ( SALAMA & LONDON, 2007)

Lokusz Fehérje [Ionaramok Referenciak
LQT1 KCNQ1 KvLQT1 LIKs Lee et al. (2000),Casimiro et al. (2001)
London et al. (1998), Lees-Miller et al.
SOUENEAE ISR Uk (2003), Teng et al. (2008)
LQT3  SCN5A Navl.5 1INa Nuyens et al. (2001), Tian et al. (2004)
LQT4 ANK-B  Ankyrin-B 1INa Chauhan et al. (2000)

Drici et al. (1998), Kupershmidt et al.

LQT5 KCNE1 MinK/IsK IKs (1999), Marx et al. (2002)

LQT6  KCNE2 Mirpl

LQT7  KCNJ2 Kir2.1 LIK1 Zaritsky et al. (2001)

LQT8 CACNAl  Cavl.?2
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A hosszt QT-szindroma altalaban egy 6roklodo, autoszomalis dominans betegség, de ismert
szerzett véltozata is. Ezt a rendellenességet kalium csatornakat kodold gének mutacioja okozza. Igy
a defektes ioncsatorndkban a kaliumaram kisebb, s a repolarizacié megnyulik ezéltal. A megnyutlt
hullam megnyult QT-szakasza figyelheté meg és kamrai tachycardia. Akkor beszélhetiink hossza
QT szindrémarol, amikor a megnyult szakasz hosszabb, mint a két R cstics kozotti tavolsag fele.

A szerzett LQTS-t hosszan tartd gyogyszeres kezelések, vagy anyagcsere-folyamatok zavarai
okozhatjak. Ez a szindroma nem okoz feltind betegséget, tiineteket, de noveli a
szivritmuszavarokat, s hirtelen szivhaladlhoz vezethet. Azok a gyogyszerek veszélyesek a leginkabb
melyek blokkoljdk azokat a kaliumaramokat, melyek részt vesznek a repolarizacioban. Habar az

ioncsatorndk  emberben  és

egérben konzervaltak, Humdn Egér
o o 7L.QT4

SZlgnlﬁkanS eltérések Ionaramok L iiﬂl_lful i lraalcza

5 ok Kz SN ST
figyelhetok meg a fajok kozott RN o W
(8. 4bra). Egerek tekintetében a LQT7  LQT2 LAT1 o

2LQTe LQTS

szivfrekvencia koriilbelil | Akcios

. . otencial
tizszer magasabb, mint az P

emberekben, rovidebb akcids

APDg, |,

potencidlokkal. Huménban a ' r h
. EKG |
fobb repolarizacidos aramok az QRS ||-II—‘DFIS'
. r QT ] Iﬂll
IKs (KCNEI, MinK) és az IKr A W QT,.e A
- \_\_-_
(HERG1) ! 05 o 0 50 100
ms

(SALAMA & LONDON, 2007). 8

8. abra: Szivizomsejtek hosszi QT-szindroma tipusok
felépitésében résztvevé ionaramok, akciés potencial és EKG
gorbe 6sszehasonlitva emberben és egérben
(LONDON 2001, NERBONNE ET AL. 2001)
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2.7. Repolarizacios tartalék

A szivizom repolarizacidja ,.egy fiziologiasan tulbiztositott élettani folyamat” (PAPP &
VARRO, 1999). Ez ugy johet 1étre, hogy a transzmembran ioncsatornaknak nincs kizarolagos vagy
kiilonleges szerepiik a repolarizacidés folyamat létrehozasaban. Ha egy ioncsatorna mutacioja
(downregulacio) mérsékelt megnyulast idéz eld, a tobbi ioncsatorna kompenzalja a mitkodésben.
Ezt nevezziik repolarizacios tartaléknak (repolarization reverse) Roden munkéja nyoman (RODEN,
1998, 2006). Kiemelked6 szerepe van a lassan aktivalodé kaliumaramnak (Iks), mely cAMP fiiggd
ionaram. Az Ixs aram nyugalmi szimpatikus tonusnal és normalis hosszisagu akcios potencial
soran, a relative lassu aktivacio miatt, kisebb mértékben aktivalodik és emiatt nem vesz részt a
normalis repolarizaci6 biztositdsdban. Viszont fokozott szimpatikus ténus kovetkeztében
csokkenése vagy teljes kiesése veszélyes repolarizacio6 megnyulas 1éphet fel. Ennek a
megnyuldsnak lehet genetikai hattere, de lehet fellépd rendellenesség, szivelégtelenség, s
gyogyszeres kezelés hatdsa is. A fokozott szimpatikus tonus emeli a cAMP értéket normalis
esetben, mely fokozza az L-tipust kalciumaramot, ami megnyujtja a repolarizacios id6t. Viszont
ezek hatasara tobb lxs aram aktivalodik, ami negativ feed-back mechanizmussal akadalyozza a
repolarizacid megnyuldsat. Ezért az aram gatlasa akadéalyozza a gépezet miikodését. Normalis
szimpatikus aktivitas és cCAMP szint mellett a normalis repolarizacio soran az Ixs aram kiesése nem
okoz QT megnyulast. Viszont a fokozott szimpatikus tonus és megndvekedett cAMP szint és a mar
megnyult repolarizacidé mellett az Ixs aram repolarizaciot impulziv védoéhatasa kiesik, akkor

kockazatos QT megnyulas Iéphet fel (PAPP & VARRO, 1999).

2.9. Transzgénikus allatok eloallitas

Szamos modszer rendelkezésre all génmodositott allatok eldallitdsara, melyeket kisebb
nagyobb sikerrel alkalmaztak az elmult két évtized sordn. A nyolcvanas évek elején Gordon és
munkatarsai (1980) allitottdk eld az elsd genetikailag modositott allatot, egy egeret. Az eljaras
sikere 0j utakat nyitott meg mind az orvosi, a mezégazdasagi, mind pedig az alapkutatés teriiletén.
Az idegen gén bevitelére az un. elémag-mikroinjektalasos technikat alkalmaztak, mely a mai napig
a leghatékonyabb mddszernek bizonyult a génmodositott emldsallatok eldallitasara. Masik modszer
a spermium kozvetitésével torténd génbevitel technikdja, melynek hatékonysaga elsdé sikeres

alkalmazésa ota (LAVITRANO, 1989) sokdig igen alacsony volt. Az ES sejt technikaval torténd
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genetikai modositas nagy eldnye, hogy célzott génbevitelt tesz lehetévé. Azonban szamos fajnal,
példaul a nyulndl is, ahol nem dallnak rendelkezésre jol jellemzett dssejtvonalak a modszer nem
alkalmazhatd. Az elmult néhany évben igen jelentds eldrehaladds tortént a retrovirus vektorral
torténd génbevitel terén. Az Gn. harmadik generacids lentivirus vektorok igen hatékony eszkozzé
valhatnak a génmodositott haszonallatok eldallitasa soran. A lentivirus vektor képes bejutni mind az
0szt6dd, mind pedig a nem osztddo sejtekbe, ahol az altala hordozott DNS szakasz a genomba
integralédva képes a genetikai informacid kifejezésére a sejt sajat apparatusanak felhasznalasaval.
A modszert els6ként egérben alkalmaztak 2002-ben (PFEIFER ET AL., 2002), az azoéta eltelt néhany
évben létrehoztak mar génmodositott juhot és sertést is. Az utdédgeneraciokban azonban igazoltak,
hogy a beépiilt virusvektorok egy része epigenetikus szabalyozas aldozatava valik, azaz példaul
metilacié miatt nem képes ellatni funkciojat a genomban. Ez behatarolja a modszer széles kori
alkalmazhatdsagat. Az igen igéretesnek induld testi sejtes klonozasnak a legnagyobb hatuliitdje az
igen alacsony hatdsfoka. Szerte a vilagon szamos allatfajt sikerrel klonoztak d&m a hatékonysag,
mely allatfajonként ugyan eltéré, nem haladja meg atlagosan a 0,5-5 szazalékot. Tovabbi problémat
jelent, hogy az igy megsziiletett utddoknak is mintegy a fele valamilyen rendellenességgel jon a
vilagra. Jelenleg, leginkdbb a kloénozashoz hasznalt donorsejt genetikai Ujraprogramozéasanak
hibgjaval illetve az embri6 implantacidja és a méhlepény kialakuldsa koriil zajlo események
rendellenességével magyarazzak az eljaras alacsony hatasfokat (PEAT & REIK, 2012).

A betegségek modellezésére létrehozott allatok ordkletes rendellenességek vizsgalatara
alkalmasak, s lehetOséget adnak a betegségek kovetkezményeinek tanulméanyozéaséara illetve

gyogyszer kiprobalasra.

2.9.1. Transzgénikus egerek eloallitasanak modszerei

Bar el6szor virussal fertézott embridk révén hoztak 1étre transzgénikus allatokat, az 1980-as
évek elejétdl kezdve a mikroinjektalas modszere valt uralkodova. Azonban ez az eljaras koltséges,
nagy jartassagot igényel és elég idoigényes. Rdadasul csak néhany faj esetén éri el a kivant
hatékonysagot. Mindezen okok miatt vizsgéljdk a transzgénikus éallatok létrehozasanak alternativ
modjait is (BOSZE & GOCzA, 2005).

A hetvenes években sikeriilt el0szor retrovirust egér zigoétaba mikroinjektalni (JAENISCH ET
AL., 1975). Az els6é nem viralis mikroinjektalast 1980-ban hajtottak végre sikeresen (GORDON ET

AL., 1980). Ezutan felgyorsultak az események. Az egyik legkiemelkeddbb attdrés a klonozas volt.
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Dollyndl mar differencialodott sejt sejtmagjat {ltették at petesejtbe, s ¢letképes egyedet
eredményezett a kisérlet (WILMUT ET AL., 1997).

A transzgénikus allatok eldallitasara jelenleg az alabbi
modszereket alkalmazzdk széles korben: linearis elémag
mikroinjektalds, kimérak létrehozésa genetikailag modositott
embriondlis  Jssejtek  felhasznalasaval,  genetikailag
modositott testi sejtek sejtmagjanak atvitele klonozassal,
lentivirus vektorral torténd génbevitel, spermiumok altal
torténd DNS bevitel (BOSZE & GoOcza, 2005). Az altalam is
vizsgalt  két  transzgénikus egérvonalat, elémag
mikroinjektalassal illetve lentivirus transzdukcioval allitottak
elo.

Az elémag mikroinjektalas technikdja terjedt el
elséként a vilagon (JAENISCH ET AL., 1975). A transzgenezis

soran a mesterségesen bevitt idegen DNS stabilan

integralodik a recipiens allat genomjaba. A mddszer Iényege,
hogy a transzgént tartalmaz6 DNS oldatot kozvetlentil,
juttatijuk a megtermékenyitett petesejt elOmagjaba. A
transzgén az injektalt petesejtek egy részében beépiil az allat
genomjaba, ¢és ezt kovetden annak kromoszomajaval

replikalodik és 6roklodik (BOSZE & GOcza, 2005).

9. abra: Mikroinjektalas
pronukleuszba
(' www.mmcri.org)

2.10. Embrionalis koru letalitas vizsgalata LQT szindrémas transzgénikus
egérmodellekben

A homozigota halandésaga nem vet fel 4j kérdéskort. Eddig is nagy figyelem Gsszpontosult a
transzgénikus allatok elGallitasanal az embrionalis korban elpusztult homozigétakra. Az egerek
E8,5 és E13,5 (embrionalis) nap kozotti fejlodési stadiuma megegyezik a human 3-t6l 6 hetes korig
fejlodo terhességgel (SRINIVASAN ET AL., 1998). Az egerek korai embrionalis korban (11,5 naposan)

a sziv differencialodasa mar mutathat rendellenességeket.
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Papadatos és munkatarsai (2002) kisérletében SCNS5A-deficiens egeret hoztak létre, de
homozigota (Scn5a™) nem sziiletett. A kisérletet arra alapoztak, hogy azoknal a betegeknél, akiknél
megfigyelheté deléciod, vagy funkcid-vesztés mutacidja a sziv Na'-csatorna génjében, az SCNS5A-
ban, 0Osszefliggésbe hozhatok a szivritmuszavarok széles korével, beleértve a bradycardiat
(pulzusszam lassulas), az atrioventriculdris vezetés késleltetését ¢és a kamrai fibrillaciot.
Fesziiltségfiiggd Na'-csatornak az akcids potencial kezdeti gyors depolarizacios fazisaért (0. fazis)
felelosek és ebbdl adodoan az ingeriiletvezetési rendszer meghatarozoi. Megfigyelték, hogy a hibas
SCNS5A gén méhen beliili elhaladlozést okoz a homozigota (ScnSa'/ ) embridkban, mig a heterozigdta
(Scn5a+/') embriok a mendeli-torvényeknek megfeleléen sziiletnek meg, normalis taléléssel. A
kifejlett Scn5a" egyedekbdl preparélt szivizomsejtek patch-clamp analizise soran kideriilt, hogy
kozel 50%-al csokkent a Na* csatorndk vezetSképessége.

Teng ¢és munkatarsai (2008) kutatomunkajanak témaja az embrionalis letalitast okozo
ERG]1 kalium-csatorna funkcio-vesztés mutacidé gyakran okoz hosszii QT2 szindromat (LQTS2). In
vivo homozigdta modell kidolgozasa volt a cél a mutacidra. A modellt hERG N629D mutéciot
homolog rekombinacioval hoztak 1étre mERG ortolog egér génben, egér embrionalis Ossejtek altal.
Az N629D/N629D embriok elpusztultak 11,5 naposan a méhen beliil, hirtelen szivmegalladsban.
Tovabbi vizsgalatokkal fejlédési rendellenességeket fedeztek fel a loopok (hurkok)
architektraiban, gyengén fejlett bulbus cordist figyeltek meg. A 9,5 napos homozigota embriok
szivizomsejtjeiben az Ik, teljes funkcio-vesztése volt megfigyelhetd elhtizodo akcids potencial

intervallummal, és hajlandosag szivritmuszavarok megjelenésére.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A transzgénikus egerek eldallitasahoz felhasznalt egértorzsek

Az Allatbiotechnoldgiai kutatocsoport altal hasznalt egértorzs két vonala, hirtelen szivhalal
vizsgalatara az FVB/N ¢és a CDI1 torzs. Az FVB/n egyik legalkalmasabb egértorzs a transzgénikus
kisérletekre, és az azt kovetd genetikai vizsgalatokra. Az FVB/N beltenyésztett (inbred) torzsre
jellemzd a kimagasld szaporoddképesség, a nagy alomszdm. A megtermékenyitett FVB/N egér
petesejtjei nagy, jol lathaté elémaggal rendelkeznek, amely megkonnyiti a DNS mikroinjektalas
technikajat (TAKETO ET AL, 1991).

Transzgénikus allat eldallitdsdhoz szuperovulaltatott egereket hasznalnak. Magas, egyideji
petesejtszamot a ndstény allatok tlisz6érésének mesterséges serkentésével lehet elérni,
hormonkezelést kell alkalmazni. Az egészséges €s megfeleld életkoru (8-10 hetes) ndstény egyedek
kivéalasztasa utan, eCG (vemhes-kanca szérum gonadotropin, mas néven PMSG3) hormonnal
kezelve tobbszoros tiiszoérést kdvetkezik be. Az injekciot kovetd masodik napon a tiiszOk repedését
hCG (human korion gonadotropin) hormonnal indukéljuk. A kiszabadult petesejtek a petevezetébol
kimoshatok (physiology.elte.hu).

Amikor embriok kinyerése a cél, a ndstényeket a hCG injekciot kovetden paroztatjuk. A
parosodast ellendrizziik a kovetkezd nap délelott a hiivelyben a Cowper-mirigy valadék jelenlétével
(plug vagy hiivelydugo képzodés). Egysejtes allapoti embridkat a parosodastol szamitott fél nap
utan mosunk ki. Hiarulonid4dz enzimmel eltavolitjuk az embridkat kortilvevdé kumulusz sejteket. Az
ilyen stadiumt embrid a petevezetd ampullajaban talalhato.

Mikroinjektalassal bevissziik a megtervezett génkonstrukciot. A mikroinjektalt embridkat
betiltetjiik a kivalasztott recipiens ndsténybe, mely hormonkezelésen atesett. CD1 egértorzs
ndstényeibe iiltetik be az embridkat egy egyszerti, gyors eljarassal.

CDI egértorzs széles korben hasznalt transzgenezis, orvosbiologiai kisérletekben, nem draga
¢s konnyen hozzaférhetd kiiltenyésztett (outbred) egér populacio, valamint alomnevelésben is
kivételesen j6. Hatékony tenyészthetdség €s nagy alomszam jellemzi. A genetikai kisérletekben az
inbred torzsek elényben vannak az outbred torzsekkel szemben, feltérképezett genetikai hatteriik

miatt is (ALDINGER ET AL.).
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3.2. Transzgénikus vonalak alapitasa

Az elémagos mikroinjektalasbol illetve lentivirus injektalasbol sziiletett utodok koziil
elsOként transzgén specifikus genomi PCR-el kell a transzgént hordozd ugynevezett alapitd
egyedeket kivalasztani, majd ha ezek ivarérettekké valnak FVB/N egerekkel paroztatva létrehozzuk
az F1 utodokat. Amennyiben az alapitdé egér ivarsejt transzgénikus az F1 utodok kozott genomi
PCR-el azonositani tudjuk azokat az egyedeket, amelyek 6rokdlték a transzgént. Mivel ezekbdl tobb
almot is létre lehet hozni, egy résziikben vizsgélni tudjuk a transzgén kifejez0dését mRNS szinten
RT-PCR modszerrel €s annak szdvetspecifitasat (3. melléklet).

Az azonos vonalba tartozo egyedek paroztatasaval pedig 1étre tudjuk hozni az F2 nemzedéket,
amelyben a mendeli szabalyok érvényesiilése esetén 25%-ban homozigdta egyedek sziiletését is
varjuk. Munkam kezdetekor az F2 nemzedék megsziiletése és azok genetikai analizise volt

napirenden.

3.3. Embrio-kinyerés és fixalas

A kisérlet soran a 12,5 napos embriokat (10. abra) egy
végleges beavatkozassal tavolitjuk el a CDI1-s recipiensbdl.
Kioperaljuk a méhet, és mikroszkop alatt kibontjuk a
magzatburokb6l az embridkat. Jegyzdkonyvet vezetliink az
embriok  szamardl, a lehetséges felszivodasokrol  és
rendellenességekrol.

A kibontas utan PBS oldatban (Phosphate buffered saline)
vizsgaljuk Oket és mintat vesziink, plate-re helyezziik és
feliratozzuk. Az embridkat tartalmazé lemezbe ezutan 1000 pl
PFA-fixalot helyeziink, a szovetek fixalasara, s 4°C-on egy
napig hatni hagyjuk. A PFA (Fixing Cells with

Paraformaldehyde) erésen mérgez6 anyag, veszélyes anyagok

hasznalatanak szabalyzata szerint kell eljarni.
10. abra: 12,5 napos neonatalis

Kkorban 1évo embrio
(KAUFMAN, 1992)
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3.4. DNS-Kivonas

A PCR technikdk alkalmazasa el6tt a DNS-t ki kell nyerniink a szovetekbdl, sejtekbol. A mi
esetiinkben allati szovetekbdl (egérembrio farok és szikzacskd), el6zé nap mintat vesziink, majd
700ul Lizis-pufferben és 10ul Proteinaz-K segitségével overnight elemésztjiik a lombik razatoéban
(55°C-on). Masnap fenol-kloroformkezeléssel folytatjuk a DNS izolalast. A DNS-kivonas
protokollja a 2. szamu mellékletben talalhato.

3.5. PCR-technikak alkalmazasa

A polimeraz lancreakcio (PCR: Polymerase Chain Reaction) a DNS egy adott szakaszanak a
felszaporitasa in vitro. Mullis és Saiki dolgozta ki az eredeti modszert 1985-ben. DNS  denaturacio,

magas homérsékleten szétvalasztjuk a DNS két szalat

1. DNS renaturéacio — primerek kapcsolddasa, rovid nukleotid szekvencidk
2. DNS polimerizacid: polinukleotid szintézis (ANTP a DNS , épitdkdvei”)
3. Ennek a harom szakasznak a megismétlése 25-40 ciklusban.

Az altalanos PCR hoémérséklet-program szerint a denaturacioé: 94°C-on 1,5 percig fut, majd a
primerek megtapadas: 55-60°C-on 1 percig, és a polimerizacio: 72°C. 25-40 ciklust kdvetden 7-10
percig tartja 72°C-on majd leéllitja a reakcidt 4°C-ra hiitve. A templat képzéséhez a DNS
denaturacidja soran a két szalat osszetartd hidrogén-hidakat bontjuk meg magas hémérséklettel. A
primerek a feltapadashoz a komplementer szalakat keresik meg. Ez a folyamat fligg a célkdpidk
szamatol, az 1d6tdl és tapadasi homérséklettdl, aminek az optimuma az olvadasi hdmérseklet (Ty,
melting temperature) (Kiss, 1999).
Az éltalam hasznalt primerek (11. abra):

e Promoter 3’vég forward pr.: 5>~-GCCTCAGCCAGAACCAGTTA-3

e KCNEI 5’ végreverzpr: 5-GCTTCTTGGAGCGGATGTAG-3’

e Primer Tm.: 56 °C

e PCR kondiciok: kezdeti denaturacié 95 °C-on 4 percig

e denaturacio 95 °C, 30 sec

e annealing 54 °C, 40 sec 30X

e szintézis 72 °C , 45 sec

e végso szintézis: 5 perc
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11. abra: A transzgén specifikus primerek elhelyezkedése a transzgén DNS

konstrukcio sematikus abrazolasan

3.6. Q-PCR

A Q-PCR (quantitative, real time PCR) olyan technika, amely a PCR eljarason alapszik, de a
DNS amplifikaldsa mellett a mennyiséget is méri. Az amplifikdlt DNS mennyiségét, kopiaszamat
mutatja meg valds idében vald detektalassal. Mi ezt a mddszert hasznaltuk a homozigota embriok
detektalasara.

A Q-PCR technika a DNS-szintézis reakcidelegyének komponense egy SYBRGreen nevil,
nagyon érzékeny DNS-festék. A SYBRGreen fluoreszkald vegyiilet, melynek fénye kdénnyen
detektalhato, amikor kotédik a DNS-hez. A polimerizacio folytatodik, a SYBRGreen molekulak
kotodnek a DNS-molekulakhoz, s novekszik a fluoreszcencia. Ez a fluoreszcencia mérhetd valos
1dében, az DNS szintetizalddas kozben, valamint a DNS mennyisége a reakcidban. Ennek a mérése
egy magas érzékenységli fotdelektron-sokszorozo6 detektorral vagy digitalis CCD kameraval valosul
meg, mely a fluoreszcencia felvillanasa utan a DNS mennyiségét méri minden ciklusban (RUSSELL,
2010). A Q-PCR pontosabban tudja megallapitani a kdpiaszam valtozasat, mint a Southern-blot
modszer, amely autoradiogafids intenzitasmérésekre épiil. A Southern-blot vizsgélat hasznos
informéciokat ad az integralt konstrukcid szerkezeti épségérdl, de csak kozelitd adatokat szolgaltat
a kopiaszamrol (BANHEGYINE, http://dokutar.omikk.bme.hu). A Southern-analizis nem mutatja ki a
kromoszémak megkettdzddést, ha nem jar egyéb szerkezeti valtozdssal is, ha az integralt
expresszios kazetta nem valtozik meg a duplikacio sordn. Ezért a Q-PCR moddszerrel végzett gyors
analizis segit a duplikdcido kimutatasdban, amely kopiaszamndvekedést okoz, de nem jar egyéb
szerkezeti valtozassal, és igy a Southern-blot analizis nem mutatja ki (VANGULIDER ET AL., 2008).

Az eddig vizsgélt mindhdrom generacidban a transzgénikus utdodok aranya szignifikdnsan
eltér- alacsonyabb a mendeli szabalyok alapjan elméletileg varhatdo 50%-t6l, és a megsziiletett

utddok egy része is elpusztult 0jsziilott korban. Ez felvetette annak lehetéségét, hogy a
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transzgénikus embridk egy része mar ellés elétt elpusztul. Ennek alatdmasztasara tovabbi

kisérletekre volt sziikség.

A kopiaszam meghatarozast az Applied Biosystems Power Sybr Green Master Mix

segitségével végeztiik az alabbi oligonukleotidok felhasznélasaval:

Forw.:5'- TGT GGC AGG AGA CAG TTCAG -3
Rev.:5'- CCG AAG AAT CTC AGT ACCATGA-3
PCR kondiciok:

PCR kondiciok: kezdeti denaturacio 95 °C-on 10 percig
denaturacio 95 °C, 15 sec

annealing+szintézis 60 °C, 60 sec 40X

Az normalizacios kontrollnak az egér (P47757 kddszamt) aktin génjét hasznaltuk. A kapott Q-PCR

adatokat a RotorGene 6 programmal értékeltiik ki.
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4. EREDMENYEK ES KIERTEKELESEK

A hosszt QTS5 szindroéma modellezése és tovabbi hisztologiai, farmakologai vizsgalatai
elc’isegithetik a KCNEI csatornafehérjének jobb megismerését. A KCNE1 gén G52R mutécic')ja egy
torténd cserélédését jelenti, ami a KCNE1 gén 52. helyén 1évo glicin (G) valtozasat okozza
argininre (R). A transzgenezissel bevitt human mutans KCNE1 (minK) gén a szovetspecifikus 3-
MHC prométer iranyitasa alatt beépiil a genomba és tovabb o6rokiti a transzgénikus modellallat
utodaiba. Major Péter korabbi vizsgalatai szerint a megsziiletett egyedek genotipusait a 2.

tablazatban tiintettem fel.

rrrrr

Atlagos alomméret heterozigéta sziil6ktél:
Az utddok heterozigota eloszlasa /elvart: 75% / 28%
Osszes 0jsziilott: 55
Transzgénikus 0jsziilott: 16
Atlagos alomméret lentivirus heterozigéta és vad

tipusu sziiloktol: VLB
Az utodok heterozigota eloszlasa /elvart: 25% / 32%
Osszes 0jsziilétt: 69
Transzgénikus 0jsziilott: 21
Atlagos alomméret pronukl. mikroinjektalt 8 1/alom

heterozigota és vad tipusu sziiloktol: ’
Az utdédok heterozigota eloszlasa /elvart: 25% / 25,20%
Osszes 0jsziilétt: 210
Transzgénikus 0jsziilott: 52

3. tablazat: Embriok eloszlasa heterozigdota és homozigota forma szerint

Fejlodési | Embriok |Transzgénikus | Arany (%) Homozigota | Arany (%)
stadium szama embrié (db) [Mendel: 75%! | embriék (db) |Mendel: 25%!

d12,5 54,6
d14,5 6 4 66,6 1 16,6
hX 103 57 55,3 4 3;9

A heterozigéta sziiloktdl szarmazo utddok kozott 1€nyegesen alacsonyabb szamban kaptunk

transzgénikus utddokat mint az a mendeli torvények alapjan varhato volt, ezért feltételeztiik, hogy a
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homozigota transzgénikus egerek csokkent életképességiick. Ezért a tudomanyos diakkori
dolgozatom kovetkezd célkitiizéseként prenatalis korban embridkat genotipizaltam. Az elsd
vizsgalatokat 14,5 napos embriok mintaival kezdtiik, sikeresen, hiszen homozigéta egyedet is
sikeriilt azonositani. Igy egy korabbi fejlédési stadiumot palyaztunk meg, a szivkamra
kifejlodésének iddészakat a 12,5 napos embriondlis kort. Az eredményem 103 embridobol 57
transzgénikus, ebbdl 53 heterozigdta és 4 homozigota egyed (3. tablazat).

Korabbi és 0j eredmények Osszevetése utan a 3. tablazatban 1évé adatokat kaptuk, amit a 11.
abran, diagramon Osszesitettem az embriok szama alapjan. A 12,5 napos embridk 54,6%-a volt
transzgénikus, s ebbdl csupan 3% homozigota Q-PCR meghatarozassal. A mendeli 6rokl6dés
szabalyaihoz viszonyitva 12%-al kevesebb transzgénikus és 22%-al kevesebb homozigéta egyedet

talaltunk ebben a fejlodési stadiumban.

Embridk szama és
Egyed eloszlasa

120

100
80 —
60 —
40 - i i
20 I
g .. e | SN S s

100 51 3 100 66 16| 100 55 4 2%

d12,5 d14,5 Osszes

mEmbridok mTranszgénikus m Homozigdta
embriok embriok

11. abra: Az embriok szama lebontva
neonatalis 12,5 és 14,5 napos korra, s a
harmadik oszlopcsoportban az 6sszesitett
aranyok lathatok.

Ezeket az eredményeket tovabb bontottam a két transzgénikus vonalra, még pedig a
lentivirus-kozvetitette €s az eldmagos-mikroinjektalas transzgenezissel létrehozott vonalakra (4.
tablazat). Kideriilt az eredményekbdl, hogy kizardlag az eldmagos-mikroinjektalas transzgénikus
vonaldban taldltunk homozigdta egyedet a prenatdlis 12,5 napos korban. A kiilonbség a két

kiilonbozd integracids hely miatt alakulhatott ki. A lentivirus kdzvetitette transzgénikus vonalnal
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4. tablazat: A két transzgénikus vonal dsszehasonlitasa

Transzgénikus Embriok Transzgénikus egyedek | Homozigota egyedek
vonalak szama szama és aranya szama és aranya

36 (69%) 4 (9%)
B 51 21 (41%) 0 (0%)
> 103 57 (55%) 4 (7%)

pozicio hatds miatt 1épett fel egy korabbi fejlodési stadiumban a mutans gén letalis hatasa, mashol

integralodott a genomban.

Egy korabbi hosszii QT-szindroma vizsgalatanal Teng és munkatérsai (2008) az LQT2-tipust

betegséget modelleztek, ahol életképes homozigota formét 11,5 napos embriondlis korban méar nem

talaltak, mig a mi eredményeink szerint 12,5 naposan 3%-ban vannak jelen homozigotak, s egy 14,5

napos fejlédési stddiumt homozigota embrio is életképesnek bizonyult. A mutécio érvényesiilése

csak késObb jelentkezett.

A homozigoéta embriok fejlddésében morfoldgiai
kiilonbséget nem talaltunk sztereo mikroszkopos megfigyelés
soran, melyrdl fényképeket készitettiink és a 12. abraban
szemléltetek.

Eredményeink bizonyitjdk, hogy a homozigdta utdédok
mar ebben a fejlddési szakaszban is a vartnal Iényegesen kisebb
szamban ¢€letképesek ¢€s alapjaul szolgalnak a genotipizalt G52R
mutans egér embriok hisztologiai vizsgéalatanak, mely
hozzajarulhat a mutacid a sziv fejléddése soran betdltott szerepe
jobb megértéséhez. A hosszi QT5-szindroma modellallatok sziv
elektrofizioldgiai mérései is folyamatban vannak.

Tovabbi terveim kozott szerepel, hogy kordbbi fejlédési
stadiumban 1évé embridkat is genotipizaljak, s meghatarozzam
az Oroklodési aranyokat. Valamint megkeresni azt a stadiumot,
mikor az 6roklédési ardnyok még kovetik a szabalyokat, s az

embriok fejlodését sem blokkolja a gén mutacioja.
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12. dbra: A 12,5 napos prenatalis
korban 1évé homozigdta, vad tipusu
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sztereo mikroszkop segitségével.



5. OSSZEFOGLALAS, KOVETKEZTETESEK

Magyarorszagon a leggyakoribb elhaldlozasi ok a hirtelen szivhaldl. A Magyar Kardiologusok
Tarsasagéanak nyilatkozata szerint atlagosan 70 ember hal meg naponta hirtelen szivhalalban. Az
elhaldlozasi adatok szerint annyi aldozatot szed, mint a tiidérak, mellrdk és az AIDS/HIV
egyiittvéve.

Az ingeriilet kialakulasaért a sejtek membranpotencial-valtozasa felelds, melyet ioncsatorndk
mikddése hoz létre. A sejtmembran két oldala kozott 1évo fesziiltségkiilonbség egy dinamikus
egyensulyt alkot, mely nyugalmi potencidlt jelent, és igy a membranfelszin polarizalt allapotba
keriil. Ennek az egyensulynak a megbomlasa maga az ingeriilet, a felszin depolarizalodik, ingeriilet
keletkezik, s ezt nevezik akcids potencidlnak, s igy a csatorndkon keresztiil haladé ionaramok a
sejtmembran feliiletén 1étrejovo fesziiltségvaltozasbol kifolydlag akcids potencialt eredményeznek.
A szivritmus kiindulopontja ez a folyamat, mely a sinuscsomobol az ingeriilet a pitvari
izomsejteken keresztiil a kamrai izomzatra atterjed az ingeriiletvezetd rendszer segitségével.

A kalium-ioncsatorna f alegység fehérje génjének (KCNE1) mutaciojat (GS52R) irtak le
csaladi orokletes hosszii QT szindromas betegekben. Ez a mutécio a repolarizacids id6t nydjtja meg
a szivizomsejtekben, pontosabban a szivfrekvencia QT szakaszat. A G52R misszensz mutacio, ahol
glicin (G) 52. helyén (G52R).

A Kkisérletek célja egy olyan modell létrehozasa volt, melyben a mutins human fehérje is
kifejezddik szivspecifikusan egérben. Két transzgénikus vonalat hoztunk létre, mindkettében ki
tudtuk mutatni a transzgén mRNS szivizom-specifikus expresszalodast. Tenyésztési adatainkbol
kideriilt, hogy homozigdta G52R transzgénikus egér nem sziiletik a heterozigdta sziiloparoktol,
tehat nem életképes. A heterozigdta egerek viszont nem mutatnak az LQT szindromara jellemzd
fenotipust. Célkitlizésem volt a heterozigdta sziiléparoktodl szarmazod utédok embriondlis korban
torténd vizsgalata és a génmutacid okozta problémak, megallapitva a transzgénikus embridk
genotipusat illetve egy kovetkezd 1épésben a transzgén kopiaszamat, heterozigota’homozigdta
aranyokat hatarozzunk meg. Kvantitativ PCR-rel az Gsszes transzgénikus embrio koziil csak 4,5%
volt a homozigo6tak aranya.

Az eredményeink alapjat képezik a genotipizalt G52R mutins egér embriok hisztologiai

vizsgalatanak.
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9. MELLEKLET

1. szamu melléklet: Szivritmuszavar — hosszu QT szindroma- eloallitasa a fent

lathato génkonstrukcioval.
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52. helyén (G52R). A génkonstrukcionkban szivszdvet-specifitast biztositdé B-MHC-

promoter utan kapcsoltdk a human muténs gént, amit egy polyA farokkal lezartunk.
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2. szamu melléklet: Total DNS kivonas protokoll — Fenol-kloroform extrakcio

1. 1,5ml-es Eppendorf csoveket — el6z6 nap 700ul Lizis-pufferben, 10ul Proteinaz-K
segitségével 55°C-os lombikrazatoban overnight elemésztjiik az allati szovet — par
percig centrifugaban 13000 rpm-en 6sszerazatjuk, hogy az esetleges szor darabok

is feloldodjanak.

2. A kovetkezd 1épésben 350-350ul Fenolt és Kloroformot adunk a megemésztett
szovetekhez és 10 perces max. rpm-en cenrtifugéljuk. Az extrakcié soran harom
fazisra kiiloniil el a folyadékunk, a fels6 vizes-fazis a DNS-t tartalmazza, az
interfazisban fehérjestrukturak, az also-szerves fazisban RNS-ek, lipidek

csapodnak Kki.

3. A tovabbiakban a felsd vizes-fazisra van sziikségiink, melyet vagottvégii
pipettaval szivunk le, a DNS toredezettségének megelézése érdekében. A mar
bekészitett és feliratozott Eppendorf csovekbe kimértiink el6zdleg 700ul
Isopropanolt, s rapipettazuk az 6vatosan leszivott felsé fazist. 10 perces max. rpm-
en centrifugdlds kozben kicsapddik a DNS-iink, pellet keletkezik az Eppendorf

csovek aljan.

4. Frissen ledntjiik az Isopropanolt és 700-1000ul 70%-os alkoholt pipettdzunk a
pelletre, ez az utols6 mosas. A 10 perces, max rpm-s centrifuga utan ledntjiik
frissen az alkoholt €s beszaritjuk a mintdinkat steril fiilke alatt vagy szaritod
berendezés segitségével. A beszadradt DNS-s a tovabbi PCR-kisérletekhez
visszaoldjuk 50ul desztillalt vizben.

Megjegyzés: A veszélyes anyagokra vonatkozd labor szabélyzat alapjan kell eljarni
az anyagok felhasznaldsa soran. Fenolt a sulyos egészségkarositd hatasa miatt

csak elszivofiilke alatt szabad alkalmazni.
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. szamu melléklet: Szivszovetspecifikus p-MHC-promoter

A transzgénben nyul szivkamra-specifikus B-MHC-promoter iranyitdsa ala
helyezték a G52R mutaciot hordozé human KCNE1 c¢DNS-t. A transzgenezis
modszereinek hatékonysagat és a promoter specifitdsanak ellendrzését PCR-technikaval
végezték az MBK Allatbiotechnolégiai Intézet munkatérsai. Két-két parhuzamos sort
vittek fel, az egyiket a specifikus, tervezett primerekkel amplifikaltak, mig a kontroll
sort endogén primerekkel. Mind a pronukleuszos mikroinjektalds, mint a lentis
virusbevitel alkalmas a gén bevitelére, azonos hatékonysaggal. A KCNEI1 gén -MHC-

promoter iranyitasa alatt kizarolag csak a szivben fejezddik ki.
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4. szamu melléklet: Embrio DNS-mintak genotipizalasanak gélelektroforézis képe

A gélelektroforézisrdl digitalis képet Syngene Gene genius Dark Room Bio Imaging
System technikéval készitettem. A specifikus primereink altal amplifikdlt DNS
mintakat valasztottuk szét 1%-0s agardz gélen. A kiilonbozd idépontokban kinyert
embriok DNS-mintainak gélelektroforézise, az utolsé minta negativ kontroll. A

detektalt band-ek a transzgénikus embridkat mutatjak, nagysaguk 480 bp.
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