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Absztrakt

Bevezetés: Az oroklott betegségek genetikai vizsgalatai fontos szerepet jatszanak a
diagnosztika teriiletén. A kimutatott varians esetében azonban nincs mindig bizonyiték arra,
hogy valoban oki tényez6 lehet-e, ekkor kisérletes uton kell megvizsgalni a mutécié fehérjére

gyakorolt hatasat. Ennek eszk6ze a molekuldris klonozas.

A KCNQ2 gén egy fesziiltségfiiggd kalium csatornat kddol, amely az agyban fejezddik ki. A

génben kimutatott mutaciok szerepet jatszhatnak egy epilepszia tipus kialakuldsdban.

Célkittizés: Munkam soran célom volt a KCNQ2 gén egy korabban a diagnosztikai laboratérium
altal egy betegben kimutatott korabban nem tesztelt muticidja (Serl13Phe) létrehozésanak

elokészitése a késObbi funkcionalis kisérletekhez.

Anyagok és mddszerek: A vizsgalatokat a Debreceni Egyetem Klinikai Genetikai Tanszékén

végeztem E. coli sejteken, molekularis klénozés segitségével. A rekombinans DNS egy inzert
DNS-bol ¢s egy vektorbodl all. A vektor a gazda sejtben replikalodni képes, de elkiiloniil a
gazdasejt genomjatdl. Erre azért van sziikség, hogy szaporithaté és fenntarthaté legyen a

klonozanddé DNS molekula (inzert).

A KCNQ?2 gén a rendelkezésemre allt. A plazmid DNS-t hésokk segitségével juttattam be K12
TB1 sejtbe, a baktérium-DNS elegyet antibiotikum tartalmu agarokra szélesztettem, mivel a
vektor ampicillin rezisztencia gént hordoz, egy éjszakan at 37 °C-on inkubaltam, majd egy
kiilonallo telepet oltottam LB tapoldatba, amit 37°C-on inkubaltam 16 oOran at. A
sikerességét agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik. Ebben az izolalt DNS-ben hoztak késébb

létre a Serl13Phe mutaciot.

Eredmények: A KCNQ2 gént tartalmazé vektort E.coli-ban sokszoroztam. A DNS

koncentracidja és tisztasdga megfeleld volt.

Kovetkeztetés: Sikerrel juttattam be rekombinans DNS-t tartalmaz6 plazmid vekort baktérium
torzsbe, ahol azt megfelel6 mennyiségben sikertilt 1étrehozni €s izolalni, ezzel megalapozva a

kés6bbi munkat.



1. Bevezetés

A ritka Dbetegségek jelentéségét akkor ismerjik fel igazan, ha kozvetlen
kornyezetiinkben talalkozunk olyan beteggel, akinél valamelyik formajat allapitottak meg.
Lathatjuk milyen nehéz ezzel kapcsolatban tajékozodni, hiszen nehéz olyan ellato helyet talalni,
ahol gyakorlattal birnak az adott ritka betegség kezelésében. Jellemzden kutatasuk és igy
kezelésiik is nehéz, hiszen kevés beteggel gyiijtott tapasztalatot kell 6sszegezni. Ugyan egy
ritka betegségben 100000 ember koziil kevesebb mint 5 érintett, de az egyén szamara az 100%.
Bar kiilon-kiilon ritkdk, de 6sszeségében 27-36 millio ember szenved valamelyik formajatol.

Az Eurdpai Bizottsag Kozegészségiigyi alosztalya kiilon foglalkozik a ritka betegségekkel [1].

A részletes fizikalis vizsgalat, kortorténet, csaladfa kutatds és egyéb laboratdriumi
vizsgalatok elvégzése sok esetben nem elég a diagndzishoz. A ritka betegségek koriilbeliil 80%-
a genetikai eredetii [1]. Ezért, az oroklott betegségek genetikai vizsgalatai fontos szerepet
jatszanak a diagnosztika teriiletén. De vannak esetek, amikor a kimutatott varians esetében
nincs bizonyiték arra, hogy valoban oki tényez6 lehet-e, ekkor kisérletes titon kell megvizsgalni

a mutécio fehérjére gyakorolt hatasat. Ennek eszkoze a molekuléris klonozas.

I1. Irodalmi 6sszefoglalo

1. A KCNQ2 gén és a fesziiltség fliceo kalium csatorna felépitése

A KCNQ2 (K- kalium, CN- csatorna, Q- alcsoport, 2- masodik tagja) a 20-as kromoszéma
hosszu karanak 13.33 lokuszan talalhato. A Kv7.2 fehérjét kodolja, mely egy fesziiltségfiiggd
kalium csatornat alkot. Ez a kalium csatorna a kalium ionok sejtbdl kifelé valo aramlasat
biztositja. A csatorna 4 alfa alegységbdl all, egy alfa alegység, pedig 6 doménbdl (S1-S6). Az
S4 domén felelés a membran potencial valtozasanak érzékeléséért, ezt a benne 1évo toltéssel
rendelkez0 aminosav oldallancok az elektromos erdtér valtozéasara, elmozdul a fesziiltség
szenzor domén. Az S5, S6 alakitja ki a porust, a két domént 6sszek6td porust alkotd hurok

biztositja a magas szelektivitast, igy csak a kalium ionok jutnak at a sejtmembranon (1.4abra),

[2,3].
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1.abra A KCNQ2 csatorna alfa alegysége (Xiao és mtsai, Frontiers in Molecular
Neuroscience; 15; 2022)

Az emberben a hippocampus, a cortex temporale, a cortex cerebellaris és a medulla oblongata
teriiletén expresszalodik. A medulla oblongata KCNQ2 gén expresszidja foleg a magzati élet

soran torténik, sziiletés utan ez folyamatosan csokken [2].

2. KCNQO2 mutacioi okozta betegségek

A génben kimutatott malignus mutaciok nagy része szerepet jatszhatnak egy epilepszia altipus
kialakulasaban, amely jellemzéen mar neonatalis korban megjelenik. A tiinetek alapjan
felfoghato egy spektrum betegségként, a mutaciotol fliggden lehet kevésbé stlyos vagy stlyos
is. Enyhe tiinetek jellemzik példaul az SLFNE-t (self-limited familial neonatal epilepsy), amit
a korabbi nevezéktan benignus familidris epilepszidnak nevezett. Joindulatu, mivel bar
yjsziildttkorban kialakulnak az epilepszias rohamok, gyorsan megsziinnek, nem okoznak sulyos
tiineteket. Ugyanakkor lehet sulyos, enkefalopatiat okozo6 forma is mint a NEO-DEE (neonatal
developmental and epileptic encephalopathy) [4,5,6]. Ebben az esetben tobbféle epilepszias
roham fordul eld egy betegnél és egy nap alatt tobbszor, hidba sziinnek meg a rohamok iddvel
fejlédési rendellenesség, autizmus, viselkedési zavarok is tarsulhatnak hozza. Ezen kiviil
ritkdbban okozhatnak még csecsemd ¢és kisgyermek korban jelentkezd epilepsziat, nem
epilepszias myoclonust és értelmi fogyatékossagot epilepszia nélkiil. Az epilepszids rohamok

kezelése sok szempontbol fontos, a napi tobbszori epilepszias roham karosan befolyasolhatja

3



az értelmi fejlédést és az életmindséget is rontja. Az antikonvulzivumok (ASM) alkalmazasa
tapasztalhaté a rohamok spontan megsziinése Is. A genetikai vizsgalatokkal ma mar lehetséges
elére prognosztizalni a sulyossagot, genetikai variaciotol fiiggden [7]. A stilyosabb esetekben a
megfeleld gyodgyszer vagy gyogyszerek kombindcidjdnak a megtaldlasa kihivast jelenthet.
Ezért is nagyon fontos az, hogy id6ben tudjuk a betegséget diagnosztizalni. Hiszen, ha iddben
felismerik a probléma eredetét, akkor hamarabb kaphatja a beteg a megfelel6 ASM-t. Raadasul
eléfordulhat, hogy nem megfelelé gyogyszerrel éppen a forditottjat érjiik el, és noveljilk a
rohamok szamat, vagy ijabb epilepszias roham tipusok jelennek meg. Ismert mutacidval ezek

elkeriilhet6ek [5,6,7,8].

KCNQ2 mutacié okozta epilepszids szindroméaban hamarabb nyulhat a kezeldorvos példaul
karbamazepinhez mint egyébként csecsemonél tenné. Kalium-csatornan hatd gyogyszer is jo
valasztas lehet, ilyen a retigabin hatéanyag. Az ASM Kkitlind rohamgatld szer volt, ¢és
alkalmazhato lett volna ebben a betegségben [9]. Azonban 2017-ben kivontak a forgalombol,

stlyos mellékhatasai miatt [10].

Eléfordul, hogy a gyogyszeres kezelés, ASM terapia dnmagaban nem biztosit megfeleld

rohamkontrollt, ilyenkor ismert mutacio esetén hamarabb meriilhet fel egyéb kezelési lehetdség

crer

megemlékezni, hogy egy sulyos beteg gyerek kezelhetdsége, jovOje az egész csaladnak jovojét

1s meghatarozza, illetve a késdbbi csaladtervezésnél genetikus tandcsadasa lesz sziikséges.

Osszességében sziikséges a beteget kozvetlen gydgyitd szakemberek, genetikusok,

laboratoriumi diagnosztikai szakemberek szoros egylittmiitkodése.

II1. Célkitiizés

1. A KCNQ2 gén egy korabban a diagnosztikai laboratérium altal egy betegben kimutatott,
addig nem tesztelt mutacidja (Serl13Phe) létrehozasanak eldkészitése a késdbbi funkciondlis

kisérletekhez.

2. Kozelrdl latni és lehetséges modon részt venni kozépiskolas diakként a kutatdmunkaban.



IV. Anyagok és modszerek

A vizsgalatokat a Debreceni Egyetem Klinikai Genetikai Tanszékén végeztem Escherichia coli

sejteken, molekularis klonozas segitségével.

1. Plazmid vektor

Vizsgalatainkhoz sziikség volt a KCNQ2 gén intronmentes formajat tartalmazd plazmid
vektorra (2.abra). A rekombinans DNS egy inzert DNS-b6l és egy vektorbol all. A vektor a
gazda sejtben replikalodni képes, de elkiiloniil a gazdasejt genomjatol (2.abra). Erre azért van
sziikség, hogy szaporithatd és fenntarthato legyen a klonozandé DNS molekula (inzert). Ez a
modszer azért jo, mert elére, gyarilag megtervezett, ellendrzott ,,tiszta” gént lehet sokszorozni,
igy biztositjuk annak egyformasagat. A kivant allélen kiviil még tartalmaz a vektor egyéb
géneket is, amelyek fontosak a cirkularis DNS fenttartasaban és a tisztasaganak megorzésében.

Példaul ampicillin rezisztencia gének is talalhatoak, aminek elengedhetetlen a szerepe a

crer

2. Escherichia coli

Az E.coli sejt egy rovid palcikaalaki Gram-negativ baktérium. Az 1970-es évek ota hasznaljak
a DNS kutatdsokban, napjainkban a molekularis klonozds egyik legfontosabb fa; a
természetben Az E.coli- prokariota, ezért konnyen alkalmazhaté molekularis klonozasra. Az
orokité DNS allomany mellett bejuttathatunk egy kor alaku plazmid DNS-t, mely igy tud a

baktériummal szaporodni. A kisérlet soran a K12 TB1 torzset hasznaltam fel (2. abra).

~\ v

A cél fehérjét \

kddolé DNS Plazmid vektor
szakasz

Plazmid vektor

E. Coli 6rokit6anyag

Cirkuldris DNS E. Coli
(plazmid)

2. dbra A plazmid vektor és a transzformalt E. coli (sajat)



3. A transzformalas lépései

Els6 1épésben a kompetens sejtet jégen kiolvasztottam, majd az 50 ul sejthez 1 pl (50 ng)
plazmid DNS-t pipettaztam.

Ezt az elegyet 30 percig inkubaltam jégen, majd hésokkot alkalmaztam, azaz 30 masodpercig
42 °C -0s vizfirdébe helyeztem a mintat. Ezaltal a sejthartya atjarhatova valt és bejutott a
plazmid vektor. Ezutan azonnal jégre helyeztem a mintékat 2 percre, a sejthartya ekkor mar

nem volt permedbilis, ismét zart lett (3.4abra).

O )2 (00Y
30 mp 2perc

3. abra A transzformalas folyamata (sajdt)

Ezt kdvetéen elémelegitett 37 °C-0s S.0.C. médiumot (Invitrogen) adtam a baktérium-DNS

elegyhez, amit 37°C-on 1 6raig razattam.

¢  SOC medium 6sszetétele (10 ml): 2% tripton, 0,5% gomba kivonat, 10 mM NaCl, 2,5
mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSOs4, 20 mM gliikéz.

A folyamatot One Shot™ TOP10 Chemically Competent E. coli protokollja alapjan végeztiik .

4. A DNS amplifikacio

Az inkubalas soran felszaporodott baktérium elegyet antibiotikum tartalmi agarokra
szélesztettem ¢€s egy éjszakan at 37 °C-on inkubaltam. Mivel az alkalmazott vektor ampicillin
rezisztencia gént hordozott, az ezzel nem rendelkezd baktériumok elpusztultak az ampicillin
tartalmt agaron, ezaltal a plazmidot nem tartalmazé torzsek szelektalodnak. Mésnap a tuléld
baktériumtelepekbdl egy-egy kiilonalld, szabalyos, kerek telepet oltottam 5 mL ampicillin

tartalmu folyékony LB tapoldatba, amit 37°C-on inkubaltam 16 6ran at razatas mellett (4. abra).
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4. abra A rekombinans vektort tartalmazo baktérium-DNS elegy felszaporitasa (sajat)

5. A plazmid kinyerése

A tenyészetet az inkubécios idO letelte utan 2000 rpm-en 10 percig szobahdmérsékleten
centrifugaltam, majd a baktérium pelletbél plazmid DNS-t izolaltam QIAprep Spin Miniprep
Kit (Qiagen) felhasznalasaval (5.abra).
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5. abra Plazmid vektor kinyerése (sajat)

A baktérium pelletet 250 pl P1 pufferben szuszpendaltamés egy mikrocentrifuga csébe
atpipettaztam. Ezutdn 250 pl P2 puffert adtam a mintdhoz, a csé 4-6 alkalommal torténd
forgatasaval homogenizaltam a mintat, ami viszkdzussa, enyhén atlatszova valt. Ez a reagens a
lizis reakcidért felelds, ha tul sokdig hagyjuk allni vagy nem megfeleléen kezeljiik az elegyet
akkor karosodhat a plazmid. Ezt kovetéen 350 ul N3 puffert adtam a mintahoz ¢és azonnal 4-6
alkalommal megforgattam a csovet elkeriilve a precipitacio kialakulasat. Az opalossa valt
oldatot 13,000 rpm-en 10 percig centrifugaltam, igy egy kompakt pelletet kaptam. A
feliilaszobol 800 ul-t a QIAprep 2.0 Spin oszlopra pipettaztam. Az oszlopot centrifugaltam
(13000 rpm, 1 perc), majd a centrifugalas soran az oszlopon atfolyt folyadékot kiontdttem.500
ul PB puffert pipettaztam az oszlopra és jbdl centrifugaltam 13000 rpm mellett 1 percig, majd
a felesleges folyadékot ledntjiik.



750 ul PE pufferrel mostam az oszlopot, majd centrifugaltam (13000 rpm, 1 perc), a gytijtécsd
tartalmat kiontottem és ismételten centrifugdltam 1 percig a rezidudlis etanol eltavolitasa
céljabol. Az oszlopot athelyeztem egy 1,5 ml-es steril Eppendorf csébe, majd 50 ul EB puffert
pipettaztam az oszlopra. Az 1 perces inkubacios id6 letelte utan Gjra 1 percig centrifugaltam a

mintat, majd az oszlopot eldobva, az eppendorf csében tarolhatdé az elualt plazmid DNS

(6.abra).
Elute {—b ?

ﬁ Bind -‘—> % Wash -‘—P
Pure plasmid DNA

6. abra QlAprep 2.0 Spin Column és a plazmid DNS tisztitasi folyamata

6. A DNS mennyiségének és minoségenek ellendrzese

A kinyert plazmid DNS mennyiségét és tisztasagat NanoDrop 2000 (Thermo Scientific)
spektrofotométerrel ellendriztiik [13]. A NanoDrop késziilék is mint a tobbi spektrofotométer
is a vizsgalt anyagok fény abszorpcidjan alapuld késziilék. Desztillaltvizes, majd elualo
pufferes kalibralas utan lemértem a harom minta koncentracigjat és tisztasagat. A koncentraciot
260 nm-en mért abszorbancia alapjan hatarozza meg a késziilék, mig a tisztasagat a 260 nm és

a 280 nm-es adat hanyadosa adja meg [12, 13,14] (7.abra).

| —
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d) \//; source fiber optic cable
— upper pedestal
— lower pedestal
_~ receiving optic fiber

7.abra A NanoDrop késziilék felépitése (source fiber optic cable- fényforras optikai kabel,
upper/ lower pedestal- felsé/ also talpazat, receving optic fiber- detector optici kabel) [17]



Az izolalas sikerességét agardz gélelektroforézissel is ellenériztem. A negativ toltésit DNS a
pozitiv elektroda felé fog vandorolni adott id6 alatt. A gélelektorforézishez1%-0s agardz gélt
készitettem 0,35 g agardz ¢és 35 mL 1x TBE puffer felhasznaldsaval. Az agar6z feloldodasat
kovetden 30 pl 10x higitast GelRed festéket (Biotium) adtam az agaroz-puffer elegyhez, ami
a DNS-t teszi lathatova UV megyvilagitas mellett. A minta felviteli helyeit a gélontéskor ,,fésti”
hasznalataval alakitottam ki, melyet a gél szildrdulasat kdvetden eltavolitottam a gélbdl, az igy
létrejott mintafelviteli helyekbe un. zsebekbe pipettdztam 10 pl mintat. A mintdk mellett
egyidejlileg molekulatomegmarkert is hasznaltam, segitségével beazonosithatd az ellendrizni
kivant minta mérete (bazispar). (8.abra). A felvitel el6tt mind a mintdkhoz, mind a
molekulatomegmarkerhez 5x GelPilot Loading Dye festéket (Qiagen) adtam, ami a
mintafelvitelt segiti, stirliségébdl adéddan lehuizva a zseb aljara, illetve a mintak futasat teszi

lathatova.

Sample wells

© Electrode

Buffer

fragments @® Electrode

.
DNA or RNA
movement

Smaller
fragments

A
BufferJ h

8. abra gélelektroforézis felépitése (sample wells-zsebek, buffer- puffer, larger fragments-
nagyobb darabok, smaller fragments- kisebb darabok, DNA or RNA movments- DNS vagy
RNS haladasi iranya) [15]



V. Eredmények

A KCNQ2 gént tartalmazé vektor rendelkezésemre allt. A plazmid vektor a KCNQ2 gén vad

tipusat tartalmazta.

Munkam soran sikeresen transzformaltam a KCNQ2 gént tartalmazo vektort E. coli-ba és
szaporitottam fel megfeleld6 mennyiségben. A 9. abra elsd képén lathatdak az ampicillin
tartalmu agarokon felszaporodott azon baktérium telepek, melyek a transzformalasi lépés soran
felvették az ampicillin rezisztencia génnel rendelkezé vektort. A 3. képen a

centrifugacsovekben lathaté opaleszkald tapoldat mutatja a baktérium felszaporodasanak

sikerességet.

1.kép: az ampicillin 2. kép: a leoltott 3. kép: A leoltott

rezisztencia géennel baktériumtelep szaporitisa baktériumtelep a felszaporitas
rendelkezo baktérium LB tdpoldatban eldtt (tiszta tapoldat) és utan
telepek szilard taptalajon (opdlos)tapoldat

9. abra Az amplifikacio folyamata (sajat)

A felszaporitott baktériumtelepbdl izolalt plazmid DNS mennyiségét és tisztasagat NanoDrop
2000 (Thermo Scientific) spektrofotométerrel ellendriztiik, ami alapjan mindharom minta

koncentracioja megfelelé volt. A tisztasagat is ellendriztiik, lemérve 280 nm-en a fehérje

crcr

DNS normal tisztasagi aranya 1,8-2) [12].
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1. tablazat NanoDrop spektrofotométeren mért DNS koncentracio €s a tisztasagi arany.

Tisztasag
Minta sorszama Koncentracio
(260nm/280nm)
1. minta 0,099 pg/ul 1,86
2. minta 0,138 pg/ul 1,90
3. minta 0,128 pg/ul 1,89

Ezt kovetden agardz gélelektroforézissel is ellendriztiik az izolalas sikerességét (10. abra).

Mindharom minta esetén dupla savot latunk a gélen. Az egyik sav az dsszetekeredett plazmid

konformacio, masodik sav plazmid DNS cirkularis alakjabol adodik. (10. abra)

1kb
MW 1. 2. 3.

10000 bp
6000 bp

3000 bp

1000 bp

1 %-os

10. dbra 1% -os agaréz gélen végzett gélektroforézis képe. Abramagyardzat: 1 kb MW:
GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific), 1., 2. és 3. megegyezik a minta

sorszamaval.
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V1. Diszkusszio

A molekularis genetikai modszerek napjainkban egyre nagyobb teret hoditanak és lassan a
mindennapi, ,,rutin” kezelés is elképzelhetetlen nélkiiliikk. Bar elsajatitasuk idoigényes, nagy
tapasztalatot igényel, de kozépiskolasként kdzelebb keriilhetiink megismeréshez, ha legalabb

egy részét sajat magunk is megtanuljuk.

A munkam soran betekintést nyerhettem egy ritka betegség genetikai vizsgalatanak egy

részébe. Ezaltal ismerkedhettem magéval a betegséggel az irodalmi attekintés soran.

Feladatom volt a KCNQ2 gén egy korabban a diagnosztikai laboratorium altal egy betegben
kimutatott, addig nem tesztelt mutacidja (Ser113Phe) létrehozasanak eldkészitése a késObbi
funkcionalis kisérletekhez. Sikerrel juttattam be rekombinans DNS-t tartalmazé plazmid vekort
baktérium torzsbe, ahol azt megfeleld mennyiségben sikeriilt 1étrehozni és izolalni, ezzel
megalapozva a kés6bbi munkat. Ebben az izolalt DNS-ben hoztdk késdbb létre a Serl13Phe
mutaciot.

Ezzel a mddszerrel lehetett biztositani, hogy egységes legyen a DNS minta és kizarolag a
tervezett Serl13Phe alakuljon ki a KCNQ2 génben. Ez mar a kés6bbi vizsgalatok alapjaul
szolgalhatott. Ezt felhasznalva fehérjét lehet 1étrehozni, melynek szerkezete vizsgalhato, igy
megerthetd ezen mutacio milyen valtozast hoz 1étra a csatorndba. Megérthetd ezaltal miikodeése,
hiszen kideriil milyen funkci6 esik ki a Ser113Phe mutaci6 esetén. Lehet tanulmanyozni azt is
a késdbbiekben igy 1étrejové modellen milyen anyagok javitjak vagy ellenstlyozzak a mutacid

altal létrehozott mikodési zavart.

Ritka betegségek esetén az ilyen modelleken keresztiil van lehet8ség vizsgalni és megérteni a

betegséget, hiszen szerencsére csak kevés embernél alakul ki a betegség.

A mutacié ismerete mar elérevetitheti a korkép sulyossagat [7], meghatarozhatja a betegek

kezelését.
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Fiiggelék

Sajat munka

- laboratériumban az eredményekben is bemutatott 1épéseket végeztem el ellendrzés
mellett

- sajat abrak elkészitése

- eldadas elkészitése

- pélyamunka elkészitése
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