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Bevezetés

A sziv ritmikus Osszehuzddasait a szivizomban idordl-idére végighaladd akcidos potencialok
sorozata valtja ki és szabalyozza. Az akcids potencial transzmembran ionaramok ereddjeként alakul ki.
Az ionaramokat ioncsatornak vezetik. Koros esetekben az ioncsatornak milkodése zavart szenved,
amely nyoman a normalistol eltérd akcids potencial zajlik le, amely végeredményben abnormalis
szivritmushoz és esetenként hirtelen szivhalalhoz vezethet.

Az ioncsatorndk Osszetett fehérjék, amelyek un. a- és B-alegységekbdl allnak. Az a-alegységek
specidlis szerkezete teszi lehetévé ionok mozgéasat a sejtmembranon keresztiil, mig a fB-alegységek
szabdlyozd szerepet toltenek be. Szamos példa bizonyitja, hogy az ioncsatorna komplex tartalmazhat
hasonl6 szerkezetli, &m eltérd funkciot ellatd alegységeket is, az ioncsatorna komplex funkcioja pedig
elsdsorban annak alegység-osszetételétol fiigg.

Az emberi genom-szekvencidk vizsgalatakor megdobbentden nagyszamu ioncsatorna alegységet
kodolé gént talaltak. Ezek koziil is a K -csatorna gének csaladja a legnépesebb: tobb mint 100 ilyen
gént ismeriink. A fent emlitett nagyszamu ioncsatorna gén kifejez6désérdl a human szivizomban kevés
adat all rendelkezésre. Elmondhatjuk tovabba, hogy a legtobb ioncsatorna pontos alegység-osszetétele
nem ismert, arrdl csak kozvetett bizonyitékaink vannak. Kisérleteinkben arra kerestiik a valaszt, hogy
vajon mely ioncsatorna gének és milyen mértékben fejezddnek ki a human szivizomban? Hogyan

allapithatdo meg egy-egy ioncsatorna alegység specifikus funkcioja?
Célkitizéseink

Kérdéseink megvalaszolasahoz elvégzendd legfontosabb feladatunk az volt, hogy atfogd képet
alkossunk a human szivizomban kifejez6d6 ioncsatorna génekrdl és azok expresszids szintjérol.

Célul tiiztiik ki tovabba egy olyan kisérleti rendszer kidolgozasat, amelyben a virdlis génbeviteli
technikdt az RNS interferencia modszerével kombinalva az ioncsatorna alegységek specifikus
funkciojara derithetiink fényt.

Tovabbi céljaink kozott szerepelt, hogy a funkcionélis vizsgdlatokra alkalmas molekularis genetikai

eszkoztarat tovabb bovitsiik egy herpes viruson alapuld génbeviteli eljaras kidolgozasaval.

Modszereink dsszefoglalasa

A génexpresszids méréseket kvantitativ RT-PCR technikaval végeztiik el, amely modszer nagyszamu
gén egyidejli vizsgalatara alkalmas. A szivizom-szévetmintak egészséges donor szivekbdl, a bal kamra
illetve a bal pitvar régidkbol szdrmaztak. A kvantitativ RT-PCR kisérletek sordn a jol bevalt

modszereket, iranyelveket alkalmaztuk.



RNS interferencia indukaldsara szivizomsejtekben lentivirus vektorokat hasznaltunk. A virus-
termeléshez szilikséges protokoll €s az un. pakold plazmidok Didier Trono laboratériumabol
szarmaznak (http:/tronolab.epfl.ch/, Ecole Polytechnique Federale de Lausanne, Lausanne,
Switzerland). A MiRP2-specifikus shRNSmir szekvenciat Ravi Sachidanandam laboratériuméaban
kidolgozott algoritmussal terveztiik (http://katahdin.cshl.org/, Cold Spring Harbor Laboratory, NY,
USA) ¢és standard génsebészeti eljarasokkal klonoztuk a vektor plazmidban. Az RNS interferencia
hatéasat patch clamp modszerrel vizsgaltuk kutya pitvarbol izolalt szivizomsejtekben.

A Pseudorabies virus delécios valtozatait kettds homolog rekombinacioval hoztuk létre. A
sziikséges plazmid konstrukciokat a jol bevalt génsebészeti eljarasokkal allitottuk eld. A rekombinans

virusokat permissziv sertés vese sejtvonalon plakk-tisztitds modszerrel izolaltuk €s szaporitottuk.

Eredményeink

A humén sziv bal kamra és bal pitvar régidibol szdrmasz6 szovetmintdkban 31 gén expresszios
szintjét vizsgaltuk kvantitativ RT-PCR mddszerével. A kisérletek megtervezésekor kiilonds hangsulyt
fektettiink a legnagyobb funkcionalis diverzitast mutaté K -ioncsatornakra. Irodalmi adatok alapjan a
korabban mar sokak 4&ltal tanulméanyozott, jol ismert ioncsatorna gének mellett a tanulmanyba
bevontunk tovabbi géneket is, amennyiben a kovetkezd kritériumok valamelyike teljesiilt: 1) a gén
kifejez0dését, illetve funkcidjat modell allatok szivizomzatdban mar leirtdk 4m human szivben még
nem, i1) kimutathatd interakcid a gén altal kodolt ioncsatorna alegység és egy a szivben ismert funkcidt
ellatd ioncsatorna alegység kozott heterolog expresszids rendszerben.

Legfontosabb eredményeink a kovetkezok:

1y, csatorna alegységek:

Harom olyan gén mRNS-ét mutattuk ki nagy mennyiségben az emberi szivizomban, melyek
funkcidja a human szivben ismeretlen (Kv1.7, Kv3.3 és Kv3.4). A harom gén mindegyike
fesziiltségszabalyozott K -ioncsatorna alegységet kodol, heteroldg expresszios rendszerben kifejezve a
human I,-hoz hasonl6 kinetikai paraméterekkel biré aramot vezet. Feltételezziik, hogy a Kv1.7, Kv3.3
és Kv3.4 K -csatorna alegységek szerepet jatszanak a human I, kialakitdsdban. Amennyiben fenti

crer

kapcsolatos nézeteink kibdvitéséhez.

Ik~ csatorna alegységek:

Az Iy, csatorndkra jellemzé K aram a pitvarokban figyelhetd meg, huméan kamrai szivizomsejteken
azonban nem mérhetd. Adataink tanisaga szerint az Ik, csatorna alegységeket kodold6 mRNS-ek a

human sziv bal kamrajanak izomzataban is kifejezdnek. Lehetséges, hogy bar az Ik, aram kamrai



szivizomsejteken nem mérhetd, az Ik, csatorna alegységek — mas tipusu ioncsatorna alegységekkel
kombinalva — szerepet jatszhatnak a kamrai repolarizacidban. Ez utdbbi feltételezésiink alapjan
megmagyarazhatnank, miért nem sikeriilt ez idaig olyan pitvar-specifikus Ik, blokkol6 szert talalni,
mely alkalmas lenne a pitvar ritmuszavarainak farmakologiai kezelésére, kamrai ritmuszavarok

kockazatanak névekedése nélkiil.

+ I4 ’ .
K -csatorndk csendes a-alegységei

A csendes a-alegységek homomer forméban dramot nem vezetnek, azonban heterolog expresszios
rendszerben mas fesziiltségszabalyozott ioncsatorna alegységekkel kifejezve heteromer komplexeket
alkotnak €s moddositjdk az ioncsatorna funkcigjat. A csendes a-alegységek in vivo szerepérdl keveset
tudunk. Ezért lehet kiillonosen érdekes a Kv5.1 és Kv9.3 csendes a-alegységek nagy mértékii
expresszidja, amely a Kv5.1 esetében a bal pitvarban, a Kv9.3 esetében pedig mindkét altalunk vizsgalt
régioban 6sszemérhetd mas jol ismert funkcidt ellato alegységek expresszios szintjével. A Kv5.1 és
Kv9.3 alegységek in vivo szerepének tisztazasa nagymértékben hozzajarulhat az ioncsatorna
alegységek kozotti lehetséges interakciok természetére, a lehetséges kombinacidk mennyiségére és az

ioncsatorndk szabalyozéasanak lehetséges modjaira vonatkozo nézeteink kibdvitéséhez.
A MiRP? kifejezddése és funkcioja a szivizomban

A MiRP2 szabalyozo PB-alegység mRNS-ét nagy mennyiségben mutattuk ki humén szivizomban.
funkcionalis vizsgélatokat végeztiink el. Olyan RNS interferenciat indukald lentivirus vektort hoztunk
1étre, amely mesterséges mikroRNS-t, egy in. shRNSmir konstrukcidt kifejezve lecsendesiti a MiRP2
gén kifejezodését. A MiRP2-RNSi virussal valamint kontrol virussal pitvarbdl izolalt szivizomsejteket
fertdztiink, és patch clamp modszerrel tanulmanyoztuk a MiRP2 lecsendesités hatdsat az Iy,
makroszkopikus paramétereire. Megéllapitottuk, hogy a MiRP2 lecsendesitése nincs hatassal az Iy,
denzitdsara, aktivacids kinetikdjara, valamint az aram steady-state paramétereire. A MiRP2-RNSi
virussal fert6zott szivizomsejtekben azonban az I, inaktivacidja lassabb a kontrol virussal fert6zott
sejtekben mérhetd Iy, inaktivacidjahoz képest. Az eredmények fényében megallapithato, hogy a MiRP2

szabalyoz6 alegység szerepet jatszik az Iy, szabdlyozéasaban pitvari szivizomsejtekben.

Herpes virus-alapu génbevitel szivizomsejtekben

A posztmitotikus sejtek — mint amilyenek a szivizomsejtek is — esetében a hagyomanyos, nem viralis
géntranszfer technikdk nem hasznalhatok hatékonyan. Az ismert virdlis génbeviteli technikak
ugyanakkor, szem elOtt tartva a kisérletes munka sokrétii kivanalmait és kiillondsen az in vivo

génterapia specialis kovetelményeit, nem mindenben felelnek meg a velik szemben tamasztott



crcr

tobbszorosen modositott herpes virust, amely génbevitelre alkalmazhaté szivizomsejtekben. Delécidkat
generdltunk a virus RR1, RR2 és EPO génjeiben. A ARRI, RR2 és AEPO mutacidk hatdsa az
irodalombdl ismert, azokrdl kimutattak, hogy csokkentik a virus virulencidjat, citotoxicitasat. A ARR1,
két kdpidban van jelen, és amely hosszu tavon is biztositja a transzgén kifejez6dését - a fluoreszcens
Ca*"-indikétor fehérjéket kodoldé Cameleon illetve Troponeon riporter géneket épitettik be. Az igy
eldallitott herpes viruson alapuld géntranszfer vektorral sikeresen fertdztiink kamrabdl izolalt
szivizomsejteket. A sikeres transzdukcidt fluoreszcens mikroszkopiaval kovettiik nyomon. A bevitt

transzgének mitkodoképességérol un. FRET analizissel gy6zodtiink meg.

Osszefoglalas

Nagyszamu, elsésorban K'-ioncsatorna alegységeket kddold gén expresszios szintjét mértikk huméan
szivizomban. A jol ismert ioncsatorna alegységeket kodold gének mellett tovabbi olyan gének
expressziojat 1s detektaltuk, amelyek kifejez0désérdl korabban csak feltételezéseink voltak.
Eredményeink alapul szolgalhatnak tovabbi funkciondlis vizsgdlatokhoz, igy hozzdjarulva a
szivizomsejtek mitkodésének alaposabb megértéséhez.

A vilagon az elsok kozott adtunk hirt a MiRP2 szabalyozo B-alegység kifejez0désérdl human
szivizomban. Megmutattuk, hogy a MiRP2, mas lehetséges funkciok mellett az I, csatornak
szabalyozasaban jatszik szerepet.

Sikeresen bdvitettiik a szivizomsejtek funkciondlis vizsgalatara alkalmas metodikai palettat egy

tobbszorosen modositott herpes viruson alapuld géntranszfer vektor kifejlesztésével.
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