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A relaxin hatasa a progressziv vesefibrézisra alb/relaxin transzgenikus
egerekben



Tudomanyos hattér:

A kronikus  vesebetegségek  évek  évtizedek leforgdsa alatt  végstadiumd
veseelégtelenséghez (End Stage Renal Disease: ESRD) vezetnek. Fuggetlentl a
vesebetegséget elinditdé  korfolyamattol, az ESRD kialakuldsdnak hatterében
pathologiailag a progressziv vesefibrozis folyamata all. Fiziologias kortlmények kdzott a
rendlis extracellularis méatrix (ECM) dinamikus egyensulyban van, melyet két folyamat
tart fenn. Az egyik az ECM komponensek szintézise a masik azok lebontasa a matrix
metalloprotedzok (MMP) és a plazminogén aktivator-plazmin rendszer altal. A matrix
lebontasat végzé MMP-k (kollagendzok, zselatinazok) aktivitasat egyreszt szOveti
mennyiséguk, masrészt az MMP-k akivitdsat gatldé TIMP-ek (tissue inhibitors of
metalloproteinases) jelenléte hatdrozza meg. Vesefibrozis kialakulasa soran a matrix
dinamikus egyensulya megbomlik: a matrix fehérjék expresszidja fokozodik és csokken
az MMP-k aktivitasa

A relaxin:

A relaxin az inzulin hormoncsaladba tartozd, 6 kDa meretii, A és B lancbol allé diszulfid
hidakkal dsszekapcsolt peptid. Lényeges, hogy nemcsak a relaxin molekulanak, hanem a
prorelaxinnak is van biologiai aktivitdsa. Fiziologidsan a terhesség harmadik
trimeszterében valasztodik el a legnagyobb mennyiségben a corpus luteum altal. A
hormon jelen van mindkét nem agyaban és sziveben is, ahol szerepe még nem teljesen
tisztdzott. A relaxin legfontosabb hatdsa a sziilécsatorna simaizomzatanak es kétészoveti
allomanyanak felkészitése a szllésre. Hatdsara az extracellularis matrix lebontésa
kovetkezik be, csokkenti a matrix fehérjék szintézisét, fokozza a maétrix degradaciot
okozd matrix metalloproteindz (MMP) enzimrendszer termelését es aktivitasat. Hasonld
matrixmobilizalé hatasat dermélis fibroblasztokban is igazoltak. A relaxin az érfal
simaizomzataban fokozza az NO termelést, valamint szelektiv renalis vazodilataciot okoz
tovabba patkany sziv ischémias karosodasaval szemben védé hatast. Fibroblastokon
bizonyitott a relaxin receptor jelenléte mindkét nemben. Terhességben kimutattak a
relaxin immunmodulans hatésat is. A relaxin a vese hiperfiltracidjat okozza, melyet két
tény is aladtamaszt: 1) a megtermékenyités utan a relaxin plazma szint parhuzamosan
emelkedik a glomerularis filtracios rata fokozodasaval (GFR) az elso trimeszter soran, 2)
a menstruacios ciklus lutedlis fazisaban szintén parhuzamosan emelkedik a plazma
relaxin szint és a GFR.  Vesefibrozis modellben bizonyitottdk exogén relaxin
antifibrotikus hatasat is. Relaxin transzgenikus allatmodel hidnyaban olyan eredmények
edddig nem voltak amelyek az endogén relaxin megvéltoztatott szntjének hatéasat
vizsgaltadk volna. A relaxin hosszantartd, kronikus adagolésa kisérletes allatmodellekben
szinte megoldhatatlan problémat jelent, mivel rovid a fehérje féléletideje, a krdnikus
kanul vagy a rendszeres injektalds, de még az ozmotikus minipumpa mutéti cseréje is
megviseli az allatokat.

Kutatasunk célja:

Hipotézisiink szerint a relaxin csokkenti renalis fibrozis kialakuldsat ezért vizsgalni
kivantuk a relaxinnak a vesemukddesre illetve a vesefibrozisra kifejtett hatasat. Ezért a
relaxin in vivo hatasanak vizsgélatara relaxin transzgenikus egereket hozunk létre,



melyekben az egér albumin promoter és enhancer irdnyitasa alatt expresszalodik a
transzgén.

Eredményeink

Az alb/relaxin transzgen egér létrehozasa:

A transzgén hepatikus expresszidjdhoz az egér albumin enhancert és promotert (2.3kb)
hasznaltuk. Poliadenilacios szignalként a human novekedési hormon (hGH)
poliadenilécios régiojat klonoztuk a konstruktba. Az egér genomikus DNS-b6l PCR
reakcioval amplifikdltuk a relaxin gén start és stop kodon kozotti 4.2 kb méreti
szekvenciajat, mely tartalmazta a gén egyetlen intronjat is. Az intron jelenléte a
transzgénben nagymertékben fokozza a transzgén expresszidjanak biztonsagat. A PCR
primereket ugy terveztik meg, hogy a reakcié soran egyben létrejojjon az amplikon 5’
végén a BamH1, a 3” végén az Xhol restrikcios enzimre jellemz6 palindromikus
szekvencia. Igy a sikeres PCR reakci6 utan a fenti enzimekkel torténd kettés emésztés
biztositotta az albumin promoter 3’ vége és a hGH 5’ vége kdzé iranyuld direkciondlis
klonozéshoz szikseges restrikcios szekvenciak jelenlétet. A PCR reakciohoz Vent DNS
polimerdzt hasznaltunk, melynek ,,proofreading” tulajdonsdga biztositja a hibamentes
amplifikaciot. A transzgén teljes szekvenaldsaval ellenériztik a klonozés, illetve az
amplifikacio pontossagat. A transzgén vegso tisztitasat elektroellcioval végeztik, mely a
legnagyobb tisztasagot és a legminimalisabb fragmentalddast okozza.
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CCTAGG
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stop
Primer2: 5° GCTAAACTCTATTGCTGACTCGAGCGG 3’
GAGCTC
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A transzgen



Az alb/EGFP/relaxin transzgenikus egerek Iétrehozésa:

A transzgenikus technika soran a transzgénben szereplé szabalyozd régiok
szabjdk meg a kodold szekvencia expresszidjat: igy befolyasoljak a transzgenikus fehérje
térbeli-idébeli megjelenését. A hagyomanyos transzgenikus technikanak kdszénhetéen
sokfele endogén fehérje expresszidjanak sajatossagait ,,lemasolhatjuk®, ugyanakkor nem
lehetseges minden elképzelhetd expresszios mintazat kialakitasa. A Kisérletes
koéralmények sok esetben —igy esetiinkben is- tovabbi igényeket tamasztanak. Pl. Jelen
esetben az albumin promoter segitségevel a transzgén expressziojat sikerllt a majsejtekre
korlatozni, de az expresszio idobeliségét szinte lehetetlen volt ezaltal befolyasolni.
Ugyanakkor az indukalt vesebetegseég modelljeinkben elsédleges lenne a relaxin hatasat
agy vizsgalni, hogy csak a betegség iniciécidja, kialakuldsa utan induljon meg a relaxin
expresszioja.

A maésik probléma a hagyoméanyos transzgenikus modelleknél a kontroll allatok
megvalasztdsédban rejlik. Mivel a transzgén integralodésaval esetleg a szomszédos
genomikus DNS expresszalédasaban is valtozast okoz, a transzgén ,javara“ irhatd
valtozasok kozott igy nemcsak olyan eltérések mutatkozhatnak, amik az expresszalt
transzgenikus fehérje kovetkezményei. Ez megneheziti az eredmények értelmezését, és
ezért klasszikus felfogas szerint ahhoz, hogy egy fenotipusbeli eltérést a transzgenikus
fehérje kdvetkezményének tulajdonithassunk, sziikséges, hogy tdbb transzgenikus
vonalat is generaljunk, (melyek eltéré integracios hellyel rendelkeznek,) és bennik
azonos fenotipust detektaljunk.

Ezek gondok részben csokkentheték egy bonyolultabb, indukalhat6 transzgenikus
rendszer esetében. Ennek a modszernek szamos tipusa ismert, de a gyakorlatban a a
Cre/lox rendszer alkalmazasa valt a legelterjedtebb technikdva, szdmos el6nyének
kdszonhetéen. A Cre rekombinaz egyik legfontosabb miikddése az, hogy mint “hely-
specifikus rekombinaz” sajat felismerési szekvenciajat (loxP) felismeri, és két viszonylag
kozel esé (par kilobazis tavolsagra léve) felismerési szekvencia kdzotti DNS szakasz
eltavolitasat katalizalja, mig egy felismerési szekvenciat hatrahagyva a genomban a DNS
szélakat egyesiti. igy érthetd, hogy indukalhatd rendszerek alakithatok mi, melyekben pl.
a relaxin transzgén expresszidjat azzal “késleltetjik”, hogy kddold szekvenciaja elé egy
loxP szekvencidkkal korilvett eltér6 transzgenikus szekvenciat iktatunk be, melynek
STOP kodonja lehetetlenné teszi, hogy a téle “downstream” (3’) elhelyezkedé relaxin
szekvencia expresszalodjon, mindaddig, mig a Cre rekombinaz ezt a beiktatott DNS
szekvenciat el nem tavolitja. A kozbeiktatott szekvencia jol hasznalhaté pl. egy
“reporter” fehérje expresszaltatasara, hogy a transzgenikus egyedek felismerése
konnyebb legyen. igy esetiinkben a zold fluoreszkalé fehérje (GFP, EGFP) kerilt
felhasznélasra. A Cre rekombinaz expressziojanak szabalyozasa szerencsére, a rendszer
elterjedtségebsl adododan, nem jelentett tovabbi koltségeket, hiszen szdmos Cre
transzgenikus egertorzs beszerezhetd, melyekben a Cre rekombinaz expresszidja jol
karakterizalt. Mi a Kkisérleti rendszerikben alapvetéen 2 Cre transzgenikus egeértorzs
felhasznalasat terveztik: 1) Ella/cre transzgenikus egerekben a Cre rekombindz mar a
megtermékenyitett petesejtben is aktiv, igy ez teljesen eltavolitja a loxP szekvencidk kézé
iktatott DNS szekvenciat az utdédban, 2) Mx1/Cre transzgenikus egerekben a Cre
mindaddig nem expresszalodik, mig egy interferon-alpha injekciét nem adunk az
allatnak, es azt kovetéen foleg a majra korlatozodik. Az elsé Cre transzgenikus egérrel
keresztezve az indukalhatd relaxin transzgenikus egértdrzset egy Uj transzgenikus



egértorzset is nyertink, mely abban tér el a alb/relaxin transzgenikus egerektdl, hogy
egyetlen loxP (33 bp) szekvenciaval hosszabb a transzgenikus allél, viszont rendelkezik
egy kontroll torzzsel (az eredeti AIb/EGFP/relaxin transzgenikus egértorzs), melyhez
képest az EGFP kodold szekvenciajaval rovidebb transzgenikus allél van jelen a
genomjaban, azonos lokuszon: az eltérés a relaxin (vagy EGFP) expresszidja kdzottuk. A
Mx1 Cre esetében csak a szomatikus sejtekben torténik rekombinacio, igy az nem jar
atorokitheté rekombinécidval. Viszont az eredeti egertdrzs vehikulummal kezelt egyedei
ebben az esetben is tokeletes kontroll allatok.

Egy olyan 0j transzgenikus egétdrzset hoztunk létre, amiben a Cre/lox rendszer
segitsegével tudunk egy uj funkciot, egy fehérje termelését elinditani. Ebben az
egértorzsben a promoter régiot kovetéen hellyel az EGFP kodolo szakasz kovetkezik,
melyet két loxP hely vesz koril, majd a relaxint kodolo szakasz kovetkezik. A
transzgénrol keszilt RNS transzkriptum tartalmazza a masik gén kodold szakaszét is,
mivel polyadenilacids szignal csak a masodik fehérje kodolo szakasza utan van jelen, de
fehérje nem keészil rola.

A loxolt alb/EGFP/Relaxin transzgén miikddése.

A transzgén in vitro tesztelése:

A transzgén konstrukcio biologiai ellendrzését tranziens transzfekcioval végezzik.
Mivel célunk a hepatikus expresszio ezért méjsejtvonalat vélsztottunk: Hep G2
(hepatoblastoma) sejtvonalat. A sejtek tranziens transzfekciojat kdvetéen fluoreszcens
mikroszkdppal detektaltuk a zoéld fluoreszcens proteint a sejtek citoplazmajaban.



Az abran a pcDNA-EGFP plazmiddal stabilan transzfektalt sejtek fluoreszcens mikroszkopos képe lathatd
630-szoros, ill. 400-szoros nagyitas mellett.

Tranziens transzfekcio pcDNA-Cre-vel, DNS izolalds a Cre hatéds detekcioja
PCR-ral. A pcDNA-EGFP vektorral stabilan transzfektalt sejteket szelekcids agenst
(geneticint) nem tartalmaz6 médiummal osztottuk le, majd 50-70% konfluencianal a
sejteket pcDNA-Cre expresszids plazmiddal tranziensen transzfektaltuk. 48 éraval a
transzfekciot kovetéen a sejtekbél genomidlis DNS-t izolaltunk. A DNS izolalashoz a
sejteket proteindz K tartalmu lizis pufferban inkubaltuk, majd fenol-kloroform
extrakcioval a DNS-t kivontuk. A precipitciot és mosast kovetéen Tris-EDTA
pufferban oldottuk fel az izolalt DNS-t és PCR-t (polimeraz lanc reakciot) hasznaltunk a
genotipizélashoz. A PCR-hoz olyan primerpart terveztink, amelynek ,,forward” primere
a CMV promoterre, a ,reverse” primere az EGFP-t6l 3’ irdnyban elhelyezkedd
polyadeniléacids szignalra specifikus. A PCR reakcié mindegyik klon esetében ugyanazt
eredményezte: a ()cDNA-EGFP-vel) stabilan transzfektalt sejtek DNS-e egy kb. 2.2 kb
(kilobazis) méretti amplikont eredményezett, mig a Cre rekombinézt kédolé plazmiddal
tortént transzfekciot kdvetéen mindegyik klon utddaibdl izolalt DNS 600 bp (bazispar)
hosszusagu terméket eredmeényezett. Ez azt jelenti, hogy a Cre rekombindz minden klon
esetében létrehozta a rekombinaciot: 2.2 kb-0.6 kb=1.6 kb méretii DNS szakaszt tavolitott
el, ami pontosan az EGFP-t kddold, ket loxP hellyel korulvett DNS hossza.
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A stabilan transzfektalt sejteket tranziensen transzfektaltuk pcDNA-Cre plazmiddal, majd genomialis DNS-t
vontunk ki, és genotipizaltuk a kol6nidkat. Az elsd és utolsé savban 1 kb marker futott. A kdvetkezé 5
savparban az elsé mindig a pcDNA-Crevel nem transzfektalt sejtekbdl, mig a masodik a Cre-vel
transzfektalt sejtekbdl szdrmazd DNS-rol késziilt PCR amplikon képe. Kettével a jobb oldali marker elétt a
pcDNA-EGFP plazmidot hasznéld reakcié amplikonja szerepel, mint pozitiv kontroll, és az utolsé eldtti
savban a negativ kontroll szerepe (DNS mentes). Mint lathaté minden kolénia esetén megtdrtént az excisio,
és 1.6 kb-vel kisebb amplikont erecményezett a reakcié.

A mikroinjektalas:

A transzgenikus konstruktokat kollaboratorunk - Dr Jeffrey Kopp (NIDDK/NIH) vezette
laboratériumban mikroinjektaltdk. Hattértorzsként az FVB/N beltenyészett egereket
hasznaltuk.

A transzgenikus és vad tipusu egervonalak fenntartasa, tenyesztése:
A mikroinjektalast kdvetéen négy Uj transzgenikus vonalat tartottunk fent:
-5853 WT - vad tipusu

-5848 alb/Relaxin - relaxin transzgenikus

-5860 alb/loxP EGFP loxP/Relaxin - EGFP-relaxin transzgenikus

-5855 alb/loxP EGFP loxP/Relaxin - EGFP-relaxin transzgenikus

Létrehozunk tovabba egy Gjabb relaxin transzgenikus vonalat:
-5860 alb/loxP/Relaxin: Ezt a vonalat az 5860 alb/loxP EGFP loxP/Relaxin egereknek a
Ella/CRE transzgenikus egerekkel vald keresztezésével hoztuk létre.

Homozigéta vonal:
-Homozigta 5848 alb/Relaxin - Heterozigta egyedek keresztezésével létrehoztunk
homozigodta transzgenikus egyedeket is az 5848-as vonalbol.

A folyamatos tenyésztéshez és a keresztezéshez fenntartottuk az alabbi vonalakat is:
-FVBIN vad tipusu egerek

-C57BI6 vad tipusu egerek

-Ella/CRE-transzgenikus egerek

-Alb/TGF-beta transzgenikus vonal fenntartasa és folyamatos visszakeresztezése a
C57BI6 hattérre (ennek részleteit késébb ismertetjik)

Igy Osszességében hat (j transzgenikus egérvonalat hoztunk létre és karakterizaltunk a
palyazat ideje alatt. Tovabbi négy vad tipusi vonalat tartottunk fent a tenyésztéshez.

Az allatok tartasi korolményei: Kutatdsainkat nagymértékben megnehezitette, hogy a
palyazat ideje alatt sajnos nem volt megfelel6 méretii és szinvonall allathaz a
Semmelweis Egyetem Nagyvarad téri elméleti tombjeben. Az idékdzben érvénybelépd
szigort nemzetkdzi EU szabvanyok nem tettek lehet6vé koztes megoldas kialakitasat. (Az
allattartas feltételeinek nehézségeit és a 2006 végére megvaldsult kedvezs fordulatot a
jelentés végeén részletesen ki fogom fejteni.)

A megfelel6 allathaz hianyaban sziikséges volt egy kilon allatszoba kialakitasa annak
érdekében, hogy megvédjik az allatokat az esetleges fert6zésektél. Ebben az



allatszobaban biztositottuk a 12 6ras fény-sotét ciklust és a megfelels 21°C
hémérsékletet.

Genotipizélas:

szovetbol kivont DNS-b6l Southern blottal illetve specifikus PCR primerek segitségével
végezzik. Itt ismertetjlk a Cre rendszer in vivo rekombindcidjaval kapcsolatos
eredményeinket is.

Cre rekombindz medialt in vivo rekombinacio. A Cre/lox rendszer in vitro
muikodesenek ellenérzése mellett in vivo hasznélatdban is gyakorlatunk van.
Létrehoztunk egy olyan Uj transzgenikus egétorzset, amiben a Cre/lox rendszer
segitsegével tudunk egy uj funkciot, egy fehérje termelését elinditani. Ebben az
egértorzsben a promoter régiot kdvetéen az EGFP kddolo szakasz kovetkezik, melyet két
loxP hely vesz korul, majd egy masik fehérjét kodolo szakasz kovetkezik. A transzgenrol
készilt RNS transzkriptum tartalmazza a masik gen kodold szakaszat is, mivel
polyadeniléciés szignal csak a masodik fehérje kodold szakasza utadn van jelen, de
fehérje nem készul rola. A transzgén expresszijojat RT-PCR-ral is megerdsitettik. (lasd
4. dbra) Ket transzgenikus vonalat valasztottunk ki Southern blottal, melyekben a
transzgén masolat szama 1, amire a Cre rekombinaz mikodésének felhasznalasa miatt
van szikség. (lasd 4.abra)

Ezt kdvetden ezeket az egereket olyan Cre transzgenikus egerekkel kereszteztiik,
melyekben a Cre rekombinaz expresszidjat az Ella promoter vezérli. Ennek megfeleléen
a Cre expresszio6 mar egysejtes embriokban is folyik, és a masik transzgén
rekombinécidja ebben a korai stddiumban megtorténik.  Ennek kdszonhetéen a
megszuleté utédok az apai és anyai alléltol eltéré: teljesen Gj allélt fognak viselni, mely
minden egyes sejtjikben jelen lesz, ezért germindlis transzmisszidjat eredményezi az Uj
allélnak. A két egertorzs keresztezésébol sziletett egerek genotipizalasnal egyrészt
ellendriztik az apatdl szarmazd ,loxolt“ alléel eltinését az utdédokban, maésrészt
megerdésitettiik az (j mutacié megjelenését. Pozitiv kontrollnak egy masik transzgenikus
egértorzs egyedének DNS mintajat hasznaltuk. Ebben a torzsben a transzgén a ,,loxolt”
EGFP-vel is rendelkezé transzgenikus torzstél annyiban tér el, hogy egyéaltalan nem
tartalmazza az EGFP és a loxP szekvenciakat. Ezért ez az allél és az rekombinécid
segitsegevel keszitett egerek mutacioja abban ter el, hogy a Cre medialt rekombinacio
révén kialakitott allél egy loxP helyet is tartalmaz, mely 34 bazispar hosszlsagu.
Kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy mindkét *“loxolt” vonalon megtorténik a
rekombinécié a Cre rekombinaz jelenlétében: 34 bazisparral hosszabb mutans allélt
visel6é egyedek jottek a keresztezesbol, mely allél egyik szllében sem volt jelen. Az apai
loxolt allélt nem sikerlt amplifikalni, mivel az egyetlen sejtben sincs jelen.(5. &bra)
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Az &bra felsg részén Southern blot képe lathatd. A transzgén az egérben normaélisan is jelenlevs fehérjét
kddol, de eltéré a promotere, ezért a genomidlis allélnak felel meg a felsd csik(7.8 kb méretii), mig a (4.4.
kb méretii) alsé csik a transzgén. A felsé bloton az 5848-as allat , alson az 6tédik (5855) és kilencedik
(5860) minta transzgenikus egérbdl szarmazik. Denzitometrias mérés alapjan, mindkét allatban egy
transzgén koépia van jelen. Az &bra als6 részén PCR-rel torténd genotipizalas képe lathatd, mely
alkalmasnak bizonyult a heterozygéta és a homozigéta allatok elkildnitésére is.

Az &bra a Cre rekombindz in vivo mikddését mutatja: a ““loxolt” allélt viselé transzgenikus egér
keresztezése a Ella/Cre transzgenikus egerekkel. A keresztezésbdl szdrmazd egyik alom 6 egeret
eredmeényezett. Ezekbdl szarmazé DNS minta genotipizaldsahoz két PCR reakci6t hasznaltunk. Az elsd
reakcié az apai allél (280bp) amplifikéalasat kellene, hogy eredményezze, ha valamelyik egér ezt 6rokolné.
Mint lathat6 a 100 bp marker utani hat mintdban nem késziilt amplikon errdl az allélrdl, csak a vad tipusu
kontroll amplikon késziilt el (alsé 180 bp csik), a kdvetkezd minta az apa, akiben jelenvan a 280bp-o0s
amplikont eredményezg allél. Ezt kdveti a mésik transzgenikus torzsbdl szarmazé minta, akiben nincs
loxolva ugyanez a transzgén: benne is csak a 180 bp-os termék lathatd, majd a negativ kontroll savja
kovetkezik, ahol nincs amplikon. Ettsl jobbra kovetkeznek a mésik PCR reakcid termékei. Itt a
rekombinacié révén létrejott, nem loxolt allélrol készil egy 482 bp nagysagu amplikon, illetve 448 bp
nagysagu a kontrollnak hasznalt loxP szekvencidt nem tartalmazé transzgénrdl. A hat utod kézil a 2., a 3.
és a 6. transzgenikus, majd az apai DNS kdvetkezik melyrdl nem készil ilyen méretii termék. Ettél jobbra
latszik a masik térzshd szarmazd minta, melyrdl az elgbbieknél 34 bp-ral kisebb amplikon késziilt, végll a
DNS mentes, negativ kontroll.



Sulygyarapodas: Feljegyeztiik a allatok stlyat és nem volt szignifikans eltérés a relaxin
transzgenikus és vad tipusu allatok sulygyarapodasa kozott.

Tulélési gorbe: Feljegyeztik az egerek sziletési és termeészetes elhullasi datumat,
melybdl a tulélesi gérbe meghatarozhaté volt. Nem volt szignifikans eltérés a relaxin
transzgenikus és vad tipusu allatok tulélése kozott.

Transzgén expresszio meghatarozasa: A transzgenikus egerek majabol kivont teljes
RNS mintan elvégzett Northern blottal illetve RT-PCR reakcidval is bizonyitottuk a
relaxin transzgén expressziojat. Kontrolként vad tipusu egerek majabol kivont RNS-t
hasznéltunk, melyben természetesen nem volt kimutathato a relaxin expresszio.
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Az dbra RT-PCR utan az amplikonok gél elektroforézises képét mutatja. A két szélsg sdvban 100 bp marker
futott. A kovetkezd kétszer négy sav nem transzgenikus egérbdl szarmazd RNS templatrél készilt, mely a
majbol (2,3, 6,7), ill. vesébdl (4,5,8,9) szarmazott. A 10-11. savban transzgenikus egérbdl szarmaz6 maj
RNS, mig 12-13. vese RNS volt a templat. Az azonos szévetbiil szarmazd, egymas melletti mintak esetében
kulémboz4 ciklusszamban (35 ill. 40) futott a reakcidé. A transzgenikus egerek majaban is expresszalodott a
transzgén altal kddolt fehérje RNS-e, de viszonylag kis mennyiségben, mert csak 40 ciklus utan volt lathatd
amplikon. A nem transzgenikus egerek esetében csak aspecifikusan képzédd primer dimerek
amplifikalodtak.

Funkcionalis merések: A vesefunkcio meghatarozasara maradék nitrogén mérest (BUN)
végztunk, mert egérben a szérum kreatininnél szenzitivebben jelzi kronikus vesebetegség
megjelenését. A glomerularis permeabilitas es tubuléris funkcid vizsgalatara a vizelet
protein/kreatinin ardnyanak meghatarozasat végeztik. Fiatal relaxin transzgenikus
egerekben nem talaltunk funkcionalis eltérést. Az idés 14-20 honapos allatok adatai
feldolgozas alatt vannak. Ezekben a szdvettani kép alapjan romld funkcionalis értekek
varhatok.

Szovettani ertékelés: Formalin fixalt és parafin beagyazott szovetekbdl végeztik az
értékelést:

Vese: A vesék PAS festéssel torténé szovettani feldolgozasa soran mononukledris sejtes
infiltraciot figyeltink meg mar 2 hetes kortdl kezdédéen. Az infiltracié a szlletés utani
elsé 2 honapban féleg periglomerularis elhelyezkedési, kis kiterjedésii &m szamos gochdl
all. Ezt a fenotipust mind a vad tipust, mind a transzgenikus allatokban megfigyeltik,
néstényekben és himekben egyarant. Ugyanakkor ebben a korai stadiumban (1-2 honapos



kor) a relaxin transzgenikus vesékben tendencidjdban nagyobb meértéki infiltraciot
detektéltunk Ezt a varatlan fenotipust részben magyarézhatja a relaxin k('jzelmﬂltban Ieirt
Eredmenyemk szerint az infiltracio progredial, és egy- illetve keteves koru allatokban
mar eltinik a vad tipusi és transzgenikus allatok kozott kezdetben még lathato
kilonbség. Az infiltracio tovabbi vizsgalatara folyamatban van egér makrofag ellenes
antitest (Serotec) valamint anti-CD3 antitest (Dako) segitségével az immunhisztokémiai
festesek optimalizalésa.
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Perlglomerularls infiltracio 1 hénapos (A) ill. perlvaszkularls beSZurodes 2 honapos (B) transzgenlkus him
egér veséjében (HE festés).

A glomerulosclerosis jellemzésére az el Nahas altal leirt score rendszert hasznaltuk.
Eredményeink szerint a fiatal (1-2 hdnapos) &llatokban nem lathatd glomerularis
karosodas. Ezzel szemben 9 honapos kortol a glomerulusok egy részében megfigyelhetd
a kapilléaris kacsok kitapadasa a Bowman-tokhoz, és néhany transzgenikus veseben
elszértan hipercellullaris glomerulusok is lathatok. Két éves korban mar jelentds
glomerulosclerosis lathatdé a vad tipusu egerekben is, elsésorban mesangiélis
sejtszaporulattal és métrix expanzioval. Ugyanakkor az azonos koru relaxin transzgenikus
vesekben kozel kétszer sulyosabb glomeruléris hegesedést lattunk, nem ritkdn 75%-ban
vagy teljesen obliteralt glomerulusokkal.
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A: Kobzepes sulyossagu glomeruloscler05|s 2 éves vad tipusd vesebeﬁ (Jelentos perlvascularls
beszirddéssel). B: Kiterjedt, stlyos glomerulosclerosis 2 éves transzgenikus vesében (kb. 90%-os
obliteracid), PAS festés.



A lehetséges tubuléris karosodas jelenlétét szintén az irodalombol jél ismert score
rendszerrel mértuk. Elsésorban a tubulusok dilataciojat, tubulus hamsejtek levalasat és
intraluminalis hyalin jelenlétét vizsgaltuk. Erdekes, hogy a vad tipusi egerek veséjében
nem talaltunk semmilyen tubulus karosodasra utalo jelet a teljes vizsgalt élettartamban (2
hetest6l 2 éves korig). Ugyanakkor a relaxin transzgenikus vesekben egyéves korban mar
megjelenik egy nagyon enyhe hyalin lerakddas, mely 2 éves korra kiegészil jelentds
dilatacidval és néhol a tubulus sejtek levalasaval is.

A tubulointersticidlis karosodast fibronektin immunhisztokémidval is igazoltuk. A
transzgenikus egerekben jelentés mertékii tubulointersticialis fibronektin festédest
talaltunk, a vad tipusu vesékben enyhébb volt a fibrozis.
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Fibronektin fesédés 1.5 éves vad tlpusu (A) ill. Transzgenlkus (B) veseben

Tudé: A transzgenikus egerek tldejeben mar igen koran megjelenik kortlirt
perivaszkularis infiltracio, 2 hetes allatokban ez a folyamat mar jol detektalhato.
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A: kezddds beszirédés 2 hetes transzgenlkus egér tudejebe'n B: Kiterjedt perlvascularls infiltracid 4
hénapos egérben (HE festés).



Az eml6, ovarium, here szOvet szOvettani értékelése soran rutin festéssel vizsgalt
transzgenikus vonalban nem talaltunk szovettani eltérést. A majszovetben a fiatal
relaxin transzgenikus egerekben csokkent PAS pozitivitést figyeltlink meg.

Relaxin meghatarozés: Northern blottal és RT-PCR-rel kimutattuk a transzgenikus
egerek majaban a transzgen — a relaxin mRNS expressziojat. A cirkulaltatott relaxin szint
mérésehez relaxin EIA kit-et hasznaltunk a kell6 szamd minta dsszegytjtese utan. A
hasznélt relaxin EIA kit detekcios hatara kb 10 pg/ml. Sajnos nincsen forgalomban olyan
relaxin ELISA kit mely egér relaxinra lenne specifikus. Idésebb transzgenikus allatban
talaltunk hatarozottan megemelkedett szérum relaxin szintet.

A szenzitivitas fokozasanak érdekében jelenleg végezzik annak a kdzelmultban publikalt
bioassay-nak a beéllitdsat, melynek soran T293-as sejteket transiensen transzfektalunk
LGRY receptorral, majd a vad tipusu illetve transzgenikus allatok szérumanak hozzdadasa
utdn mérjik a cAMP aktivitast. Optimalizalnunk kell a LGR7 transzfekciot annak
érdekében, hogy a transzfekcios hatékonysag kiilonbségei ne befolyésoljak a mért cAMP
aktivitasat.

A relaxint lokalizdldsa a vesében immunhisztokémiai vizsgalattal. A relaxin
kimutatasanak érdekében immmunhisztikémiai vizsgalatokat végeztiink transzgenikus és
vad tipusu egerekben. A vese endogén relaxin expresszioja, a relaxin receptorok jelenléte
megerd6siti a relaxin lokalis antifibrotikus hatasat a vesében.




kontrollként szolgalé ovarium és tuba uterina lathatd, mig az alsé képen a relaxin immunodetekcidja
szerepel a vesében.

In vitro assay a relaxin MMP aktivitast fokoz6 hatasanak vizsgalatara:

A relaxin képes a maétrixbontd enzimek aktivitdsat novelni. Ezéltal az extracellularis
matrixban az egyensulyt a métrix lebontéasa felé tolja el. Mezangialis sejteket relaxinnal
kezelve koncentraciofliggé zselatinaz aktivitas figyeltink meg zymogramon.

Relaxin pg/ml
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Ezek alapjan feltételezhetd, hogy progressziv vesebetegsegben, amikor a veseszovet
pusztulasnak indul, a lokélis (rendlis) relaxin termelés csokkenése is hozzajarul az ECM
rohamos felszaporodasahoz.

Relaxin receptorok meghatdrozédsa a veseben: Kutatasunk tovabbi célja volt annak
meghatarozésa, hogy a vese termel-e relaxint, és ha igen, melyik izoformékat, illetve
melyik relaxin receptorok vannak jelen a vesében, és azokat melyik sejtek termelik. Egér
vesebdl, illetve mezangialis és gydjtécsatorna sejtvonalbol izolalt RNS-t hasznalva
templatként RT-PCR-t végeztink M1 és M3 relaxinra, illetve LGR7-re, LGR-8-ra,
SALPR-ra, Gprl00-ra és GR-ra. A relaxin szOveti jelenlétét immunhisztokémiai
vizsgélattal erdsitettiik meg.

A relaxin izoformék kozul csak az M1-et termeli a vese, az M3 relaxin expresszidja a
veseben nem kimutathatd, M1 relaxin termelés van a mezangialis sejtekben, de a belsé
medullaris gytjtécsatorna sejtekben ez nem jellemz6. Az M1 relaxin receptorai kozil
mindegyik forma jelen van (LGR7 és LGR8) a vesében , ill. a mezangialis sejtekben, de
nem expresszaljak éket a gyajtécsatorna sejtek. Az M3 relaxin receptorainak (SALPR
és Gprl00) expresszidja viszont midenkét vizsgalt sejttipusban kimutathat6. Hasonléan
minden sejtben kimutathatd volt a GR expresszio. Immunhisztokémiai vizsgélattal a
relaxin jelenléte kimutathatd volt a vesében, vizsgalataink a hormon relativ diffuz
jelenléte mellett széInak fizioldgias korilmények kdzott.



A glucocorticoid receptor (GR) expresszidja a vesében

A relaxin expresszidja az egyes szervekben
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Az M1 relaxin receptorainak (LGR7 és LGRS8)

Az M1 relaxin expresszioja a vesében expresszidja a vesében
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Az M1 relaxin receptorainak (LGRY és LGRS)
Az M3 relaxin receptorainak (SALPR, Gpr100) expresszidja a vesében
expresszioja a vesében
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Megallapitjuk, hogy - korabbi kdzlésekkel ellentétben - a relaxin nemcsak a keringéssel
keriil a vesébe, hanem helyben is termelédik. Igy a keringési és antifibrotikus hatasaban
parakrin hatasok is szerepet jatszhatnak. A mindeddig tisztazatlan funkciéja H3, ill. M3
relaxin izoforma, bar nem termelddik a vesében, feltehetéen itt is kifejti hatasat, mert
receptorainak széleskorii expresszidja figyelheté meg; igy felmerll a lehetéség, hogy
ennek a hormonnak -a korabbi elkeépzelésektdl eltéréen- ne tisztan kdzponti idegrendszeri
funkciot tulajdonitsunk.

TGF-beta transzgenikus egerek:

Kisérletink fontos részét képezi a relaxin és TGF-beta kettés transzgenikus egerekben
kialakuld fibrézis vizsgalata. Ennek érdekében el6szor el kellett végezniink az alb/TGF
transzgenikus egerek visszakeresztezését.

TGF-beta szerepe: A transzformald ndvekedési faktor-beta (TGF-B) multifunkcionalis
citokin, melynek fontos szerepe van a fejlédésben, a sebgyogyulasban,
immunfolyamatokban, haematopoezisben, carcinogenezisben, és a fibrozissal jaro



folyamatokban. Az ECM felszaporodasaban kulcsfontossagu szerepe van a TGF-B-nak.
Progressziv fibrdzissal jaro vesebetegsegekben fokozott a TGF-p expresszidja. Human
adatok is igazoljak, hogy az exogén TGF-f in vivo noveli az ECM fehérjek expressziojat
a vesében és szOvettanilag glomeruloszklerézishoz és tubulointersticialis fibrozishoz
vezet.

Koréabbi munkank soran megfigyeltik és leirtuk, hogy az albumin promoter és enhancer
altal irdnyitott TGF-p transzgen hepatikus expresszioja az albumin prométer fiziologias
mikodésének megfeleléen a sziletést kovetéen indul meg. Ezekben a TGF-B
transzgenikus egerekben a megemelkedett plazma TGF- szint miatt progressziv
vesefibrozis, és veseelégtelenség alakul ki, melynek kdvetkeztében az allatok 25%-a
elpusztul 15 hetes korukra. A kialkulo fibrozist a kollagén I és 111 valamint a dekorin és a
biglikhn  mRNS és fehérje szintii expresszidjdnak fokozddasa jellemezte. A
transzgenikus torzs letrehozasakor a transzgén konstruktot B6CBA (C57BL6 x CBA F1
egerek) zigotaba injektéltdk és a transzgenikus vonalakat ugyanezen hibrid hattéren
tartottdk fenn. A transzgenikus egerekben o6t hetes korukra két élesen elkulonilé
fenotipus alakult ki. A transzgenikus allatok "sulyos" fenotipust részében rapidan
progredialo vesefibrozis alakult ki, melyre 6déma, szdvettanilag 4+ glomeruloszklerozis,
megemelkedett karbamid nitrogén (BUN), valamint az endogén (renalis) TGF-B és
TIMP-1 mRNS expressziojanak szignifikans novekedese volt jellemzé. Az allatok masik
"enyhe" fenotipusi  csoprtjdban ©6déma nem jelentkezett, szOvettanilag a
glomeruloszklerozis 1-2+ volt, és a TGF-B és TIMP-1 mRNS expressziojanak csak
minimalis (nem szignifikans) megemelkedése volt megfigyelhets. A kettés fenotipust
egy alombdl szadrmazd Aallatokban is megfigyeltik. Mindkét fenotipusi csoportban
azonos mértékben, a fiziologias érték 4-5-szorosére emelkedett a plazma TGF-f szintje.
Technikai okok miatt a 1990-es években hibrid torzsek alkalmazédsa volt elterjedt
transzgenikus egerek keszitesére. Mivel elsédleges cél a mutacio létrehozésa és
fenntartasa volt, ezért a legellenallébb egereket (outbred és hibrid) vélasztottak. Ezért
esetiinkben a C57BL6CBA F1 hibrid hattérre esett a valasztas. A transzgenikus vonalat
ugy tartottdk fenn, hogy folyamatosan visszakeresztezték az C57BL6CBA F1 hattérre.
Igy az elsé Iépésben F1 (az alapitd) transzgenikus egeret keresztezték F1 hatterii egérrel,
melybdl F2 utddok szilettek. Ezeket az F2 utdédokat folyamatosan F1 hattert hibrid
egerekre visszakeresztezve tartottak fenn. Ennek kdvetkezmenye, hogy az eredeti adatok
foleg az F2 és F3 nemzedékbdl szarmaznak. Ezek a nemzedékek genetikailag nem
tekinthetok egységesnek, mert a két beltenyésztett hatteér eltéré ardnyban keveredhet
bennuk. A kettés fenotipus ennek a valtozd arényban jelenlévé C57BL6 és CBA
hattérnek a kovetkeztében jott létre.

TGF-beta transzgenikus egerek visszakeresztezése C57BL6 hattérre:

Harmas céllal kezdtik meg a C57BL6/CBA alb/TGF-betal transzgenikus egerek
visszakeresztezését beltenyészett hattérre. 1) Egy eltér6 progresszidju vesebetegség
modellt vartunk a beltenyésztett egerektél 2) Homogén hattéren akartuk vizsgalni az
emelkedett plazma TGF- szint okozta renalis és extrarenalis eltéréseket  3)
Beltenyészett torzson 1évé TGF-beta transzgenikus egerek sziikségesek a relaxin
transzgenikus egerekkel valo keresztezéshez



Az elmult tobb mint két és fél év soran ezért visszakereszteztlk (15 generacion keresztul)
a TGF-B transzgenikus egértorzset a C57BL6 beltenyészett egértorzsre, ezaltal homogeén
(99.9%-ig C57BL6) hatterti populaciot ertiink el. Ezen a genetikai hattéren az allatok
talélése meghaladja az egy évet, a vesefibrozis progresszidja lelassult, vesefunkciojuk
megtartott, extrarendlisan nem észlelheté fibrézis és megsziint a kordbban megfigyelt
kettds fenotipus annak ellenére, hogy a TGF-f transzgén hepatikus expresszidja miatt
véltozatlanul magas a plazma TGF-p szintje. igy Gj kronikus vesefibrozis modellt
hoztunk létre, melyben a fibrdzis progresszidja olyan mértékben lelassult, hogy az egerek
élettartama nem rovidal jelentésen.

TGF-beta Hibrid (F1) egerek létrehozasa: Ezt kdvetéen hibrid egereket hoztunk létre
agy, hogy a BalbC, FVB/N, CBA és C57BL6 néstény egereket kereszteztiink a TGF-
betal transzgenikus himekkel.

Him C57BL6 TG Him C57BL6 WT
Néstény C57BL6 C57BL6 TG C57BL6 WT
Néstény CBA (CBA/C57BL6)FLTG | (CBA/C57BL6)F1 WT
Néstény FVB/N (FVBN/C57BL6)FLTG | (FVBN/C57BL6)FL WT
Néstény BalbC (BalbC/C57BL6)FL TG | (BalbC/C57BL6)FL WT

A transzgenikus es a vad tipusu egerek tenyésztése
(TG: TGF-p transzgenikus, WT: vad tipusu)

Az FVBIN és a CBA egerekkel tortent keresztezés eredményeinek feldolgozdsa még
folyamatban van. Megallapithat6, hogy a TGF-f transzgenikus C57BL6 hattéri egereket
a beltenyészett FVB/N egerekkel keresztezve olyan F1 hatterti transzgenikus utodok
szllettek, amelyekben a szlloknél megfigyelt lassan progredidlo vesefibrozis
felgyorsulasa jelentkezett..

A BalbC torzzsel vald keresztezésbol szarmazo hibrid egerekben a vesefibrozis
progresszioja felgyorsult, az allatok tulélese lerdvidilt, 15 hetes korukra 100%
mortalitds alakul ki végallapotl veseelégtelenség miatt. A hibrid egerekben is 4-5-
sz0rose a keringé TGF-betal szintje a fizioldgiasnak.



6 hetes vad tipusu és transzgenikus egerek:

A) C57BI6 vad tipusu egerek PAS, 400X

B) C57BI6 vad tipusu egerek Masson’s trichrom, 400X
C) (alb/TGF-betal C57BI6)F1 PAS 400X

D) (alb/TGF-betal C57BI6)F1 Masson‘s 400X

E) (alb/TGF-betal BalbC)F1 PAS 400X

F) (alb/TGF-betal BalbC)F1 Masson‘s 400X

A TGF-beta transzgenikus egerek visszakeresztezéése a BalbC térzsre:

A C57BL6 torzsre tortené visszakeresztezéssel egyidejiileg megkezdtik a TGF-p
transzgén BalbC torzsre valo visszakeresztezését is. Ezen a hattéren a visszakeresztezés
nem volt sikeres, mert a masodik generacidban olyan sulyos veseelégtelenség alakult ki,
hogy az allatok a harom hdnapos kort sem érték el és utdédjuk nem sziiletett. Ezekben az
allatokban mar hat hetes korban sulyosabb vesefibrézis figyelheté meg szovettanilag,
mint a C57BL6 hattéren egy éves korban.

Megfigyeléseink alatamasztjak, hogy a kilonb6z6 genetikai hattér felelés ezekben a
transzgenikus egerekben a vesefibrozis eltéré progresszidjaért. Az eltérd fenotipus nem
magyardzhatd a transzgen expresszidjanak valtozasaval, mert a plazma TGF- szint
azonos volt a "sulyos" és "enyhe" fenotipusu egerekben. Masrészt gyakorlatilag ki is



zarhatjuk a transzgén illetve annak integralodasi helye kozelében létrejové
rekombinélodast, mivel a TGF- transzgén az Y kromoszdmara inszertalodott.

Cardiomegalia C57BL6 alb/TGF-beta transzgenikus egerekben:

Vizsgaltuk tovabba a transzformalé novekedési faktor-betat (TGF-beta) fokozottan
termelé transzgenikus (Alb/TGF-beta) egerekre jellemz6 masik patholdgias eltérés a
cardiomegalia és a vesefibrozis kozott esetlegesen fennallé koroki kapcsolatot.

Feltételeztilk, hogy a két korfolyamat kozott nem all fenn koroki kapcsolat, azaz az
egyik korfolyamat szelektiven befolyasolhatd anélkill, hogy ez a masik folyamat
kialakulasara és lefolyasara hatdssal lenne. Kordbbi eredményeink szerint a TGF-beta
hatasara transzgenikus egerekben kialakuld vesefibrozis progresszidja dontéen fiigg a
genetikai hattértol. Ezért a két vizsgalt korfolyamat szétvalasztidsara a genetikai
prediszpoziciot véltoztattuk meg azéltal, hogy a betegsegeket indukdlé TGF-beta
transzgent a mar emlitett C57BL6 beltenyésztett genetikai hattérre kereszteztuk.

A C57BL6 genetikai hattér a vesefibrozis kialakulasat erételjesen lassitotta, mig a
cardiomyopathia és cardiomegalia kialakulasaval szemben nem fejtett ki "védo" hatast.
8-12 hetes korban a transzgenikus egerekben szignifikdnsan emelkedett a testsulyra
normalizalt bal kamrai suly. (p=0,0021)

A C57BI6 genetikai hatterti TGF-f§ transzgenikus

egerekben cardiomegalia alakul ki A C57BI6 genetikai hatterd TGF-fi transzgenikus
egerekben cardiomegalia alakul ki

Testsiily (g) Bal kamra (mg) Jobb karme: (mg  Vese (mg)

e o 2614082 84584350 2416145 16932+671 /

Vad tipusi, 12 hetes Vese (mg) / testsily (g) arany
12,78 £ 0,36

TGE-) tg, 12 hetes  2495+041 11336+9,07* 2635+1,27

683 - 410 Vad tipusi, 12 hetes
166,83 4,10 a 460038 1,06.£0,04¢ 1350 £0.26
TGEf tg,
12 hénapos

36641118 15589+1285 3230+222 241941283 432 £0,42 0,90+ 0,08 13,08+0,76

A vesében a szdveti eltérések ebben az életkorban minimalisak voltak. A transzgenikus
allatok tulélése a C57BI6 genetikai hattéren jelentésen javult, az atlagos élettartam
meghaladta az 1 éves kort, és a vesefibrozis ebben az életkorban is mérsékeltebb volt,
mint ugyanezen transzgén hatasara BalbCxC57BI6 F1 hibrid hattéren kialakulo
vesefibrozis esetén 6 hetes korban. A cardiomegalia kialakulasaval kapcsolatosan az
ANP, BNP és c-fos gének expressziojat vizsgaltuk real-time RT-PCR-ral.

A transzgenikus &llatok bal kamrajaban mindharomnak fokozott expresszidja volt
megfigyelheté. A bal kamrai ANP expresszid szoros korrelaciot mutatott a bal kamrai
stllyal. (R?=0,9966)
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Osszefoglalasul megallapithatd, hogy a TGF-beta hatasara kialakulo vesefibrozis és
cardiomegalia egymastol fliggetlendl is kialakulhatnak, vagyis a két kérfolyamat kozott
nincs kozvetlen koroki kapcsolat. A vesefibrozis kialakuldsahoz, és rapid
progresszidjahoz a TGF-beta fokozott expresszidjan Kivil mas genetikai tényezok is
szllkségesek, melyek hidanya a fibrozis kialakuldsat szinte tokéletesen gatolja. A
cardiomyopathia kialakulasaval kapcsolatban ilyen véd6 hatdst faktort eddig nem
sikerult kimutatni.

TGF-beta/Relaxin kettés transzgenikus egerek Iétrehozésa:

A TGF-beta/relaxin kett6s transzgenikus egerek létrehozasat a TGF-beta transzgenikus
egerek viszzakeresztezésének korai (8. Generacid) stadiumaban kezdtik meg elészor.
Ebben a stddiuméban még jelen volt a TGF-beta transzgenikus egerek vesefibrozisat
jellmezd stlyos és enyhe fenotipus. Igy a TGF-beta/Relaxin transzgenikus egerekben is
jelentkezett a ketts fenotipus, mely megnehezitette a relaxin antifibrotikus hatasanak
pontos vizsgalatat. A relaxin transzgenikus egereknel leirt vesepatologiai elvaltozas
felveti a relaxin immmunmoduléns hatasat, ezért a keresztezend6 TGF-beta transzgenikus
egereknek homogén genetikai héttérrel kell rendelkeznik ahhoz, hogy a Kkettds
transzgenikus allatok 6sszehasonlithatok legyenek. Ennek érdekében folytattuk a TGF-
beta egerek C57BL6 hattérre vald visszakeresztezését, és a TGF-beta/Relaxin kettos
transzgenikus allatok létrehozasat 2007. elején Ujra kezdtuk az (j, immar
visszakeresztezett TGF-beta egerekkel.



A kutatémunkat negativan befolyasold tényezok, korilmények

Allathaz hianya:

Kutatasainkat nagymertékben lassitotta, hogy a palyazat ideje alatt sem az Intézetben,
sem a Nagyvarad téri elméleti tombben (NET) nem volt megfelelé kapacitast és SPF
szinti (Specified Pathogen Free) allathdz. A palyazat beadasakor mar konkrét igéretem
volt arra, hogy hamarosan elkészil a NET 23. emeletén a hasznalhatatlanna valt allathaz
rekonstrukcidja. Igy abban a hiszemben adtam be palyazatomat, hogy béségesen van idé
a rekonstrukciora, mert kutatomunkdam els6 éve a konstrukt elkészitésevel,
verifikaldsaval, in vitro tesztelésével, a mikoinjektalasaval fog telni és ezalatt elkészulhet
a rekonstrukci6. Sajnos azonban az allathaz az igéret ellenére nem készilt el az Egyetem
nehéz anyagi helyzete miatt. 2003 tavaszan, amikor megérkeztek az alapité vonalak sajat
magunknak kellett valamilyen sziikségmegoldast talalnunk az intézet keretein beldl.
Ennek a megoldasnak egyik legnagyobb hatranya az volt, hogy nem tudtunk elég helyet
kapni ahhoz, hogy az ismertetett tiz transzgenikus és vad tipust vonalat kell6 szdmban
tenyésszik a karakterizilashoz és a vizsgélatokhoz. Transzgenikus egerekkel veégzett
vizsgalatoknal sokkal nagyobb kolonidkra (minimum kétszer annyi tenyészparra) van
szlikség, mert egy-egy alombol esetenként csak néhany egér bizonyult transzgenikusnak.
Id6kozben gondoskodnunk kellett megfeleléen képzett allatgondozorol is.

Az OTKA pélyazat keretében végzett kutatdmunka pozitiv hatdsai a tudomanyos
infrastruktlrara és miiszerezettsegre.

Allathaz kialakitasa:

Az OTKA tamogatas keretében végzett kutatdbmunkank igen fontos indirekt hatésa is volt
mivel lehet6vé tette az allathaz rekonstrukcidjat. A NET igazgat6 tanacsanak felkérésére,
a Semmelweis Egyetem anyagi tdmogatasaval kozel 50M-os beruhazas keretében
szakmai vezetésemmel kialakitottunk egy 160nm-es modern SPF szintii &llathdzat. 2006.
decembere 6ta ebben az allathazban folytathatjuk — most mar optimalis kérilmeények -
kodzott munkankat.

GVOP-KMA miiszerpalyazat:

A Nemzeti Kutatasi és Technologiai Hivatal altal meghirdetett palyazaton 2004-ben
sikerilt tdmogatdst nyernink Transzgenezis  cimi palyazatunkkal. A kizérdlag
muszerbeszerzésre fordithatd 0Osszeg lehetévé tette, hogy laboratoriumunkat
tovabbfejlessziik és kialakitsunk egy korszerii részleget transzgenikus allatok
vizsgélatara: . Ennnek a muszerpalyazatnak a szakmai -tematikus- részét az OTKA Altal
tamogatott kutatdsaink képezte.  Igy tematikus OTKA kutatasaink kozvetlenil
hozzajarultak a GVOP palyazat sikeréhez.



Osszefoglalas

Palyazatunk keretében Uj relaxin transzgenikus egertorzs létrenozasat, karakterizalasat és
tovabbi  keresztezését (TGF-betal transzgenikus torzzsel) vallaltuk. Munkank
eredményekent létrehoztunk es fenntartunk nyolc egértorzset (vad tipusy, transzgenikus,
kettés transzgenikus torzsek kilonbozé genetikai héttéren), melyek egy komplex
modellrendszert képeznek vesefibrozis pathomechanizmusanak tanulményozasara. Sajnos
az ismertetett korilmények miatt lassabban haladunk a tervezettnél, de egy ekkora
volumenti "projekt” nem fog veget érni az OTKA tamogatds lezardsdval, hanem azt
kovetéen sok éven &t varhatd a munka folytatasa az Uj eredmények és publikacidk,
melyeket az elmdlt években az OTKA tdmogatasaval alapoztunk meg. Irodalmi adatokra
hivatkozva szeretném megemliteni, hogy egy-egy sikeres transzgenikus egertorzs
létrehozasat kovetden tiz évet meghaladdan is igen sok Uj tudoméanyos eredményt és
publikéciot produkal.

Palyazatunkat és kutatdbmunkankat jellemezte, hogy a munkat teljes egészében
itthon végeztik (ez aldl csak a konstrukt mikroinjektaldsa volt Kkivétel), semmilyen
részfeladathoz nem "hasznaltuk" a kulfoldi partner segitségét. Az elmult évek soran
igyekeztiink tovabbfejleszteni a kutatdsi infrastruktirat és sikerult egy nemzetkozi
szinvonall hazai transzgenikus laboratorium kialakitani.

A 2002-2005 évi tervezettol eltéré koltségfelhasznalas szakmai indoklasa

A kutatbmunka soran az ismertetett pénzigyi nehézségek ellenére minimalisan kellett
csak eltérniink a pénzlgyi tervtol. Ezeket az eltéréseket az éves jelentések soran
részletesen indokoltuk. Munkéank soran nem volt szikség Uj eszk6z beszerzésére az
OTKA keretbsl, mert a GVOP-KMA pélyazaton elnyert 0sszeghdél szereztik be a kivant
eszkozoket.



