A ,,Kaliumaramok vizsgalata izolalt szivizom-preparatumokon és klonozott
csatornakon” cimii OTKA F-67879 szamu projekt részletes szakmai beszamoléja

A jelen kutatds célja a kardialis betegségekhez (ritmuszavarok, szivelégtelenség és
hirtelen szivhalal) kialakulasban szerepld ioncsatornak rendellenes miikddésének (elektromos
remodeling) vizsgalata volt. A vizsgalat soran feltérképeztiik a kamrai repolarizaciot
meghataroz6 fobb iondramok molekuléris dsszetevoit, hogy megallapitsuk melyik alegységek
jatszanak szerepet az adott ionaram tulajdonsdgaiban (kinetika, gyogyszerérzékenység, stb).
Ezenfeliil uj vizsgélati eljarast dolgoztunk ki a primer szivizomsejt kulturdban torténd
csendesités technikajanak kidolgozasat. Ebben a témakdrben elOkészitettiik a munkat, de
jelenleg is folynak kutatasok. A kdvetkezd kutatasi eredményeket értiik el:

a) génbeviteli eljaras kidolgozasa primer kutya szivizomsejt kulturaba herpesz virussal
(publikalt eredmények)

b) a késdi egyeniranyitd kaliuméaram szerepe a repolarizacié megnyujtasaban alloxan
diabétesz nytilmodellben (publikalt eredmények)

¢) A transzmembran kaliuméaramok szerepe az akcids potencidl jelformara humén és kutya
szivizom preparatumokon (publikalt eredmények tobb dolgozat formajaban)

d) a befelé egyeniranyitd kaliumaram szerepe a repolarizdcioban €s az aritmia proaritmia-
készségben human ¢és kutya szivizom preparatumokon (publikdlasra mar elkiildott
eredmények)

EREDMENYEK:

a) sénbeviteli eljaras kidolgozasa primer kKutya szivizomsejtkultiraba herpesz virussal

A kutatdsi téma sordn egy olyan 0j virusalapii génbeviteli eljarast dolgoztunk ki, amely
alkalmas géncsendesitésre (siRNS) is primer szivizomsejt-kultiraban nagytesti emldsallatok
szivébdl izolalt miocitdkon.

Sejtizolalas és sejtkultura készitése:
izolalo ¢és pihentetd oldatot érdemes haszndlni (ellentétben a patch-clamphez hasznalt
sejtekkel), szétbontani az intercellularis kapcsolatokat, ezutdn az enzimes emésztéssel
felbontani az extracellularis matrixot és végiil mechanikai beavatkozéassal szeparalni az egyes
sejteket. A sejtizoldsas az irodalomban ismert Langendorff retrograd perfuzidos modszerrel
késziilt. A frissen emésztett szivizomsejtekbdl kulturat készitettiink. Az izolacid utan a frissen
1zolalt sejteket, izolacios oldatban pihentetjiik. Ezutan egy centrifuga csében steril flow alatt a
letilepedett sejtekrdl ovatosan leszivjuk a pihentetd tarlé oldatot és steril PBS oldatra
cser¢ljiik, amiben a centrifugéalas torténik (sajat protokoll szerint). A fugalds soran sejtek
kivant mértékben, életben maradtak. A t6bb 1épcsds centrifugalasra a baktériumok, és egyéb
fertdzésektdl vald tisztitds miatt van sziikség, valamint a nehezebben siillyedd halott sejtek
eltavolitasa végett. A centrifugdlds utan a sejteket eldre elkészitett specidlis Osszetételli
tapoldatban (alapja SIGMA Medium 199 tapoldat) Ujra felszuszpendaljuk, majd kitapasztjuk.
A sejteket lamininnel bevont steril liveg fed6lemezekre szélesztjiik, tapoldatot tesziink ra,
37°C-on 5%-0s CO, koncentracié mellett steril termosztatban taroljuk. A szivizom sejteket
lamininnel bevont steril ivegfeddlemezekre kitapasztjuk. Tépoldat: M199 SIGMA (Hank’s
salts and sodium bicarbonate, without L-glutamine, liquid culture tested M7653). Tartalmaz
még aminosavakat (kivéve glutamint), vitaminokat, a kovetkez6 ionalkotokat: CaCl, 1.8mM;
NaCl, 116mM; Na acetat, 0.6mM; NaHPO, ImM; KClI 53mM; MgSOs 0.8mM
koncentracidban, valamint a szivizom sejtek anyagcsere folyamataiban hasznos



kiegészitokkel is ellattuk: creatine, taurine, L-carnitine, pyruvate, inzulin. Antibiotikumként
streptomicin neomicin keveréket, vagy a jobban bevalt gentamicint hasznaltuk.

Plazmid DNS konstrukciok klonozasa és tesztelése, gének bejutisa szivizomsejtekbe
virusvektorral

A célkitiizésekben megfogalmazott fluoreszcens Ca®" szenzorokkal valo Ca
koncentraciovaltozas detektalashoz elsé 1épésként a mérésekhez alkalmazandd fluoreszcens
fehérjék kodoldé DNS-eit kellett beszerezni. Ezek nukleotid sorrendje, azaz kodolo
szekvencidja mindenki szdmara hozzaférhetd. A szekvencidk az NBCI honlapjardl elérhetéek
¢s ingyenesen letolthetd Nucleotide database ben taldlhato GeneBank és Protein Data Base
(PDB) adatbazisokbdl.A molekuldrismunka tervezési fazisaban a bejuttatni kivant fehérjék
adatainak keresésével kezdddik. Ez a konstrukcio két verzioban késziilt: Cameleon génnel és
Troponeon génnel. Mindkét konstrukcidt virus vektorba is beépitettiik. Onmagaban ez a két
konstrukcié mar jol hasznalhato tesztelésre, transzfekcios reagensekkel, sejtvonalakon.
A tesztelt konstrukciok expresszids kazettajat a virus vektor megfeleld ripit szakaszaiba
(repeat region) klonoztuk. A Cameleon és Troponeon gén madr stabilan beépjtésre keriilt a
virus vektorba, egyelore még targeting szekvencidk nélkiil. A tervezett kisérletnek
megfelelden, kiillonb6zd idegen géneket juttathatunk be a mar kész szivizomsejt kultaraba.
Munkank soran a fluoreszcens Ca®" indikatorokat céloztuk meg a genetikai konstrukciokkal.
Els6dleges célként az intracellularis szabad Ca®" ion koncentracio detektalasat fogalmaztuk
meg fluoreszcens kalcium indikator fehérjével. Ilyen fluoreszcens kalcium indikator a
Caméleon és a Troponeon nevii komplex fehérje. A troponeon kalcium szenzor gént két
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cameleont (Superior cameleon 3, YC3.60) és troponeont (TN-L15) teszteltiik. A Troponeon a
cameleon tipusu molekuldk csoportjaba tartozik. Mindkét konstrukciét virusba klonoztuk,
kiprobaltuk eldszor fenntartott pig kidney sejtvonalon, ezutan a troponeon tovabbi haszndlata
mellett dontottiink. Ezt lathatjuk el kiilonbozo targeting szekvencidkkal, subcellularis jelolés
esetén. Aujeszky-féle virus (AyV) az alfa herpesz virusok k6zz¢ tartozik. A vad tipus sertések
koérokozodja, nem human patogén. A mddositott térzs lényege, hogy fertéz, de a vad tipushoz
képest nagyon legyengitett, igy nem pusztitja el a sejteket, viszont infekcidra képes és
bejuttatja a genomjaba klonozott fluoreszcens marker géneket a sejt génallomanyaba.

Az (AyV) génbeviteli vektorként vald alkalmazhatésdgahoz homolog rekombinacio éltal
kititottiik a virus rr és ep0 génjeit. Az rr gén a DNS alapanyagainak eldallitasaért felel
ribonukleotid difoszfatokbol dezoxiribonukleotid difoszfatokat allit eld. Hidnya esetén, a
posztmitotikus sejtekben a virus nem képes produktiv infekcidra. Bizonyos sejtekben az rr
gének kilitése nem elegendd, ezért eliminaltuk az ep0 gént is, ami tobbek kozott, a virus
latenciabdl valo reaktivacidjaért felelds. A troponeon kalcium szenzor gént két kopiaban a
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A modszer hatékonysaganak ellendrzése elektrofiziologiai és optikai kisérletekkel:
Celkitlizéstink egy herpeszviruson alapuld, primer szivizomsejt-kultaraba torténd
génbeviteli modszer kifejlesztése volt. Ezt a moddszert hasznaljuk fel egy adott gén
expressziojanak RNS-interferenciaval vald gatlasdra, ami kis hajtii (sh)RNS bevitelével
oldhat6 meg. Ezzel a modszerrel lehetévé valik a tranziens kifelé halad6é kaliumaram (Iy,)
molekuléris Osszetevoinek a csendesitése. A csendesités soran lecsokkenthetjiik, akar a
poérusformald o alegységeinek, akar a kiegészité [ alegységeinek az expresszidja. Jelen
vizsgalatsorozattal ennek a munkdnak az eldkészitése, ugyanis eldszor egy olyan
virusvektoros megbizhatd génbeviteli modszert kell kidolgozni, ami hatékonyan bejutatja a
vektort a sejtbe, rendelkezik génbeviteli szenzorral és nem modositja a gazda sejt biologiai
vagy biofizikai (elektrofiziologiai) tulajdonsdgait. A mddszert ioncsatorna-gének, illetve 1j



tipust, fluoreszcens kalcium szenzorok (troponeon, cameleon) kifejezésére hasznaljuk. A
génbeviteli eljarashoz a modositott, nem humén patogén, Aujeszky féle virust hasznaltuk (1.
abra). A primer sejtkulturat kutyasziv bal kamrabol izolalt sejtekbdl készitettiik (2. dbra).

Pseudorabies virus ( PRV
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1. abra. Az alkalmazott
TR virus vektor szerkezete.
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2. abra. Eredeti fény és
fluoreszcens mikroszkop felvételek
a izolalt kamrai kutya
szivizomsejtekbol késziilt kultararol
(0 nap), valamint 1-3  nap
virusinfekci6 utan.

Eredményeink igazoljak, hogy ez a herpesz virusra alapozott génbeviteli mddszer
szivizomsejtekben hatékonyan alkalmazhatd, mivel a virus az alkalmazott koncentracidban
bejutott a sejtbe (2. abra) és nem befolyasolja a tervezett elektrofiziologiai vizsgalatokat: abra,
I;, aram mérések és kalcium tranziens mérések (3.4bra) vagyis alkalmas olyan plazmidok
bevitelére, amelyek segitségével csendesithetd egy csatornagén funkcidja.
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3.abra. Az I, aram azonos
nagysagu a frissen izolalt és az egy illetve
harom napos a izolalt kamrai kutya
szivizomsejtekbdl késziilt kulturdban (bal
oldali mezd). Kalcium tranziensek
tropeneont expreszalldo szivizom-sejtekbol
(jobb oldali mez0).



A kisérletsorozatbol készitett dolgozatot A Journal of Biomedicine és Biotechnology
cimill tudoményos folyoiratban kozoltiik..
J. Prorok, PP Kovacs, A Kristof, N. Nagy, D. Tombacz, J.S. Toth, B. Ordog, N. Jost, L. Virag,
J.Gy. Papp, A. Varro, A. Toth, Z Boldogkoi Herpesvirus — mediated delivery of a genetically
encoded fluorescent Ca>" sensor to canine cardiomyomyocytes.
J. Biomed Biotechnol, Volume 2009, Article ID 361795, 12 pages, 2009.
Impact factor (2009): 1.750

b) a késoi egveniranyitdo kaliumaram szerepe a repolarizacio megnvujtasaban alloxan
diabétesz nyulmodellben (publikalt eredménvek)

Ismert, hogy szamos olyan betegség van, amely mellékhatasként jelentésen rontja
kardiovaszkularis rendszer mikodését, és ezaltal kozvetleniil befolydsolja az életmindséget.
Ilyen betegség a diabétesz mellitus is. Ismert, hogy a diabéteszes betegeknek hosszabb lehet a
QT szakaszuk, ezért kisérleteink célja az volt, hogy experimentdlisan, alloxdnnal kivaltott
diabétesz modellben megvizsgaljuk, miképpen valtoznak meg a repolarizald kaliumaramok
tulajdonsagai. Megallapitottuk, hogy a betegség hatdsara, ha kismértekben is, de megnyult a
frekvenciakorrigalt QT szakasz (QTc) és ezzel Osszefliggésben csokkent a repolarizalé K-
aram a diabéteszes allatokbol szarmazo szivpreparatumokban (4. abra).
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A betegség okozta dramcsokkenés, hacsak kis mértékben is de megnoveli az AP
idotartamat, ill. az EKG QT szakaszat, és ezaltal csokkenti a sziv védekezési mechanizmusat
a repolarizacios rezervet, ami magyarazatot szolgaltat annak az észrevételnek, hogy miért
vannak a cukorbetegek fokozottabban veszélyeztetve a kiilonbozd letdlis kamrai
ritmuszavaroknak. A kisérletsorozatbol készitett dolgozatot az Acta Physiologica cimi
tudomanyos folydiratban kozoltiik.

Cs. Lengyel, L. Virag, P.P. Kovacs, A. Kristof, P. Pacher, E. Kocsis, Zs. M. Koltay, P. P. Nanasi,
M. Téth, V. Kecskeméti, ].Gy. Papp, A. Varro, N. Jost. Role of slow delayed rectifier K'-current
in QT prolongation in the alloxan-induced diabetic rabbit heart.

Acta Physiologica (Oxf), 192, 359-368, 2008

Impact factor (2009): 2.455 Citaciok: 5

¢) A transzmembran kaliumaramok szerepe az akcios potencial jelformara human és
Kutya szivizom preparatumokon (publikalt eredménvek)

Megvizsgaltuk, hogy két a repolarizaciot kozvetleniil befolyasolo aram, a késdi egyeniranyitd
kaliumaram (Ik,) és befelé egyeniranyitd kaliumaram (Ix;) tulajdonsagai mennyire fiiggnek az
akcios potencidl jelformatdl egészséges human illetve kutya kamrai prepardtumokban. A



kisérletes vizsgélat azt igazolta, hogy az akcidés potencidl hossza ¢s frekvenciafiiggése
kozvetleniil nem befolyasolja az Ix, és Ix; aramok nagysagat (5 és 6 abrak) és kinetikai
tulajdonsagaikat (7. abra).
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Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy az akcios potencial frekvenciafliiggd tulajdonsagait nem az
Ik: és Ix; aramok frekvenciafiiggése hatarozza meg.

A kisérletsorozatbol készitett dolgozatot a Basic Research in Cardiology cimil
tudomanyos folyodiratban kozoltiik.

N. Jost, K. Acsai, B. Horvath, T. Banyasz, 1. Baczké, M. Bitay, G. Bogats, P.P. Nanasi.
Contribution of Iy, and Iy, to ventricular repolarization in canine and human myocytes. Is there
any influence of action potential duration?

Basic Res Cardiol, 104, 33-41, 2009. Impact factor (2009): 5.973

Az el6z6 munka folytatdsdban tovabbra is az volt a célkitlizésiink, hogy mi lehet az akcios
potencial forditott frekvencianyjté (FFN) hatas hatterében. Megallapitottuk, hogy barmilyen
modon érjiik el egy szerrel az akcids potencidl megnyujtdsit ez a megnyulds forditott
frekvenciafiiggd modon fog megtorténik. AP megnyulast kétféle modon lehet elérni: a)



depolarizalo aram fokozéassal (7. abra), vagy repolarizald6 aram gatlassal (8. dbra). A
kisérletsorozatbol arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az akcidés potencial forditott
frekvencianyu;jto tulajdonsaga a egy intrinszik bels6 tulajdonsaga a kamrai miocitdknak.

A Kkisérletsorozatbol készitett dolgozatot a Basic Research in Cardiology cimi
tudomanyos folyoiratban kozoltiik.

Bérandi L, Virag L, Jost N, Horvath Z, Koncz I, Papp R, Harmati G, Horvath B, Szentandréssy N,
Banyéasz T, Magyar J, Zaza A, Varro A, Nanasi PP. Reverse rate-dependent changes are
determined by baseline action potential duration in mammalian and human ventricular
preparations.

Basic Res Cardiol, 105(3):315-23, 2010. Impact factor (2009): 5.973

Egy a Temesvari Victor Babes Orvosi ¢s Gyogyszerészeti Egyetem Korélettani Intézetével
végzett kooperacios munka soran megvizsgaltuk miképpen fiigg 6ssze a kamrai repolarizacid
diszperziodja a kronikus miokardialis infarktussal. Megallapitottuk, hogy kamrai repolarizacid
diszperzidja szoros Osszefiiggésben van az infarktus kialakuldsaval, vagyis az a modszer
kivéaloan alkalmas az aritmiakészség rizikojanak megallapitasara.

A Kkisérletsorozatbol készitett dolgozatot az Acta Physiologica Hungarica cimil
tudomanyos folyoiratban kozoltiik.

Mozos I, M. Hancu, N. Jost, A. Cristescu. Multipolar QRST isointegral maps and QT dispersion
in old myocardial infarction.
Acta Physiol Hung, 97, 11-21, 2010. Impact factor (2009): 0.750

d) A befelé egveniranyitd (Ix;) és a késoi egveniranvitdo kaliumaramok (Ix,. és Iks)
repolarizacioban jatszott szerepének az osszehasonlitéo vizsgalata human és Kkutya
szivekben

Régebbi megfigyelés, hogy a kiillonb6zd speciesekben a késéi egyeniranyitd
kaliumaram gyors komponensének a szelektiv gatloi eltéré mértékben nyljtjak meg a kamrai
repolarizaciot. Ennek az lehet az oka, hogy a kiilonb6z6é fajokban, eltérd mértékben jarul
hozza a repolarizacidhoz a tobbi kaliumaram, pl a befelé egyenirdnyitdé kéaliumaram (Ik;).
Kisérleteinkben megvizsgaltuk az Ik, és Ix; aramok tulajdonsagait elektrofiziologiai és
molekularis bioldgia modszerekkel.

Az Ik, aram szelektiv gatlasa (10 pM BaCl,) jobban megnytjtotta az akcids potencial
id6tartamat (APlyp) a kutya mint human kamrai papillaris izomzatban. Ezzel ellentétesen az
Ik, aram szelektiv gatlasa (100 nM dofetilid) jobban megnytjtotta az API90-ot human, mint
kutya kamrai izomzatban. Az Igxs d&ram gatldsa (1 puM HMR-1556) mindkét speciesben csak
elhanyagolhatd mértékben nyljtotta meg az APlgp-et (7. dbra). Az iondram mérések azt
mutattdk, hogy az Igx; dram denzitdsa kutya miocitdkban, mintegy haromszor nagyobb volt,
mint a human szivizomsejtekben (8. abra). Az Ik, d&ram nagysaga és kinetikai tulajdonsagai
hasonldak voltak a két fajban, mig az Ixs nagyobb kutyaban (9. abra).

Osszehasonlitottuk és kvantifikaltuk az Ig; és Ix, dramok porusformdlé o-alegységek
mRNs szintjeit qPCR technikéval. A mérések soran megallapitottuk, hogy Kir2.1 -Kir2.3 Ik,
csatornagén mMRNS szintek sokkal kevésbé vannak expresszdlodva a huméan kamrai
szivizomzatban, mint a kutyaban, amig a HERG (Ix; génje) denzitdsa hasonld volt a két
speciesben. Ezek az eredmények Osszhangban voltak a Western blot és immunfluoreszcens
fehérje mérésekkel (10. abra).
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Amikor a repolarizacios tartalékot Ix, aram gatlassal elézetesen meggyengitettiik, az additiv
Ix; gatlas huménban csekély, mig a kutya kamrai szivizomzatban tovabbi jelentds APIg
megnyulast eredményezett (11. abra).
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megnyuldst eredményez, mint a humanban. Ezen
¢szrevételre az Ix; aramnak a két species
repolarizacidjaban tapasztalt kiilonboz6
hozzéjarulasa ad megfeleld valaszt, nevezetesen, az,
hogy a kutydban az Ig; é4ram részt vesz a
repolarizacié kialakitdsdban is, amig az emberben
pedig vélhetéen csak a repolarizacios tartalék része.
Ezeket az eredményeket figyelembe kell venni, akkor, amikor kutyadn végzett farmakoldgiai
vizsgalatok eredményét human hasznalat céljabol szeretnénk hasznositani, ugyanis egy
kutyasziven bevizsgalt Ix/HERG csatornagatld repolarizaciora kifejtett hatdsat emberben
konnyen alul lehet becsiilni. Més szdval egy szer, amely kutyaban nem bizonyul proaritmids
hatasunak emberben lehet, hogy stlyos aritmidk forrasa lehet.

Az ebbdl a munkabdl eldkészitettiik egy dolgozatot rangos nemzetkdzi konferencian
mutattuk be (American Heart Association Kongresszus, 2008, november, Dallas, USA) de
tudomanyos dolgozat forméjaban is benyujtottuk a Circulation Research nevii rangos
folyoirathoz, és ahol igéretesnek tlind revizio alatt van.

Jost, Virag L, V. Sziits, P.P. Kovacs, Gy. Seprényi, P. Biliczki, Cs. Lengyel, J Prorok, M Bitay, B.
Ordég, I. Koncz, N. Nagy, J. Szabad, L. Puskas, S. Nattel, U. Ravens, J.Gy. Papp, Varro A, Nattel
S: Weaker inward-rectifier (Ix1) and slow delayed-rectifier (Ix;) potassium currents limit cardiac
repolarization reserve in humans compared to dogs,

Circulation Research, revizio alatt, 2010.
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