Kalium ion-csatornak szerepének vizsgalata szivizomsejtekben a
génkifejez6dés RNS interferencia révén torténo blokkolasaval

Kutatési témank a szivizom kalium ioncsatornainak vizsgalata RNS interferencia technikaval.
Az RNS interferenciat kivaltdé expresszios kazettat Aujeszky-féle virus (AyV) vektorral
terveztliik a szivizomsejtekbe juttatni. A konkrét feladat megoldasahoz tobb olyan altaldnos
problémat is meg kellett oldanunk, amelyhez modellként egy mésik posztmitotikus sejttipust,
az idegsejteket is felhasznaltuk. Ennek két f6 oka az volt, hogy a génbeviteli rendszeriink
hasznalhatosagat ki akartuk terjeszteni mas sejttipusokra is, ill. a virus idegrendszerben vald
alkalmazasdban nagyobb tapasztalatunk volt, s igy tobb kontroll- és eldkisérletet célszerlibb
volt idegsejteken elvégezni. Az elért eredményeket nem idérendben, hanem témakdorok szerint
csoportositva mutatom be.

(1) Mutans virusok eldallitasa

(la) Mutaciok kialakitisanak technikaja Az Aujeszky-féle virus (AyV) DNS-e valamivel
tobb, mint 142 kilobazis par (kbp) hosszusagi. Egy ilyen nagyméretii genomot nem lehet a
hagyomanyos restrikciés endonukledz/ligaz enzimeken alapulé metodikdval genetikailag
rendszerint homoldg rekombinacidval végezziik. E technika 1épései a kovetkezok: elséként a
modositani  kivant viradlis DNS szakaszt izolaljuk (restrikciés enzimek, vagy PCR
segitségével), majd beépitjiik egy plazmidba, ahol elvégezziik a genetikai modositast, majd
megvaltoztatott DNS-t visszajuttatjuk a virus genomba (az el6zdleg klénozott DNS szakaszok
homolog szekvenciaként mitkddnek a rekombinacional). A rekombinans virusokat rendszerint
a bevitt marker gének kifejezodése (altalaban szin reakcid) alapjan izolaljuk. Tehat, sok
esetben a marker gének bevitele és a mutacio kialakitasa ugyanazon folyamatban torténik. Ha
a marker génre nincs sziikségiink, akkor a marker gént tartalmazo virusbol azt ugy tavolitjuk
el, hogy a homolog rekombinacidhoz, a marker gént nem, de a mutaciot tartalmazo transzfer
plazmidot hasznalunk, s a szin eltlinésére szelektalunk. A kovetkezd géneket és DNS
szekvenciakat inaktivaltuk az AyV genomban.

(1b) Génbeviteli vektorok esetében a cél az, hogy a virus vektor nagy hatékonysaggal vigyen
be idegen géneket a célsejtekbe, de maga a vektor ne legyen hatdssal a sejt normalis
¢letmikodésére. Kovetelmény még, hogy ezek a virusok in vitro, sejttenyészeten (AyV
esetében halhatatlan PK-15 epitél sejtvonal) szaporithatoak legyenek. A génbeviteli vektornak
szant virus ribonukleotid reduktdz (RR) génjét inaktivaltuk elsdként a fent emlitett
technikaval. Az RR gén a virus DNS épitdkdveinek szintézisében (NDP-bdl ANDP-ket készit)
jatszik alapvetd szerepet. Mivel osztodo sejtekben jelen vannak ezek a molekuldk, a mutans
virus konnyen szaporithatd a sajat sejtvonalan. Poszt-mitotikus sejtekben azonban, mivel
nincs DNS szintézis, az varhatd, hogy a virus képtelen lesz sokszoroznia magat. Azt
tapasztaltuk azonban, hogy az RR negativ virus citotoxikus hatast okoz az idegsejtekben, sét,
bizonyos foku replikacios képességgel is rendelkezik. Ezért, egy masik AyV gént, a korai
fehérje 0 (EPO) gént is kilitottiikk. Az EPO gén fontos szerepet jatszik abban, hogy a virus a
produktiv fertézés utjara 1épjen. Az RR és EPO kettés mutansok idegsejtekben és pankreasz
sejtekben (Hegyi és mtsai, 2005) megfeleléen avirulensnek bizonyultak. Az izomsejtekbe
torténd génbevitelhez, még egy mutacidt alkalmaztunk; nevezetesen, az AyV antiszensz
promoterét (ASP) inaktivaltuk. Kordbbi vizsgéalatok alapjan (Boldogkdi és mtsai, 2002)
ugyanis azt tapasztaltuk, hogy ez a mutacidé jelentds virulencia csokkentést okoz. A



szivizomba torténd génbevitelre ez a harmas mutaciot (RR, EPO, ASP) tartalmazd virus
kivaloan alkalmasnak bizonyult (Prorok és mtsai; 2009).

(1c) Szinapszisokon torténd génbevitel esetén a cél az volt, hogy az idegrendszer egy tavoli
pontjara a perifériar6l, vagy mas, konnyen hozzaférheté helyrdl idegen géneket (pl. RNS
interferenciat kivaltd expresszios kazettakat) tudjunk bevinni. Egy ilyen virus vektor
kialakitasahoz mas tipusu gének climinacidjara van sziikség. Az AyV az idegsejtekben
mindkét iranyban terjedni képes. Ez nem kedvezd sajatsdg, mert igy a virus nem alkalmas az
ideghalozatok térképezésére. A virus vektor ,,egyenirdnyusitasa” érdekében az anterograd
terjedési irdnyt meghatarozd gliikoprotein E és I géneket elimindltuk, ami kizarolagos
retrograd terjedést eredményezett (Boldogkdi és mtsai, 2009). Tovabba, amennyiben idegen
gének bevitele a cél, a virus vektornak egy viszonylag hosszu ideig nem szabad, hogy hatéssal
legyen a cél sejtek mikddésére, ezért a virus vektor virulencidjat csokkenteni kell. A mar
emlitett EPO és ASP mutéciok is alkalmasak erre a feladatra. Az AyV egyik legfontosabb
citotoxicitast okozo faktora a ,,virion host shut-off” (VHS) gén, melynek terméke egy
ribonukledz. A VHS gén kiiktatdsdval nem csupan a virulencia csokkenését idézziik eld,
hanem a virusba épitett transzgén joval erésebb kifejez6dését. Ennek oka az, hogy a VHS-
negativ virussal fert6zott sejtekben a mRNS-ek nem degradalédnak. A VHS/ASP kett6s
mutans virusok bizonyultak legjobb génbeviteli vektornak (Boldogkdi és mtsai, 2009).

Fluoreszcens marker géneket kifejezo virusok

Fluoreszcens markerként a zold fluoreszcens protein (GFP) €s a piros szinii DsRed kiilonféle
szin-és egyéb (érési id0, monomer forma) variansait hasznaltuk. A riporter gének
kifejezddését tobb tényezd hatarozza meg. A mar emlitett VHS mutacié mellett, a marker
gének kifejezodését novelhetjiik a promoter kivalasztasaval, ill. a marker gént kifejezo
expresszios kazetta megfeleld genomidlis lokalizacidjaval. A génexpresszid szabalyozasara
rendszering a human citomegalovirus IE1 promoter/enhanszerét hasznaltuk. In vitro
szivizomsejtes modellt alkalmazva, azt tapasztaltuk, hogy a virus altal bevitt Ppemy-GFP
expresszios kazetta alacsony szinten fejezédik ki, ha azt az EPO génnek megfelel6 DNS
szakaszba integraljuk. Tobb genomidlis integracios helyet teszteltink, s ezek koziil a
legmagasabb expressziot biztositd helynek az ASP régio bizonyult. Ennek egyik oka az, hogy
ez a régiod két kopidban taldlhaté a genomban, a masik ok pedig az, hogy a kornyezd viralis
szabalyozo elemek optimalis kornyezetet biztositanak a magas szintli génkifejezédéshez. A
kiilonboz6é szinvariansokat kifejezd virusok egyiittes hasznalata kiilondsen az idegpalyak
térképezésénél, Uj kutatasi lehetOségeket biztosit. Tobbek kozott, ilyen virusok

alkalmazaséval, kiilonb6z6 idegi kdzpontok finomszerkezetét tudjuk térképezni (Boldogkdi és
mtsai, 2009).

Aktivitas markereket kifejezo rekombinans virusok

A sejtek aktivitasanak vizsgalatat a sejtmiikodésre jellemz6 folyamatok detektalasaval
végezhetjiik el. A szinaptikus holyagokban a pH kozel 2 értékkel alacsonyabb, mint a
szinaptikus résben. Ezt a kiilonbséget mutatjak ki az un. synaptopHluorin konstrukciok. A
Ca®" intracellularis valtozasai mutathatok ki valds idében a Cameleon és troponeon
konstrukciokkal, a FRET (fluorescence resonance energy transfer) detektalasaval. A két
kalcium szenzor felépitése hasonlo. Egy kék (CFP; cyan fluorescence protein) és egy sarga
(citrin) fluoreszcens proteint egy kalcium-koté peptid szakasz valaszt el egymastol. Ha nincs
Ca’* a sejtben, akkor a kék fluoreszcens fehérjét gerjesztve kék emissziot kapunk. A Ca®*
szint novekedésével a két fluoreszcens gén komponens kozelebb keriil egymashoz, s a kék
komponenst gerjesztésével, a kibocsatott kék szin energidjanak egy része atadodik a térbelileg



kozeli sarga fluoreszcens proteinnek, s sarga emissziot is kapunk. A kék/sarga emisszios szin
aranya a citoplazmaban 1év6 kalcium szinttdl fiigg, a kalcium szint pedig a sejt aktivitdsanak
jellemzdje. Neuronokban hasonlitottuk dssze a kiillonb6z6 fluoreszcens aktivitds markereket, S
azt tapasztaltuk, hogy ezek koziil a troponeon a legmegfelelébb (Boldogkdi €s mtsai, 2009), s
a tovabbiakban ezt a markert alkalmaztuk a szivizomba val6 génbevitelre is (Prorok és mtsai,
2009). A synaptopHIuorin konstrukcidval az volt a probléma, hogy viralis génbevitel esetén
nem csak a szinaptikus vezikulumokban lokalizalédott, hanem a sejtmembranban is, a
Cameleon pedig tal alacsony szinten fejezodott ki.

RNS interferencia virusok

A génbeviteli koriilmények és a génkifejezddés optimalizalasat kovetden kutya Kv4.3 gént
szabalyoz6 RNS interferenciat okozo hajtti (hn)RNS-t kifejezé expresszios kazettakat
épitettiink be az AyV vektorba. A gén harom kiilonb6z6 pontjara tervezett hnRNS-eket
kodoldé DNS szakaszokat alakitottunk at expresszids rendszerekké a Promega ,,U1l hairpin
cloning system”-ének segitségével. A virus sejtbe valdo bejutdsat egy beépitett GFP gén
expresszios kazettaval tudjuk nyomon kovetni. Jelenleg ezzel a harom virus torzzsel-, ill.,
Kv4.3 géneket kifejez0 CHO sejteken plazmid vektorok altal bevitt és kifejezett RNS
interferenciat kivaltdo ,,agensekkel” folytatunk kisérleteket a Kv4.3 gén kifejezddésének
gatlasara.

Szivizomsejtekbe és neuronokba valéo marker gének bevitele AyV vektorokkal

Szivizomsejtekben teszteltik a GFP kifejezédés mértékét a genomidlis lokalizacio
fliggvényében. Az eredetileg tervezett EPO gén helyére beiiltetett GFP expresszios kazetta
nem fejezddott ki megfeleld mértékben, a késObbiekben elkészitett LAP helyre beépitett
marker gén viszont igen. Ezért a tovabbiakban a LAP helyet hasznaltuk az idegen gének virus
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optimalisabb volt, mint egyéb genom szakaszok hasznalata.

Genetikailag kodolt fluoreszcens aktivitas markerek poszt-mitotikus sejtekbe valo
bevitele virus vektorokkal

Troponeon (Tn-L15) gén funkcionalitasat teszteltiik szivizomban és neuronokban is. Frissen
izolalt miocitakat fertézve 16 ora elteltével tudtunk fluoreszcencia jeleket detektalni (485 nm
emisszi®) 535 nm-es fénnyel valo gerjesztést kovetden. A citrin és CFP aranyéanak valtozéasa a
varakozasoknak megfelelden korrelalt a kalcium szint valtozasaval (Prorok és mtsai, 2009). A
retina ganglion sejtjeiben is vizsgaltuk a troponeon miikddését. Egér elsddleges
latokdzpontjaba oltva a troponeont kifejez6 virust, tobb szinapszissal késobb a retina ganglion
sejtjeiben vizsgaltuk, ahova retrograd transzport utjan keriilt. Méréseink szerint a virus altal
bevitt troponeon alkalmasnak bizonyult a kalcium szint mérésére: mind farmakoldgiai
(glutamat), elektromos és élettani (fény) ingerlés hatasara erdteljes FRET reakciot mértiink
retina szelet sejteken (Boldogkdi és mtsai, 2009). A troponeon az idegi miikodés optikai
vizsgalatat teszi lehetévé egyidejiileg nagyszamu sejten, ami egy uj, hatékony eszkozt biztosit
az agykutatas szamara.

A virusfertozés hatasa a sejtekre

A génbeviteli rendszerek fontos kritériuma, hogy maga a rendszer ne legyen hatdssal a
célsejtekre, ellenkezd esetben nem tudjuk, hogy milyen hatas szdrmazik a bevitt gén, és mi a



rendszer altal. A mi esetlinkben a virus sejtekre vald hatasat kell elimindlni véglegesen vagy
egy hosszabb id6intervallumban. RR/EPO mutans virusok hatasat vizsgaltuk pankredsz
sejteken in vivo (tengeri malac) kisérletes rendszerben. A kontrollként hasznalt vad alapt
torzs esetében immun-hisztokémiaval (anti-AyV antitestet alkalmazva) kimutattuk a virus
antigének megjelenését a fertdézott sejtekben, mig az RR/EPO kettés mutdnsok esetében a
virus fehérjék nem jelentek meg, jelezvén, hogy a virus nem inditotta be a produktiv
infekcioval jaro szaporodasi ciklusat (Hegyi és mtsai, 2005). Az RR/EP0/ASP harmas mutans
virus szivizomsejtekre valo hatasat tobb aspektusbodl is megvizsgaltuk, melyek a kdvetkezok
voltak: a sejtek tulélése; a tranziens outward Iy, aram patch clamp analizissel, ill. a
sejtrovidiilés vizsgalataval 1, 2 és 3 nappal a fertézés utan, nem-fert6zott sejteket hasznalva
kontrollként. Eredményként azt kaptuk, hogy a virus nem valtoztatja meg a fenti
paramétereket a vizsgalt idopontokban (Prorok és mtsai, 2009). Idegsejtek esetében egy
masféle modszert alkalmaztunk a virus sejtre val6 hatdsdnak vizsgalatara. Ennek oka az, hogy
transz-szinaptikus génbevitel esetében olyan virusokkal dolgozunk, amelyek neuronokban
valdé replikaciora képesek, hiszen csak igy tudnak terjedni az idegrendszerben a
szinapszisokon keresztiil. Magyarul, a virusvektor altal okozott citotoxikus hatas
elkeriilhetetlen, de ezt egyrészt lehet késleltetni, a mar emlitett virulencia csokkentd
mutaciokkal, masrészt, a virus fert6zés idejét lehet detektalni, az altalunk kidolgozott ,,timer”
virus technikdval. A ,timer” virus technika lényege, hogy a virus vektorba két olyan eltérd
szinl fluoreszcens gént iiltetiink be, amelyek detektalhatosagi ideje eltéré. Rendszeriinkben a
z0ld fluoreszcens protein tobb oraval a piros fluoreszcens protein elétt detektalhatd. A
kimutathatésagban val6d iddébeli eltérés okai a kovetkezdk: a piros fluoreszcens protein
(DsRed2) érési ideje hosszabb, mint a GFP-¢, a GFP-t két kopiaban épitettiik be a virus
genomba, ill. a GFP-t a magas expressziot biztositd ASP régioba integraltuk, mig a DsRed-et
a gE gén helyére. Mindkét gén legmagasabb szintli aktivitdsit VHS negativ genetikai
hattérben fejtette ki. Tovabba, az aktivitds és timer funkcidt egyetlen virusban integraltuk, s
igy egy olyan eszkdzt kaptunk, amellyel a neuronok aktivitdsa és a sejt fiziologiai allapota
egyidejiileg vizsgalhato.

Az AyV fertozés sejttipus fiiggése

Az AyV-alapt vektorokkal egy univerzalis (tobb sejttipusba vald) génbeviteli rendszert
szandékozunk 1étrehozni, ezért megvizsgaltuk, hogy valdoban minden sejttipusban
elhelyezkedd piramissejtek, amelyeket a virus nem képes a CA1 piramissejtekbdl megfertézni.
Ezek a sejtek azonban kozvetleniil, a sejttest membranjan keresztiil fertézhetok AyV-al.

Human kalium ioncsatornak kifejezodésének vizsgalata

Az ioncsatorndk kifejezddésének szabdlyozdsdhoz hasznos informaciot szolgaltat a
természetes kifejezddésiik vizsgalata. Kezdetben emberi szivizom kalium ioncsatornainak
kifejez6dését terveztilk blokkolni RNS interferenciaval, ezért human ioncsatornak
kifejezodését tanulmanyoztuk kvantitativ real-time PCR segitségével. A kisérletek részletes
eredményeit egy kdzleményben publikaltuk (Orddg és mtsai, 2006) (Késébb, tobb ok miatt is
attértiink a kutya modellre) Tobbek kozott, kimutattuk, hogy a Kv1.7, a Kv3.3 és a Kv3.4
ioncsatorna alegységek hasonlo szinten fejezOdnek ki, mint a jol ismert ioncsatornak, ezért jo
okkal feltételezhetd, hogy ezek az alegységek fontos szerepet toltenek be a nativ dramok
kialakitasaban. Ezen eredmények ismeretében dontottiink ugy, hogy a Kv4.3 ioncsatorna
alegység lesz az elsO, melynek RNS interferenciaval vald szabalyozasat kiséreljiik meg.



Osszefoglalas

A munkank soran olyan Aujeszky-féle virus alapu vektor rendszert allitottunk el6, amely nagy
hatékonysaggal képes idegen géneket bevinni posztmitotikus sejtekbe in vivo és in vitro
koriilmények kozott. A virusnak, a vizsgalati iddszakban nincs kimutathatdo hatisa a
sejtmiik0désre. Transz-szinaptikus génbevitel esetén pedig kidolgoztunk egy olyan szisztémat
(timer funkcio), melynek segitségével detektalhatod a sejtek fertdzottségi allapota. Transzgén
modellként a troponeont (Tn-L15), egy genetikailag kodolt fluoreszcens aktivitas markert,
alkalmaztunk szivizom és idegsejtekben.
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