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TEZIS I. NAGY DNS TARTALMU LIPOSZOMAK KIFEJLESZTESE
EUKARIOTA SEJTEK HATEKONY TRANSZFORMACIOJARA

I.1. BEVEZETES

A rekombinans DNS technolégiaval megvaltoztatott DNS eukaritta
sejtbe juttatdsa a molekularis biologia egyik fontos eszkozévé valt az utobbi
két évtized sordn. Ez tette lehetdové a génexpresszid szabalyozédsdnak
vizsgalatat és szamos eukaritta gén funkcidjanak azonositasat. Napjainkban,
amikor a génterapia limitalt alkalmazasa lehetové valt, az egyik legfontosabb
akadaly amivel meg kell birk6ézni, a DNS bevitel hatékonysaganak és
iranyithatosaganak (célzott bevitel) megnovelése. Ugyanilyen fontos a
hatékonysag novelése, a mezdgazdasagilag hasznos novények és allatok létre
hozasara.
1984-ben, amikor Dr. Duda Emd csoportjaban elkezdtem dolgozni az
egyetemi doktori tézisemen, ezen problémak mar néhany éve
megfogalmazodtak a szakirodalomban. A csoport korabbi tagjai tettek
néhany sikeres 1épést a létezd moédszerek meghonositasara és 1j modszerek
kifejlesztésére a genetikai transzformaci6 (transzfekcio) teriiletén (1,2).

Akkoriban a legaltaldnosabban hasznélt transzfekciés modszer a
kélcium-foszfat-DNS koprecipitacié (3,4) volt. Ezen technika elonye, hogy
viszonylag egyszertien kivitelezhetd és olcsé. A hatranyai kozé tartozik, hogy
jelentds a variacié az egyes sejttipusok esetén a transzfekcié hatékonysagat
illetden. Sok sejtvonalra egyaltalan nem alkalmazhatd, mert mérgezo
hatdsdnak elkeriilésére alkalmazott technikai modositasok esetén a
hatékonysag szinte a nullara csokken. In vivo gén bevitelre nem hasznalhato.

Sikeres génbevitel esetén, az &ltalaban képzodo konkatamerek miatt, a
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kopiaszam véltozd, ami atrendezodésre, inaktivaciéra (pl. metilaciok)
vezethet a bevinni kivant génben amellett, hogy a dominans szelekcits
marker gén miitkodoképes marad.

A mikroinjektdlasos modszer nagy hatasfokd, de draga
muszerezettséget és a transzfektdld személy specidlis ligyességét kivanja
meg. Nagy mennyiségi sejt esetében nem nagyon hasznalatos.

A DEAE-dextan modszer csak atmeneti expresszio kifejeztetésére
alkalmas, egyes fogékony sejtvonalak esetén, mert a gazda sejt
kromoszémalis DNS-ébe csak nagyon ritkan torténik beépiilés.

A retro- és adenoviralis modszerek nagyon hatékonyak, azonban a
biztonsagi megfontolasok miatt specialis laboratériumokat igényelnek és in
vivo csak megfeleld eljarasok kovetése t1tjan haszndlhatok. Mindez
koltségessé teszi még most is a hasznalatukat, nem is beszélve arrdl, hogy a
megfeleloen biztonsagos viralis vektorok kidolgozasa az 1980-as években
még csak a kezdetén volt.

Napjainkban az elektroporaci6 a virdlis modszerek utin a
leghatékonyabb technika, de erre csak probalkozasok torténtek az 1980-as
évek elején. Hasonlban mas transzfekciés technikakhoz, kiilonbozo
sejtvonalakban més és mas a hatasfoka; i1 vivo nem hasznalhato.

Az a felfedezés, hogy a liposzémak (5) képesek képzodésiik soran a
vizes féazisban oldéd6 anyagok bezarasara, s azokat a sejtmembrannal
kolcsonhatva a sejtekbe bejuttatni, vetette fel a lehetoségét annak, hogy
transzfekcids rendszerként hasznaljak fel cket. A liposzémék géntranszferhez
val6 felhasznalasanal elonyosnek tant viszonylag egyszert preparalasuk, az,
hogy hosszu ideig tarolhatok stabilan, kevéssé toxikusak és védik a bezart
nukleinsavat a nukledzok degradalé hatasatol. Mivel bizonyos paramétereik
(pl: nagysag/atmérd, felilleti toltés és a lipid kettosréteg fluiditésa)
valtoztathato, kiillonbozo feltételek kozott alkalmazhatok. Az elképzelés az

volt, hogy glikolipideket a membréanjukba épitve és lektineket felhasznalva



novelhetd lesz a sejtekhez valo kotodésiik, a felsziniikre ellenanyagot kotve
pedig specifikus sejteket lehet velitk megcélozni.

Mindezen biztat6 elozmények ellenére, az 1984-86-ig Kkifejlesztett
liposzémas géntranszfer moédszerek, a modellként hasznalt szovetkultiras
sejtekkel, kisebb transzfekcits frekvenciat értek el, mint a hagyomanyosan
hasznalt technikak. Ugyanakkor léteztek olyan kisérletek, amelyek igazoltak
azt az elvéarast, hogy a méas modszerekkel alig transzfektalhato sejtvonalak
liposzémas mechanizmussal megfelelden transzfektalhatok (szuszpenzidban
novo sejtvonalakba valé génbevitel (6), vagy a ndvényi sejtek transzfekcidja
liposzémaval (7) volt az egyik legjobban mtkodd technika). Az alacsony
transzfekciés hatasfok o okai valdszintleg a kovetkezok voltak: a/ a
liposzoméba valé DNS bezaras alcsony foka, b/ a liposzoméba zart DNS
sokszor sériilt allapoti, ¢/ a sejtbe juttatott liposzomak nagy része a
lizoszémakban kot ki és igy tartalmuk (ha nem jut ki a lizoszémakbol)
degradalodik.

Mindezeket figyelembe véve az egyetemi doktori dolgozat 0
célkitizései a kovetkezdek voltak a liposzémas transzfekcids technika
hatékonysagénak novelése céljabol:

1/ Uj médszer kidolgozasa a DNS liposzémaba zarasara, amelynek
segitségével:

a/ aliposzomék tilnyomo tobbsége tartalmazni fog DNS-t,

b/ a nagy molekulatomegti DNS-nek is jelentds szazaléka lesz intakt
allapotban beépithetd a liposzémékban.

2/ Megnovelni a liposzomakba zart DNS védettséget a liposzomak
sejten beliili kinyilasa esetére.

3/ Megvizsgalni, hogy a nagyobb bezarasi hatékonysag és a nagyobb
védettség eredményez-e transzfekcids frekvencia névekedést és ez hogyan
viszonyul a legaltalanosabban hasznélt transzfekciés rendszerhez, a kalcium-

foszfat-DNS koprecipitacios modszerhez.



Kiindul6 elképzelésiink az volt, hogy a DNS liposzémaba zarédéasét a
DNS térbeli szerkezetének megvaltoztatasaval (tomorebbé tételével) és a
DN toltéseinek ledrnyékolasaval (foszfatidil-szerin alapt liposzémaék miatt)
érhetjiik el. Ilyen kompakt szerkezettel (a természetben) pl. a kromoszomak
és a virusok rendelkeznek. Ezért modellként, eloszor a kénnyen kezelhetd 1

fagokat valasztottuk a liposzémas kisérleteink targyava.



1.2. ALKALMAZOTT MODSZEREK

I. 2. 1. Liposzémak készitése

Foszfatidil-szerint és a tobbi foszfolipidet marha agybol preparaltuk
Folch (8) modszerével. Tisztasdgukat kétdimenzios — vékonyréteg
kromatografiaval ellendriztiik, Dr. Horvath Ibolya (SZBK, Biokémiai Intézet)
segitségével.

A nagy atmérdja, egy lipid kettdsrétegii liposzomak (LUV)
készitésénél Papahadjopoulos és munkatarsai modszerét (9) kovettiik,
modositva az altalunk bevezetett, | fagra alkalmazott bezarasi technikaval: a
kloroformban oldott foszfolipidet vakuumban beszariiottuk (Rotary
evaporator), majd a kloroform maradékat N> gazzal eltavolitottuk. A lipidet
felvettiik (vortex néhany percig) NHT pufferben (150 mM NaCl, 2 mM L-His,
2 mM TES, pH=7.4), 10 mmol/ml-es végkoncentracioban. SUV-ot allitottunk
elo erds ultrahang segitségével (Brandson tipusu ultrahangozo, 5-15 °C
kozott vizfiirdd, 5-20 perc). A megmaradt nagymérett, tobb kettdsrétegh
(MLV) vezikulumokat kicentrifugaltuk (Eppendorf centrifuga, 20 perc,
hidegszoba). A feliiluszéhoz CNHT puffert (0,1 M CaCl, NHT-ben) adtunk
(10 mmol foszfolipidre 50-100 ml-t), és egy éran at inkubaltuk 37 «C-on, lezart
Eppendorf csoben. Az igy képzoddo fehér csapadékot Eppendorf
centrifugaban kiiilepitettitk (10 perc, hidegszoba), s a feliiltsz6 eltavolitasa
utan osszekevertitk 100 ml olyan pufferrel, amely tartalmazta a bezarni
kivant anyagot (DNS esetében NHTE: 0,4 mM EDTE NHT-ben; fag esetében
MNHT: 5 mM MgSO; NHT-ben). Ezt kovetden részletekben 500-1000 ml
ENHT-t (02 M EDTA NHT-ben) adtunk hozza tgy, hogy enyhén
megkevertiik és 37 °C-on inkubéltuk; az inkubalast a csapadék feltisztulasa
utén 30 percig még folytattuk. A be nem zart anyagokat a liposzomaktol

differencial centrifugalassal valasztottuk el ugy, hogy a liposzomakat



meghigitottuk 20 ml NHTE-vel és steril centrifuga csovekben 38000 g-vel
lecentrifugaltuk (30 perc, 5-15 °C). A mosast megismételtiik és a liposzomékat
legvégiil 1 ml NHTE-ben vettiik fel. Az ilyen médon készitett liposzémak
alacsony homérsékleten (5-10 °C-on) tarolva, egy hétig teljesen megorizték
aktivitasukat és egy honapig biztosan hasznalhaték maradtak a transzfekcios
Kisérletek céljara.

REV-et (forditott fazisi, nagy atmérgja liposzomdk) Szoka és
munkatarsai (10), valamint Straubinger és munkatirsa (6) alapjan
preparaltuk.

I. 2. 2. Rekombindns DNS technologiak

Valamennyi rekombinans DNS-sel valé mtveletet (plazmid DNS, fag
DNS, intakt fag tisztitas, plazmiddal baktérium sejtbe valé transzformacio, in
vitro fag pakold elegy készitése és a fag DNS pakolasa, restrikcids
endonukleaz enzimek hasznalata, DNS fragmentumok ligalasa, 32P-ATP-vel
valé DNS jelolés) a Maniatis és munkatarsai altal megirt kézikonyv (11)
alapjan végeztiik el. 1»I-dal a DNSt Commerford (12), a fag fehérjéit
Greenwood és munkatéarsai (13) alapjan jeloltiik meg. A liposzémaéba zart
DNS mennyiségének meghatarozasat izotopos jelolés esetén (2P ill. 12])
aliquotok  aktivitisanak mérésével végeztiik el PPO-POPOP-toluol
szcintillaciés koktélban (1% Triton X-100-at hasznalva és 1 napot varva a
liposzémak degradacidjahoz). Nem jelolt DNS esetén a mintakbol
aliquotokat vettiink és brémfenolkék tartalmit mintapufferben (2% SDS-sel
kiegészitve) 10 percen at 68 °C-on inkubaltuk, majd 0,7% agaréz tartalmi
gélen megfuttattuk oOket. EtBr festés utan Osszehasonlitottuk az UV-

sz

higitasi soraval, s igy kaptuk meg a bezart DNS mennyiséget.



I. 2. 3. Szovetkultura, transzfekciod

Humaén eredet Hela sejteket és egérbol szdarmazdé LMTK: sejteket
hasznaltunk a“transzfekciés kisérletek céljara. A Ca-foszfat precipitacioval
torténd emlods sejt transzformaciot Graham és van der Eb (3), valamint
Wiegler és munkatéarsai (4) alapjan végeztiik el figyelembe véve az azota
bevezetett kisebb modositasokat, amivel a transzfekcié hatasfokat és
megbizhatésagat novelték.

A liposzémakkal valo transzfekcié esetén a Ca-foszfathoz hasonldan
az €]6z0 napon 5x10° sejtet raktunk ki tripszinezéssel 6 cm-es lemezekre. A
sejteket fiziologids sooldattal mostuk meg a liposzomékkal valod
transzformacié elott. A liposzomakat 0,9% NaCl-dal megfeleld
koncentraciéra higitva 300 ml végtérfogatban adtuk a sejtekhez, a petri
csészére Gvatosan rétegezve. 20-30 perces, 37 °C-os inkubalas utan vagy 2 ml
tapoldatot mértiink rajuk és ezeket 3,5 6ran keresztiil hagytuk allni a 37 *C-os
termosztatban, majd glicerin sokkot alkalmaztunk, vagy azonnal sokkoltunk
glicerinnel (25% glicerin 1,5-2,5 perc). Stabil transzformaci6 esetén a sejteket
két nap mulva attripszineztitk 10 cm-es petri csészékre és 400-500 mg/ml
G418 (GIBCO) jelenlétében szelektaltunk (14) a neomicin gént tartalmazo
klénokra. Ha nem alkalmaztunk glicerin sokkot, akkor mind a Ca-foszfat,
mind a liposzémaés transzformaécio6 esetében a sejteket a transzformalé anyag
hozzaadéasa utan 3,54 o6raval PBS-sel mostuk és a tapoldattal inkubaltuk
tovabb.



I. 3. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

I. 3. 1. Szelekciés marker gént tartalmazoé lambda fag klonozésa

Ahhoz, hogy mérni tudjuk a liposzémaba zart lambda fag vektorok
transzfekcios hatékonysagat sziikséges volt kifejleszteni olyan lambda
vektort, amely tartalmazott legaldbb egy dominans marker (a transzfektalt
emlds sejtnek szelekcios eldonyt nyujté) gént. Laboratériumunkban a
neomicin-foszfotranszferaz gént tartalmazé6 pAG60 plazmidot (15)
hasznaltuk, mint szelekcioés markert a Ca-foszfat koprecipitaciés kisérletek
soran. Ezért, hogy a két modszer kozotti Osszehasonlitis azonos
kritériumokon alapuljon, az EcoRI enzimmel részlegesen emésztett pAG60
plazmidot beklonoztuk a IgtWES-1B vektorfag (16) EcoRI enzimmel elhasitott
és tisztitott karjai kozé a kozépsd nem esszencidlis fragment helyére. Mivel a
kivanatos rekombinans lambda fag (IgtWESneo) DNS szinten kis méreth
(42174 bp), az in vitro bepakolds kedvezményezte a nagyobb méreta
fragmentek beépiilését. Ezen kombinaciok koziil kivalasztottuk a IgtWESneo-
10 klont (48480 bp), ahol az EcoRI részleges hasitas a nem kivanatos helyen (a
neomicin-foszfotranszferaz enzimet meghajté timidin-kinaz (TK) promotert
inaktivalta) tortént meg, és a linearizalt plazmid duplan épiilt be. A fag
klénok funkcionalis analizisét 358 baktériumon végeztiik el, amely a IgtWES
fagok szamara lizist nem megengedd supE gazda. Egyiitt inkubalva kis
mennyiség fagot és baktériumot (folyadék kultiraban), egy-két nap mulva
megjelentek olyan baktériumok, amelyek képesek voltak ndoni ampicillin,
kanamicin és tetraciklin jelenlétében. Ami azt jelentette hogy a harom gén
intakt maradt. A kontrollként hasznalt IgtWESIB nem adta ezt az

eredményt.



I. 3. 2. Nagy molekulatomegi DNS hatékony bezarasa liposzémaba

Radioaktiv izotéppal megjelolt, tisztitott, kiilonbozo molekulatomegf,
linearis DNS-eket hasznédlva kimutattuk hogy a Ca-kohleatos LUV modszer
(9) a kozepes és nagy molekulatomegtit DNS-eket elhanyagolhaté mértékben
zarja be a liposzomdkba. A DNS és a lipidek egyiittes ultrahangozasan
alapulé REV moédszer egyforman hatékony a kiilonb6zd molekulatémegt
DNS-ek esetén. Tisztitott lambda fagot hasznalva (IcI857Sam?7) azt talaltuk,
hogy a LUV modszer bezérasi hatasfoka nagysagrendekkel megnd a csupasz
DNS bezarhatésagahoz viszonyitva. Ugyanakkor ez a nagyobb hatasfok
megmaradt 5 mg/ml lambda DNS koncentréacional is.

Ha a [LUV-ba valo bezarhatosdagot a kiilonbozd DNS
molekulatomeggel rendelkezd lambda fagok esetében nézziik, akkor azt
talaljuk, hogy a vad lambda (IcI857Sam7; 48502 bp) esetén a bezarhatosag a
legkisebb, a nalanal kisebb molekulatomegt rekombinans fagokhoz képest.
Ez arra utal, hogy a fag stabilitisa alapvetden fontos a liposzémaba val6
beépiilés szempontjabol (LUV képzése soran hasznélt, atmenetileg magas
EDTA koncentracié valdszintileg gyorsabban destabilizalja a fag fehérje
szerkezetét, ha a fag DNS jobban kitolti a fag fejet). lgy a kiszabadul6 DNS
méar nem képes beépiilni a képzddd liposzomakba. A masik (ezzel egyiitt
hato) tényezo az lehet, hogy a fagok asszocialnak a mar kész LUV-okhoz; itt
is a stabilabb fag tovabb egyiitt tartja a DNS-t a liposzémakkal, mint a
nagyobb molekulatomegi DNS-sel rendelkezd fag. Frdekes hogy a
1cI857Sam7-nel 22 bp-ral kisebb DNS-t tartalmazoé 1gtWESneo10 fag esetén
jelentdsen tobb DNS zarddott be a LUV-ba, s ez a kiilonbség még tovabb nott
a proteinaz-K kezelt liposzémék esetén. Ez arra utal, hogy a vad lambdanal
valamivel kisebb molekulatomegi rekombinans fagok esetén mar 20% LUV-
ba val6 beépiilés is elképzelhetd, mig adataink biztosan mutatjak, hogy 42 Kb

nagysagu rekombinans A fagok kb. 50% DNS beépiilést tesznek lehetdveé.
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Cirkularis DNS (plazmid) LUV-ba valé bezarhatésaga egy-két
nagysagrenddel kisebb, mint a nagyobb DNS molekulatomegi intakt fagok
DNS-ének bezarhatosaga. A pAG60 plazmid REV-be valé bezarhatosaga
hasonl6 értékeket mutat, mint a linearizalt DNS fragmenteké.

Ezek utan megvizsgaltuk, hogy mi torténik a LUV-ba ill. REV-be
bezart DNS-ekkel, agaroz gélelektroforézissel. Kimutattuk, hogy a magas
bezéarasi hatékonysagok a REV médszer esetén megtévesztdek, mert kb. a
bezart DNS-ek fele degradalédott. A nem szonikalt kontroll DNS-ek
molekulatomegével megegyezd, REV-be zdrt DNS-ek pedig valoszintileg
szintén megsériilhettek, erre azonban direkt kisérleti bizonyitékokat nem
szereztiink. A funkciés analizisre (emlds sejtek transzfekcidja) biztuk a
dontést, hogy a pAG60 plazmid kb. 20%-os REV-be zarodasi hatasfoka (kb.
12-13% maradt nativ molekulatomegli a bezaras utan) valéban nagyobb
transzfekcids frekvenciat jelent-e, mint a IgtWESneo fag 50% bezarasi

hatasfoka (ami 7-8 %-nyi pAG60 plazmidnak felel meg).

I. 3. 3. Eml0s sejtek hatékony transzfekciéja LUV-ba zart faggal

Az egér L sejtvonalanak tk- tipusa (LMTK") a szakirodalom alapjan
(1417) egyike a Ca-foszfat modszerrel legjobban transzformalhato
sejtvonalaknak (Ca-foszfat-DNS csapadék még 16 6ra inkubalas utdn sem
toxikus, glicerin sokkot akar 5 percig is elviseli). Ezért eloszor a liposzoma
transzfekciés rendszeriink vizsgalatara az LMTK: sejteket hasznaltuk fel.
Megallapitottuk, hogy a pAG60 plazmiddal torténd Ca-foszfatos transzfekcié
atlagosan minden Otszazadik sejtet transzformalja genetikailag (G418
rezisztens klénok). Az altalunk kialakitott médszer, a LUV-ba csomagolt,
intakt rekombinans lambda faggal torténd transzfekcié pedig eléri a Ca-
foszfat médszer legalabb 50%-at. Ez pedig majdnem egy nagysagrenddel

nagyobb, mint amit a szakirodalomban egy ehhez hasonl6é rendszerben



lekozoltek (18), REV-et hasznalva.

A kovetkezd lépés volt a Hela sejtek transzfektalhatésaganak
vizsgalata. Itt hasonlitottuk Ossze részletesen a Ca-foszfat-DNS
koprecipitaciés, a hagyomanyos (REV) modszert és a modositott LUV
eljarast. A Hela sejtek kb. egy mnagysdgrenddel kevésbé ol
transzformalhatok, mint az LMTK- sejtek a Ca-foszfat modszerrel (15).
Eredményeink ugyanezt mutattak: pAG60 plazmid DNS-sel a transzfekcios
frekvencia 2-3x10+ volt. Fag DNS-t hasznalva ennek felét, ill. harmadat
lehetett elérmi. A REV-be beépitett pAG60 plazmid maximum 3-4x10--es
transzfekcios  frekvenciat mutatott. A bevitt liposzoma-mennyiség
csokkentésével a transzfekcids frekvencia (habar nem aranyosan), de tovabb
csokkent.

Izolalt fagokbodl (esetiinkben IgtWESneo) joval nagyobb DNS
fag DNS-bol. Igy a LUV-ba beépiilt, ill. hozza kotodott fag DNS, fagok
forméjaban, mennyisége nagysagrenddel nagyobb, mint a REV-be beépitett
DNS-é: 4 mg/ml-es fag szuszpenziobol kiindulva 220 mg fag DNS asszocialt
4 mmol PS-LUV-hoz a mosasok utan, mig a REV-be 12 mg teljes hosszusagu
lambda DNS volt beépithetd fagok hasznélata esetén (ennek kb. egyharmada
volt elérhetd tisztitott fag DNS-sel). Ezaltal elérhetd volt a LUV-ok
transzfekciés hatasfokanak tanulmanyozéasa széles liposzéma koncentracid
tartomanyban. Ezen kisérletek eredménye azt mutatta, hogy az optimalis
liposzéma sejt-arany fiigg attol, hogy glicerin sokkot alkalmazunk vagy sem.
A glicerin sokk kezelés esetében a foszfolipid mennyiségének novelésével
nott a transzfekcids frekvencia (200-400 nmol lipid /10° sejt volt dltalaban az
optimalis: kb. 500 klon); ehhez hasonlé volt a REV transzfekcié sokk nélkiil
vagy glicerin sokkot alkalmazva, (alacsony frekvencia: 840 klén). A Ca-
foszfat-DNS  koprecipitacios technika eredményessége is javult a DNS
mennyisége novelésével (5-20 mg DNS: 90-300 klén) mind sokk nélkiil mind



1.2

sokkot alkalmazva. HeLa sejteknél a LUV-ok esetében a glicerin sokk volt
csak hatasos, a Ca-foszfat transzfekcional a 10%-os DMSO sokk is novelte a
G418 rezisztens klonok szamat. Ami igazdn meglepd volt, hogy ha nem
alkalmaztunk glicerin sokkot, akkor a LUV-fag liposzémakkal elvégzett
transzfekcié egy kétfazisu optimum gorbét mutatott, kettds logaritmikus
abrazolasban, a kapott klénok szama és a DNS mennyisége (az alkalmazott
lipid/sejtszam) kozott. Optimalis esetben tobb, mint ezer klén is kinyerhetd
volt. Ennek jelentosége igen nagy lehet, hiszen arra utaltak ezen eredmények,
hogy a LUV-fagok in vivo is felhasznalhatok lesznek a jévoben rekombinéans
DNS bejuttatasara, hiszen nem kivannak glicerin (vagy mas) sokk eljaréast a

transzfekcioés hatékonysédg megnovelése céljara.
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TEZIS I1. A LIPOSZOMABA ZART FAGOK TOVABBI
FELHASZNALASAI

II. 1. BEVEZETES

A liposzémaba zéart 1gtWESneo sikeresen felhasznalhat6é volt a jol
transzfektalhaté (egér fibroblaszt LMTK') és a kozepes hatékonysaggal
transzfektalhaté (huméan Hel.a) sejtvonalak esetén. Azonban a liposzomak
remélt felhasznaldsa ott volt igazan varhatd, ahol mas génbeviteli technikak
alkalmazhatosdga igen korlatozott. A laboratoriumunk elott allo feladatok
tobb esetben megkivantak az ilyen specifikusan alkalmazott, nagyobb
hatasfokd, ill. kevésbé toxikus génbeviteli eljarast. Ilyen volt példaul a tobb
magyarorszagi kutatdé intézetet magaba foglald, transzgénikus halak
eloallitasara iranyuld palyazat. Az egyes kutatd csoportok, a kiilonbozo
intézetekbol és egyetemekrdl, kiillonbozo tipusu géntranszfer technikak
(elobb  mikroinjekcié, majd késdbb egyre inkabb elektroporacio)
hasznositasaval probalkoztak. A mi csoportunk a liposzémak alkalmazasat
tazte ki. Ennek megvaldsitasa kezdetben azzal a problémaval jart, hogy a
csoportunk nem tartott fenn halat, a liposzomak fél orszagon keresztiil valo
szallitasat a megfeleld homérsékleten (5-10 °C) kellett végezni; nem beszélve
arrol, hogy a megtermékenyitett halikrakra is idonként varakozni kellett
(szaporodas biolégiai okokbdl); de mindezen kezdeti nehézségeket sikeriilt
kikiiszobdlni, s a liposzoémak aktivitasat hosszabb idon at fenntartani.

Két olyan sejtvonal is létezett a laboratériumunkban, amelyek
egyaltalan nem voltak genetikailag traszformalhatok sem a Ca-foszfatos, sem
a DEAE-dextranos modszerrel (humén eredetli, szuszpenzidban novo,
leukémids egyénbdl szarmazo sejtvonal: K562; és a gliasejt eredett LI30A
sejtvonal;  dr. Laczkovics Laszl6tél — kaptuk). Ezen  sejtvonalak

transzfekcidjaval teszteltiik a liposzomas géntranszferiink lehetdségeit.
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A neomicin-foszfotranszferaz enzim génjenek eukariota sejtekbe valod
transzfekcidja, G418 szelekcidé utan, rezisztens klonokat eredményez.
Azonban a gén kdzvetlen kornyezete atrendezddhet, igy a szelekcids marker
gén mellett bevinni kivant gén inaktivalédhat (ez torténik példaul a Ca-
foszfat és mas DNS beviteli technikdk esetének jelentds részében), vagy
szabalyozatlan expressziét mutathat az atrendezddéstdl fiiggden. A
beintegralédott gének kopiaszdma is befolydsolja az atrendezodést, az
expressziot és az inaktivaciot. Ezért a LUV-fag transzfekcio esetében is meg
kellett vizsgalni a beintegralodas utan kialakult DNS szerkezetek sorsat.
Ennek vizsgalata elvégezhetd direkt modon (Southern hibridizacioval) és
indirekt moédon (a szelekciés gén mellett bevitt egyéb gén(ek)
expresszidjanak vizsgalataval). Ennek céljabdl olyan uj rekombinans fagok és
plazmidok kialakitdsa volt a cél, ahol tobb gén aktivitdsat egyiittesen
vizsgalhattuk. A neomicin-foszfotranszferaz aktivitisa emlds sejtekben

nehezen mérhetd, ezért arra Gj moédszert kellett kidolgoznunk.



IL. 2. ALKALMAZOTT MODSZEREK

I1. 2. 1. Rekombinéans plazmidok és fagok elkészitése

PNMSV2-CAT: a pAG60 plazmidban EcoRI részleges emésztés utan
megsziintettitk a TK promoterben 1évo EcoRI helyet, s ezutan eltavolitottuk a
tetraciklin rezisztencia gént (Pvull/részleges/-Sphl emésztés) és beépitettiik a
Rous sarkoma virus (RSV) enhanszerét (Clal emésztés, tompa végre valo
feltoltés, Sphl emésztés) a TK promoter elé. Ezutan a pUCI8 plazmidbol
beépitettiik a tobb restrikcios enzim &ltal hasithato szekvenciat (polilinker) az
enhanszer elé (mindkét plazmidon Sphl-EcoRI emésztés). Az igy kialakult
plazmid (pN) EcoRI és BamHI helyei kozé bevittiik a pBR322 plazmidbol az
EcoRI-BamHI fragmentet (pN2). Ezutan a Hindlll helyre bevittilk a 3 Kb
nagysagu egér metallotionein gént (19), (ellentétes orientaciéban, mint a neo
gén), a sajat promoterének irdnyitasa alatt: pN2M2. A pSV2-cat plazmidot
(20) részlegesen emésztve (a pBR322 és az SV40 polyA szekvenciak kozott,
EcoRIl enzimmel) a kléramfenikol-acetil-transzferaz gént (SV40 promoter
irdnyitdsa alatt) beépitettiitk a pN2M2 plazmidba (EcoRI részleges emésztés
utan), agyhogy a CAT gén orientacidja azonos a metallotionein génével. Az
elkésziilt plazmid nagysaga 12,9 Kb.

Hasonloképpen készilt el a pNMF-cat (neomicin-foszfotranszferaz
marker gén, metallotionein gén és a Friend egér leukémia virus végein
elhelyezkedd szekvenciaval, FMuLLV-LTR (21), irdanyitott CAT gén; 11,4 Kb)
és a pNGF-cat (neomicin-foszfotranszferaz gén, guanin-foszforibozil-
transzferdz gén, SV40 promoter iranyiitdsa alatt (22) és a FMuLV-LTR
szabalyozta CAT gén; 14,7 Kb).

IENMSV2cat: a pNMSV2-cat plazmidot Sall enzimmel linearizaltuk és
beépitettiik az EMBLA4 fag kozépso fragmentje helyére, a Sall restrikcios

endonukleaz enzimet hasznalva (42,4 Kb).
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IENMGEFcat: a pNGF-cat plazmidot (Hindlll részleges, Sall teljes
emésztés) egyiitt épitettiik be a metallotionein génnel (Hindlll) az EMBL4 fag
Sall helyei kozé (44,3 Kb).

IENMFcat: a pNMF-cat plazmidot ligéltuk be az EMBL4 fagba (Sall)
(40,9 Kb).

IENMFTcat: az SV40 virus korai promotere altal szabalyozott human
tumor nekroézis alpha (TNF-a) gént (BamHI enzimmel valé emésztés utan
izolalva) épitettiik be a IENMFcat fagba (BamHI részleges emésztés); 44,1 Kb

nagysagu fagot kaptunk.

I. 2. 2. DNS bejuttatasa liposzémakkal a megtermékenyitett hal petékbe

Afrikai harcsak (Clarias gariepinus) ivarérett ikrds egyedeiben ponty
hipofizis kivonattal, peteérést indukaltunk. Az ikrasokbol lefejt ikrdkat a
himek sebészeti uton eltavolitott heréibol kiszedett spermiumaival hoztuk
ossze. A megtermékenyiilés utdn a petékrdl protedzos emésztéssel
eltavolitottuk az ikrahéjat (23) és Holtfreter (24) oldatban haromszor
megmostuk oket. Amikor az embriok elérték a 2-4 sejtes dllapotot, akkor kb.
200-400 petét (3 ml s6 oldatban) osszehoztunk 8-40 nmol liposzomaval. 20
perc szobahdmeérsékleten torténd inkubélds utan az embriokat megmostuk
Holtfreter oldatban és ezutan petri csészékbe helyeztiik oket, amig az sz6
larvak ki nem keltek. A kiilonbozo idopontokban kivett embriokbol ill.
larvakbol mértiik a riporter gének altal kodolt enzimek aktivitdsat. Ehhez
eloszor  steril  fogpiszkaloval —osszetortilk Oket, majd  fagyasztasos-
felolvasztasos modszerrel sejtkivonatot készitettiink (larvanként 50ml
150mM  Tris/HCl, pH=7,0). A kivonatok -20 °C-on voltak tarolva az

enzimaktivitdsok méréséig.
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I1. 2. 3. A neomicin-foszfotranszferaz aktivitasanak mérése

A neomicin-foszfotranszferaz ~ (mds néven  aminoglikozid-
foszfotranszferaz II, APTII) allati sejtekbdl, szovetekbol valé mérésére a
kovetkezd eljarast dolgoztuk ki: a sejteket 150 mM-os Tris/HCI pufferben
(pH=7,0), 3-5-szori fagyasztasi (folyékony nitrogénben) és felolvasztési
ciklusnak vetettiik ald. A sejtkivonatot centrifugalassal (Eppendorf
centrifuga, 4 °C) elvalasztottuk a sejttormeléktol. Az APT reakcidelegy a
kovetkezoket tartalmazta: 75 mM Tris, 42 mM MgCl,, 400 mM NH;Cl, 10
mM 32P-g ATP (5-10 kBq), 50 mM kanamicin-szulfat, 10 mM NaF. A pH-t
maleinsavval 7,1-re allitottuk és 200 mM NaxS:0s-t adtunk, amely vizes
oldatban natrium-metabiszulfittd (NaHSO; alakult 4t). A reakciét 37 °C-on
végeztitk el 20 ml sejt kivonatnak (altaldban 50 mg koriili fehérjének felel
meg), 20 ml reakcidelegyhez val6 adasaval (a reakcio ideje valtakozhat a vart
NPTI aktivitas erosségétol; atlagosan 2,5 ¢ra). A reakciot 50 ml DOC
(deoxikolsav) és 50 ml TCA (triklérecetsav) oldat adéasaval allitottuk le
(végkoncentraciok: DOC-0,12%, TCA-10%). A mintat 20 percig jégen
tartottuk és a csapadékot kicentrifugaltuk (12000 g). A feliildszéhoz 75 ml, 50
mM-os natrium-pirofoszfatot (pH= 7,5) adtunk és ezt a keveréket
bepipettaztuk a Schleicher-Schuell-96 miniblot késziilék egyik lyukaba. A
késziilekbe elozetesen belehelyeztiink egy nitrocelluloz membranbol, egy
foszfocellul6z papirbél és egy Whatman 3MM papirbol all6 szendvicset; az
egyes rétegeket az Osszeallitas el6tt natrium-pirofoszfatban (100 mM,
pH=7,5) aztattuk. A minta (vagy mintak) lasst atszivatasa utan, a lyukakat
400 ml 50 mM-os natrium-pirofoszfattal, lassu atszivatdssal megmostuk. A
késziilék szétszedése utan a filtereket kétszer megmostuk 10 mM néatrium-
pirofoszfatban (70 °C; 10 perc) és hdromszor 10 mM-os natrium-foszfatban
(pH=7,S; szobahomérséklet; 5 perc). Ezutan desztilldlt vizben val6 lecblités

utdn megszaritottuk a filtereket (szobahomérséklet). A reakcié eredményét
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autoradiografidval vizsgaltuk (kisebb aktivitisok esetén a film mellé
hatasnoveld /screen/ lemezt is helyeztiink és -70 °C-on exponaltunk).
Esetenként a filmek elohivdsa utan a foltoknak megfeleld6 mintédkat a

filterekbol kivagtuk és folyadék szcintillacios modszerrel megmértiik.

k
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1. 3. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

1. 3. 1. Uj, hatékony modszer kidolgozasa az APTII enzim aktivitdsanak

meérésére

A neomicin-foszfotranszferaz enzim aktivitdis mérése azon alapul,
hogy az enzim képes a *P-gATP legvégi, radioaktiv foszfatjanak a
kanamicinre val6 atvitelére. Ezen antibiotikum hozzakoéthetd a
foszfocellulézhoz, igy valasztva el az enzim 4ltal atalakitott ATP-t az at nem
alakulttél (ATP és a szervetlen foszfat nem kotodik a foszfocellul6zhoz).
Azonban a sejtekben eloforduld kinaz aktivitds a jelolt gATP jelenlétében,
foszforizdlja a fehérjék egy részét. Ezeknek némelyike képes kotodni a
foszfocellulézhoz, ezéltal jelentds héatteret okoz az APTII aktivitas mérésében
(alacsony enzim aktivitds esetén elfedi a valds jelet). A sejtben szintén
elofordulo foszfatdzok viszont radioaktiv ATP csokkentést okoznak (indirekt
modon), ami az APTI enzimaktivitas (latszolagos) csokkentéséhez vezet.
Ezen problémak elkeriilésére kidolgozott technikak vagy til bonyolultak
voltak (25) vagy csokkent az érzékenységiik a hattér lecsokkentésével (26)
vagy nem oldottdk meg teljesen a hattér problémajat (27,28); kiiléndsen ami
az allati sejteket, szoveteket illeti. Az altalunk bevezetett modszer részben
kombinélta az irodalomban létez6 moédszereket (minifold késziilék (29),
nitrocelluléz filter alkalmazasa (27), NaF a reakcidelegyben (28)). Mindezen
tényezok bevezetése mellett azonban még mindig jelentds hattér volt a
foszfocelluloz filtereken. A natrium-biszulfit alkamazésa azonban mar
nagyon jelentdsen megnovelte a médszer érzékenységét (gatolva a protein
kinazok és foszfatazok altal végzett jelolt ATP felhasznélast). A hattér
abszolut lecsokkentését pedig a DOC/TCA fehérje kicsapassal oldottuk meg.
Azt tapasztaltuk hogy nagyon alacsony enzimaktivitasok esetén (kiilonosen

ha pl. halszdvetbol vagy tobbszor hasznalt emlos sejt kivonatbol mériink)
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sziikséges nitrocelluléz filter hasznélata is. Osszehasonlitottuk az altalunk
kidolgozott APTII aktivitds mérés hatékonysagat az irodalomban altalaban
hasznélt egyik legérzékenyebb modszerrel, a CAT aktivitasanak mérésével.
pPNMSV2-cat és pNMF-cat plazmidokat (Ca-foszfatos tranziens transzfekcio,
HelLa sejtek) valamint IENMTFcat és IENMSV2cat fagokat (LUV-fag stabil
klonok, Hel a és 1.929 sejtek) hasznalva kimutattuk, hogy médszeriink eléri a
szilikagél vékonyréteg kromatografids CAT proba érzékenységét. Jelentos
szamu minta esetén pedig sebessége meghaladta a CAT enzim aktivitasanak

mérésére szolgalo modszert.

I1. 3. 2. A LUV-fag, LUV-plazmid liposzémas rendszer vizsgalata

szovettenyésztett sejtekkel

A LUV-ba beépitett IgtWESneo fag Hela sejtekbe valo
beintegralodasat a transzfekcié utan eloszor Southern-hibridizacioval (11)
vizsgaltuk. A Poull-Smal neomicin-foszfotranszferdz proba az EcoRI
emésztett, killonbozd klonokbol szarmazd DNS-ekkel egy-egy kozel azonos
nagysagu hibridizalo jelet adott. Amikor a pAG60-nal transzfektalt (Ca-
foszfat modszer) klonokat hibridizéltuk azonos kértilmények kozott, akkor
tobb kilonbozo nagysagu csikot kaptunk az autoradiogramon. A jelek
erdssége a Ca-foszfat modszer esetében sokkal nagyobb volt mint a LUV
modszernél. Megnéztiik a Southern hibridizaciéval vizsgalt klénok esetében
a sejt kivonat neomicin-foszfotranszferaz aktivitasat. Ezek mértéke nem
mutatott jelentds kiilonbséget a kétféle modszer kozott. Mindezekbdl arra
kovetkeztettiink, hogy a LUV-val bevitt fag DNS (legalabb is a dominans
szelekcios marker gén kozelében) kevésbé rendezodik 4t mint a Ca-foszfattal
transzfektalt plazmid DNS. A Ca-foszfattal bevitt plazmid koépiaszam
nagysagrend(dek)kel felilmulhatja a LUV-os médszert. Ez lehet az egyik oka

pl. az atrendezodéseknek.
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Ahhoz, hogy a sejtekbe bevitt dominans marker gén tavolabbi
kornyezetében milyen valtozasok zajlanak le, az altalunk létrehozott, tobb
marker gént tartalmazé plazmidokat és fagokat hasznaltuk fel. A IENMTFcat
fagban a CAT és a NEO gén egymastol a legtavolabbra esik, igy a 14,6 Kb-os
fagba épitett inszertet koralhataroljak. Az inszert belsejében helyezkedik el a
TNF és a metallotionein gén. A tobbi dltalunk készitett fag esetében a
metallotionein gén valasztotta el egymastol a CAT és a NEO gént (11,4 Kb-t
fednek le).

A plazmidok esetében (a cirkularis elrendezodés miatt) a CAT és a
NEO gén egymas mellett helyezkedik el (kivéve a pNMSV2-at-ot, ahol
kozottik van az ampicillin rezisztencia gén), igy az altaluk lefedett régio kb. 6
Kb. 1.929 (egér eredett) sejtekbe L.UV-fag modszerrel a fagokat, Ca-foszfat
modszerrel a plazmidokat transzfektaltuk be. G418-cal szelektaltunk a
mukodd NEO gént tartalmazo, taléldo klonokra. Ezutan az egyes klonokban
megmeértitk a CAT enzim aktivitasat. Az Osszes megvizsgalt, LUV-faggal
transzfektalt klon rendelkezett CAT aktivitassal is. Amikor a IENMTFcat
fagot alkalmaztuk a transzfekcidban, a sejtkivonatbol mért CAT aktivitas
mellett TNF aktivitast (sejtolo hatdsa van az 1.929 sejteken, kiilonosen
aktinomicin-D jelenlétében) is ki tudtunk mutatni. Erdekes jelenséget
figyeltink meg: a TNF-a fehérje toxikus az 1.929 sejtekre. Ha tranziens
transzfekciot végziink a Ca-foszfat médszerrel, akkor egy, de inkabb két nap
mulva a sejtek jelentds része elpusztul. A TNF gén elé helyezett szekrécios
szekvencia (dr. Mai Antal munkdja) kivezeti a TNF fehérjét a tapoldatba, ahol
megtamadja a sejteket. Val6szint, hogy a LUV-fagok transzfekcidja soran a
tranziens expresszié mértéke joval kisebb, ezért nem figyelhetdé meg jelentds
sejtelhalas  a transzfekcid els6 napjaiban. Késobb, amikor a gén
beintegralédott a gazda sejt kromoszémaiba, sejt rezisztenciat fejlesztett ki a
TNF ellen. Igy, amikor mar (két-harom hét mulva) izolaltuk a klonokat, és

egyenként, elkilonitve novesztettiik oket, mar minden sejt ellenallo a
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(minden sejt ltal termelt) nagyobb koncentréaciéja TNF-fel szemben. A Ca-
foszfat transzfekcié utan kapott klénok egy részében nem mtkodott a CAT
gén. Ami még érdekesebb, hogy a LUV-fag esetében a klonokbdl mérhetd
CAT aktivitas kozel egyforma volt, mig a Ca-foszfattal transzfektalt
klénokban véltozott a CAT aktivitas mértéke. Mindez szintén arra utalt, hogy
az atrendezodés mértéke a Ca-foszfat transzfekcid esetén sokkal nagyobb
mint a LUV-fag transzfekci6 esetén.

A rekombinans fag konstrukciok létrehozasa idonként meglehetdsen
bonyolult lehet. El6fordulhat hogy a transzfektalni kivant konstrukcié tul
nagy ahhoz, hogy a vektor fagokba beépitsék. Ilyenkor pl. kozmidot
hasznalnak a klénozéasra, amely sok tekintetben a plazmidokhoz hasonlo
tulajdonsagu, de meglehetosen nagy cirkularis DNS. Kidolgoztunk egy
eljarast (az altalunk létrehozott plazmidokat hasznalva), plazmid DNS-ek
[LUV-ba val6 bezarasara. Az eljaras lényege, hogy protamin-szulfat oldat
plazmidhoz adédsaval (lépcsOzetesen, lassan) a negativ toltést DNS
komplexbe vihet6 a pozitiv toltést protaminnal. A kicsap6dd DNS-protamin
csapadék eltavolitdsa utdn (Eppendorf centrifuga, 4 °C, 5000 g) a DNS-
protamin szuszpenziét LUV-ba zéarhatjuk, a fagokhoz hasonlé modszerrel.
Ily médon, kozel 20-30%-o0s bezarédas érhetd el a plazmid DNS-ekre nézve.
Ez nagysagrendekkel hatékonyabb mint a LUV-ba valé csupasz plazmid
bezaras és hasonl6 mint a REV-be valé beépités. Azonban a plazmid
intaktsagat nem lehetett agaréz gélen lemérni, mivel a DNS-protamin
komplex a LUV-bdl valé kivonas utan is egyiitt marad és nem vandorol ugy,
mint a csupasz DNS (a beépiilést is csak radioaktivan jelolt DNS-el lehetett
nyomon kovetni).

Megvizsgaltuk a LUV-fag és a LUV-plazmid transzfekcié hatasfokat a
laboratériumunkban el6forduld, nehezen transzfektdlhatd sejteken. K562
sejteket transzfektaltunk a LUV-fag modszerrel és néhany kisérletben

kaptunk (hdarom hét szelekcid) utan G418 rezisztens sejteket (a nem
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transzfektalt kontrollok ennyi idé utan pusztultak el). Azonban ezen
klénokat nem sikeriilt sem G418 jelenlétében, sem hianyaban felszaporitani.
Ezen sejtek normalis novekedés esetén is megkivannak egy megfeleld
sejtstirtiséget, igy az abortiv transzfekci6 mellett nem kizarhato, hogy a
szelekci6 soran torténd sejtszam csokkenés volt az oka a sejtek elhalasanak.
Talan a novekedési koriilmények valtoztatdasaval elérhetd lesz a sikeres
szelekcio. LUV-ba zart pNMF-cat plazmidot hasznaltunk a K562 sejtek
tranziens transzfekcidjara és két nap mulva CAT aktivitast mértiink. A Ca-
foszfat moédszer esetében nem, a DEAE-dextran médszerrel éppen csak hogy
mérhetd aktivitdst kaptunk. A LUV-plazmid moédszer nagysagrendekkel
meghaladta a DEAE-dextran hatékonysagat.

Ca-foszfattal stabilan nem transzformélhatoé LL30A sejteket LUV-fag
(IENMTFcat) és LUV-plazmid (pNGF-cat) modszerrel transzfektaltunk. A
transzfekcio frekvencidja mindkét esetben alacsony volt (megkozelitoleg 10-),
azonban ez is jelentds elorelépés volt a Ca-foszfat moédszerhez képest.
Minden G418 rezisztens IENMTFcat klon kivédlasztotta a TNF-et a
tapoldataba, mig ha a pNGF-cat klénok kozott, a HAT szelekciot elvégeztiik
mikofenolsav és xantin jelenlétében, akkor a harom vizsgalt klon koziil egy
nem élte til; ez arra utal, hogy a LUV-ba zart DNS-protamin komplex

hajlamosabb az atrendezddésre, mint a LUV-fag komplex.

II. 3. 3. Centromer képzodés egér sejtekben, emberi DNS-sel és dominans

marker génnel valo egyiittes transzfekcié utan

A lambda fagba beépitett neomicin-foszfotranszferaz marker gén a
ljposzc’)més modszer mellett  felhasznalhaté  (pl. a Ca-foszfat-DNS
koprecipitaciés médszerrel) mas rekombinans fagok 4altal tartalmazott nagy
gének, '"szabalyozott konkatamerként!, magasabb renda sejtekbe valod

bevitelében. A kétféle fag DNS megfeleld aranyban valod tsszekeverése utéan a



fagok ragadds végei stabilan Osszetartjak a szelekcids és a bevinni kivant
gént. Dr. Hadlaczky Gyula csoportja a kromoszoéméak centromeron
régidjanak vizsgéalatan dolgozott. A centromeronra specifikus ellenanyagot
(30) Kkészitettek ¢és az ebbol eloallitott affinitdas oszloppal, Osszetort
metafazisos kromoszéméakbol, DNS probakat izolaltak. Ezen probak
segitségével szondaztdk meg a humaén eredetti genomikus konyvtérat (1
Charon 4A vektorfag). A sziirés végeredménye egy 14 Kb nagysagua (CMS)
fragment volt, amely a benne 1évo Alu ismétlodod (repetitiv) szekvenciatol
eltekintve nem hasonlitott semmilyen ismert szekvenciara a génbankban.
Meg kellett hatarozni ezen ismeretlen szekvencia funkci¢jat. A IgtWESneo
fag kétszeresen is alkalmasnak latszott ezen feladat végrehajtasara. Egyrészt
a konkatamerizacio révén, Ca-foszfat modszerrel szamos CMS8 szekvenciat
be lehet épiteni. A masik (ebben az esetben) megfontoland6 dolog az volt,
hogy ha a CM8 szekvenci(ak) mint lehetséges centromeron elkezdenének
funkcionélni, akkor inaktivédlnak a szomszédsdgukban 1évo géneket (mint a
természetes centromeronok esetében), igy az APTII génjét is; ezaltal viszont
elveszne a szelekcids elony a G418 jelenlétében. Mivel a lambda fagkarok
legaldbb 35 Kb tavolsagra tartjak a NEO gént a CM8-tdl, (konkatamer esetén
pedig figyelembe vehetjiik, hogy tobb inaktiv IgtWESneo fag helyezkedik el a
CMS8 és az aktivan maradt NEO gén kozott) varhato volt, hogy egy ilyen
rendszer lehetové teszi mind a centromeron, mind a NEO gén mukodését.
Tobb sejtvonal (egér LMTK:, horcsog CHO, egér 1.929 és emberi Hela)
transzfekcidja (és szamos klon vizsgalata) végiil is két érdekes LMIK-
klénhoz vezetett, amelybodl az egyik nagyon nagy instabilitast mutatott az
egér kromoszoémaba integralédott huméan szekvencidkat illetéen (pl. két-,
harom- és tobbcentromerikus kromoszémak valtakoztak a klonbél szarmazo
egyés sejtekben); a masik klén azonban stabil volt, sejtjei vagy kétcentrikus
(85%) vagy minikromoszémakat (10%) tartalmaztak. Ezen klén sejtjeibe

atlagosan tobb mint 30 CM8 szekvencia épiilt be. A klon sejtjeinek tovabbi
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klonozasaval sikertilt olyan klonokat kapniuk, amelyekben a beépiilt
domindns marker gént tartalmazo fagszekvenciakbol, az emberi
kromoszéma eredetd CM8 régiobol (és fag karokbol) valamint ismeretlen
egér DNS szekvencidkbodl kialakult egy stabil minikromoszoma. Ezen
sejtekben tehat a minikromoszéma G418 szelekcié nélkil is fennmaradt,
ugyanakkor a centromeron régiotol kello tavolsdgra lévo dominans
markergének némelyike is megorizte aktivitasat (a sejtek magas

koncentracioja G418-ban is fenntarthatok voltak).

II. 3. 4. liposzéman alapul6 génbevitel hal embriokba

A megtermékenyitett ikrak és az abbdl kikel6 larvak viszonylag nagy szama
egy hatékony tesztelési modszer alkalmazasat kivanta meg. Mivel a
homogenizalt hal larvak jelentos lipid tartalommal rendelkeztek, sziikséges
volt megvizsgalni a nagy szamu emlos sejt mintéra jol alkalmazhato, altalunk
kidolgozott APTII mérés hatékonysagat. Ezért az elsd6 génbeviteli
kisérletekben (LUV-ba zart IENMFcat faggal) 6sszehasonlitottuk mind a két
marker gén (NEO és a CAT) expressziojat. Hét napos uszé larvak
vizsgalatanal azt kaptuk, hogy ugyanaz a hét egyed (31-bdl) expresszalta
mindkét enzimet és tovabbi két egyed még mutatott CAT aktivitast. Mivel
ebben az esetben a szokasos CAT aktivitas vizsgalat érzékenységét jelentosen
megnoveltiik azéltal, hogy a 40 perces inkubaciés idot 4 érara terjesztettiik ki
(friss acetil-koenzimA tobbszori hozzdadasa mellett), azt hataroztuk el a
tovabbiakban, hogy a nagyszamu tesztelésekre az APTII esszét hasznaljuk.
Egyébként a két enzim aktivitasanak szintje is jelentos korrelaciot mutatott a
kilonbozo egyedekben, s ez hasonlé6 mint amit az emlds sejtek esetében
tapasztaltunk LUV-fag modszerrel végzett transzfekcio soran. Ahhoz, hogy
optimalizaljuk médszeriinket, meghataroztuk a 6 napos larvakban kifejez6do
enzim aktivitast, kiillonbozo mennyiségli liposzomat adva a két sejtes

allapota embriokhoz: 200-400 petéhez (3 ml pufferben) 840 nmol
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foszfolipidet adva kaptuk a legjobb expressziét (az tsz6 larvak kb. 75%-a
termelte az APTII enzimet; IENMTFcat fagot hasznaltunk), de a kisérletekben
hasznalt legkisebb és legnagyobb mennyiségi (1 nmol ill. 500 nml
foszfolipid) is 60% kortili aktivitdst eredményezett. Ha a tranziensen
kifejez6d6 APTII aktivitast az tszo6 larvak koranak fiiggvényében abrazoltuk,
akkor azt kaptuk, hogy a két napos larvak tobb mint 80%-a termeli az
enzimet. Ez a magas kifejezodési arany az id6 fiiggvényében csokkent, hat
nap utan 55%-os, mig harom hét utan mar csak 27%-os volt. A
megtermékenyitett pete kiillonbozo fejlodési allapotainal is megkiséreltiik a
LUV-fag génbeviteli modszert és az kaptuk hogy a 24 sejtes allapot a
leghatasosabb, a 32 sejtes allapot esetén mar jelentosen toxikussa valt a
kezelés és az APTII enzim aktivitdst mutaté egyedek szama is jelentosen
csokkent. Liposzomahoz kevert fagokkal elvégezve a génbeviteli kisérleteket
nem kaptunk enzim expresszalo uszo larvat (20 egyed volt megvizsgalva). Ez
hasonl6 volt az emlos sejtek transzfekcidjanal kapott adatokkal. A L.UV-ba
zart, protamin-szulfattal kezelt pNMSV2-cat plazmidot is hatékonyan fel
lehetett hasznalni a 24 sejtes allapotii, megtermékenyitett hal ikrdkba valo
génbevitelre (a két napos tsz6 larvak tobb mint 90%-a termelt neomicin-
foszfotranszferaz enzimet). Azonban, eltéroen az emlos sejtektdl, nem
sikerult stabil génbevitelt kimutatni a felnott halak szerveibol (sem Southern
hibridizacioval, sem pedig enzim aktivitdis mérésekkel). Ezen jelenségnek
tobb magyarazata lehet: mozaikos beépiilés, a beintegralédott DNS alacsony
kopiaszama, ill. inaktivacidja. Mindezt alatdmasztja az tusz6 larvakbol
mérhet6 aktivitas csokkenése az életkoruk novekedésével. A kisérletek soran
megfigyeltilk, hogy a larvakban jelentds szamban elofordult fejlodési
rendellenesség és csokkent életképesség. Elpusztulashoz kozel allo
egyedekbol tobbet szedtiink mint az egészségesnek kinézokbol az enzim
aktivitdsanak vizsgalatara. Ezek az egyedek sokszor mutattak magas APTII

enzim aktivitast. Az ires liposzémakkal kezelt kontroll kisérletekben, az 1z06



larvak joval kevesebb pusztulast és fejlodési rendellenességet mutattak.
Mindezek alapjan a kifejez0dd marker gének valoszinileg szelekcios

hatranyban részesitették az oket expresszalo sejteket.
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TEZIS 1II. ANDROGEN ES OSZTROGEN ERZEKENY SEJTEK
TANULMANYOZASA A TRANSZFEKCIO ES A KIVONASOS
HIBRIDIZACIO MODSZEREIVEL

1I. 1. BEVEZETES

Androgén és Osztrogén nemi hormonok hédromféle modon
szabalyozzak a sejtszamot a nekik megfeleld célszovetekben (epitelilis sejtek
a prosztataban, emloben, endometriumban, stb): a/ elosegitik a sejtosztodast;
b/ gatoljak a sejthalalt; ¢/ gatoljak a sejtosztodast. Mindezeket a jelenségeket
eloszor olyan allatokon észlelték (és késobb vizsgéltdk), amelyeknek nemi
hormon termeld ivarszerveit (here, petefészek) eltavolitottak. Azonban az
allati modellek meglehetdsen bonyolultak, sokféle kolcsonhatas jatszodik le
benniik. A stabil laboratériumban megalapozott sejtvonalak lényegesen
egyszerabbé teszik a nemi hormonok sejtszamot megvaltoztatd hatasanak
tanulmanyozasat.

Kiilfoldi tanulméanyutamon (Prof. Carlos Sonnenschein & Prof. Ana
Soto laboratériumaiban) az androgén és 0sztrogén hormonok sejtosztodasra
gyakorolt gatlé hatasanak vizsgédlata volt a munkédm targya. Human
prosztata eredetd LNCaP sejteket (31) és emld eredeti MCE7 sejteket (32)
hasznaltunk modellként. A szakirodalom szerint ez a két sejtvonal az,
amelyik a legjobban hasonlit a prosztata, illetve az emld androgénre ill.
osztrogénre érzékeny epitelidlis sejtjeire. A laboratériumunkban felallitott
elmélet (33,34) alapjan ezen sejtek viselkedése a nekik megfeleld hormon
jelenlétében, ill. hidnyaban tiikrozi az androgén, ill. Gsztrogén hataséara
bekovetkezd valtozdsokat az azok altal megcélzott szovetekben. Nemi
hormon hianyaban a sejtek nem osztédnak a szérumban jelenlévd gatld
faktor (inhibitor) miatt. Ha fiziol6gidas mennyiségii hormont adunk a

tapoldathoz, akkor az eltorli az inhibitor gatlo hatasat és a sejtek elkezdenek
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osztédni. Ha tobb hormont adunk a sejtekhez (magas, de a szervezetben a
hormonszint valtozasok miatt még szintén fiziologias mennyiségut), akkor a
sejtek osztodasa ledll, mert a hormon kivaltja 4j inhibitor(ok)nak a sejtek altal
valo termelését. Ezen a mnemi hormonok altal direkt uton kivaltott
sejtosztodas gatlast nevezték proliferativ  shutoff'-nak (33,34,35,36).
Feltételeztiik, hogy az androgének (ill. dsztrogének) altal kivaltott gatlé hatas
mechanizmusa a sejtosztodast gatlo fehérjék (inhibitorok) génjeinek
transzkripcios aktivalasan keresztiil valésul meg. Mindeddig egyetlen ismert
sejtosztédas inhibitorrol (vagy 1un. tumorszupresszorrél) sem sikertilt
masoknak bebizonyitani, hogy szerepet jatszik a nemi hormonok Aaltal
kivaltott sejtosztodas gatlasdban. Csoportunk feladatanak tazte ki ezen
(valoszintleg j) inhibitor(ok) génje(i)nek klonozasat.

Ahhoz, hogy a kiilonb6z6 hormon koncentraciok jelenlétében
bekovetkezo véltozdsokat (indirekt és direkt sejtosztodas gatlds; maximalis
sebességii sejtosztodas) konnyebben lehessen vizsgalni, laboratériumunkban
kiszelektaltdk az LNCaP sejtek és az MCF7 sejtek un. varidnsait. LNCaP
sejtek (és az altalunk hasznalt LNCaP-FGC (31), gyorsan novo LNCaP
varians) hormon hidnyaban nem osztédnak. 0,1-1 nM R1881 (metiltrienolon;
szintetikus androgén, amely nem inaktivalédik a sejtek jelenlétében; a
természetes androgén, tesztoszteron kb. 1 napos felezési ideji LNCaP

sejtekhez adva) jelenlétében maximélisan osztédnak. Ennél nagyobb
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szarmazik, magas androgén koncentraci6 mellett lett kiszelektalva (37). Az
eredeti LNCaP-FGC klén mellett ugyanabbol a betegbol kiizolaltak egy olyan
prosztata eredeti sejtvonalat is (LNCaP-LNO), amely csak hormon
hidnyaban volt képes osztédni (31). 0,3 nM R1881 mar gatolta az osztédasat.
Ebbol a sejtvonalbol klénozta Dr. Sonnenschein az L.NCaP-TJA-t (38), amely

mindenféle hormon koncentracié mellett is jol osztédik. Az MCF7 sejt sem
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osztodik osztrogén (E») hianyadban. Ha az 6sztrogén koncentraciét emelni
kezdik a tapoldatban, akkor 0,01 nM E: jelenlétében mar 50%-at is eléri a
maximalis osztodasi sebességnek (0,1-1 nM), mig 10 nM & jelenlétében és
annal magasabb koncentracioknal ez csokken (34). Az EsCASS varians ugy
szarmazott az MCF7-bdl, hogy azt nagyon hossza ideig 6sztrogén nélkiili
tapoldatban tartottdk fenn és miutan a legtobb sejt kihalt, megvizsgalva a
megmarad6 klénokat azt valasztottdk, amely Osztrogén hianyaban
maximalisan 0,3 nM vagy anndl magasabb E» koncentracié mellett nem
osztodik. Ezen sejtekbdl szelektdlt ki (0,3 nM Ex jelenlétében) Dr.
Sonnenschein egy olyan klont (A;EsCASS), amely hasonlé hormon
koncentréacioé fiiggést mutatott, mint az MCF7 sejtek (39). Ezen LNCaP és
MCEF7 sejtvonal varidnsok sejtosztodasi tulajdonsagainak vizsgalata mellett
tanulmanyozni kellett, hogy vajon bekovetkezett-e valtozds a hormonok
hatasat kozvetitd receptorok (androgén receptor /AR/, ill. az Osztrogén
receptor /ER/) aktivitdisaban. Ehhez a vizsgalathoz az adott szteroid

hormonok altal specifikusan aktivalt un. marker géneket hasznaltuk fel.
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I1I. 2. ALKALMAZOTT MODSZEREK

II. 2. 1. Molekularis biologiai médszerek

Az SV40 korai promoter altal szabalyozott human androgén receptor
cDNS-t tartalmazo plazmidot (pSG-hAR) Dr. Chawnshang Changtol kaptuk
(40). A CAT reporter gént haszndltuk az MMTV-LTR (Moloney egér tumor
virusbol) iranyitasa alatt az androgén receptor altal kdzvetitett transzkripcio
vizsgalatara (tranziens transzfekcio). Androgén hatasara a prosztataban (és
az LNCaP sejtekben) indukalodé marker gént (PSA, prosztata specifikus
antigén) hasznaltuk fel, hogy direkt moédon vizsgaljuk az androgének altal
kivéltott transzkripcids véltozasokat:

a/ Northern analizis (a PSA ¢cDNS-t Dr. Donald Tindalltol kaptuk (41),
pGEM-be Klénozva);

b/ kvantitativ RT-PCR (reverz transzkripcié és PCR-reakcidé egymas utani
alkalmazasa mRNS-eken /vagy 0ssz-RNS preparatumokon/ specifikus
primerekkel, az adott RNS mennyiségi aranyanak meghatarozasara a
kiillonbozoképpen kezelt sejtek kozott).

Az SV40 promoter altal szabéalyozott huméan Osztrogén receptor
cDNS-t, pHEGO (42), a pS2-CAT (43) reporter gént (az osztrogén altal
indukalt pS2 (44) gén promoterét tartalmazza) és a pS2 cDNS-t (pBR322-be
klénozva) Prof. Pierre Chambon bocsatotta rendelkezéstinkre.

A kivonasos (szubsztrakcios) hibridizacié: a moédszert Prof. Donald D.
Brown laboratériumaban dolgoztak ki eldszor (45), s a tole kapott részletes
eljarast alkalmaztuk az LINCaP sejtek esetén, majd a modszert kissé
modositva az EsCASS sejtekbdl is preparaltunk egy az Osztrogén altal
indukalt génekre feldusitott cDNS fragmentekbdl allo konyvtarat. A modszer
két kiillonbozoképpen kezelt (A és B), de azonos eredetti sejtpopulaciobol

(vagy kétféle sejttipusbol) indul ki: oligo-dT primerrel cDNS-t szintetizaltunk
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(InVitrogen cDNS szintézis Kit) az oligo-dT oszlopon tisztitott mRNS-ekbol
(A és B sejtekbol). Az adott cDNS-eket felét Alul-el, masik felét Rsal-el kisebb
fragmentekké emésztettiik, az enzimeket hovel inaktivaltuk és ezutan egy-
egy Eppendorf csdbe hoztuk oket dssze (A és B cs0). A cDNS fragmentekhez
olyan adaptert ligaltunk (tompavég-ligalas), amelyben a hosszabb linkert
eloszor ellattuk egy 5'-végi foszfat csoporttal (linker-kinaz reakcio), majd
ehhez a linkerhez hibridizaltunk egy nem foszforilalt, komplementer DNS
szekvenciat tartalmazo linkert. Az adapter tartalmazott egy EcoRI-t helyet a
foszforilalt linker 5'-végéhez (tompavég) kozel. (Ezt az eljarast késobb ugy
modositottuk, hogy kiilonb6zd adaptert hasznaltunk a kétféle c<DNS
populdciohoz gy, hogy az adapterek ragados végén egy Haelll hely legyen;
ekkor természetesen a cDNS-eket Haelll-mal kellett emészteni és a ragados
végén elhelyezkedd 5'-véget foszforildlni). A 150-1000 bp terjedd cDNS
fragmenteket alacsony olvadaspontu agaréz gélen izolaltuk (és igy
elvdlasztottuk Oket a szabad linkerektdl is). Az izolalt cDNS-eket TAQ
polimerazzal szaporitottuk fel (PCR) annyi csoben, hogy legalabb 150 mg-ot
kapjunk mind a kétféle (A és B) cDNS fragment populéciobol. A DNS-ek
tisztitdsa (fenol/kloroform extrakcio, etilalkoholos kicsapés) utan 100-100
mg-ot (A és B tipusbdl) EcoRI-el megemésztettiink és biotinnal alaposan
megjeloltiink (Vector Laboratory reagensek). Ezek utan a biotinnal jelolt A
cDNS-t (50 mg) dsszehoztuk 2 mg EcoRI-el nem emésztett és biotinnal nem
jelolt cDNS-sel (B eredeti) és ugyanez tortént a masik irdnyban is (50 mg
jelolt B cDNS 2 mg nem jelolt A-val 6sszehozva). A DNS-eket 68 °C-on, 20
oran at hibridizaltuk (hosszu hibridizacié), majd a biotinnal jelolt DNS-eket
sztreptavidinnel eltavolitottuk (fenolos extraktcioval). Mivel az A-ban és B-
ben kozos ¢cDNS-ek egymassal hibridizalni képesek a hibrid molekulak
kivonasa utan, a kozos cDNS molekuldk aranya csokken az egyes A ill. B
tipustiakhoz képest. A megmaradé cDNS-t tjra 6sszehoztuk a masik 50 mg

biotinnal jeldlt (masik sejtpopuléciobol szarmazo) cDNS-sel és a hibridizaciot
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megismételtiikk (rovid hibridizacié); a hosszii hibridizacié az alacsony
koncentracioban elofordulo kozos cDNS-ek eltavolitasara szolgélt, a rovid
ideja  hibridizaci6 a nagy koncentraciéban eldfordulé kozos DNS-ek
kivonasét célozta meg. A két hibridizacié utan megmaradt kis mennyiséga
(A - B)ill. (B - A) cDNS-ek mennyiségét PCR-ral megnoveltitk és a fenti
miuveleteket (biotinnal jelolés, hibridizaciok, PCR) haromszor megismételtiik
és az igy kapott cDNS-eket klénoztuk be a pSK(-) plazmid EcoRI helyére. A
kétféle cDNS fragment konyvtarat, (A - B) és (B - A), ugyanezen cDNS
fragmentekbdl készitett radioaktiv probakkal szondaztuk és az A-ra ill. B-re
specifikus fragmenteket izolaltuk. A fragmentek szekvencia analizisét
elvégeztitk (dsDNA Sequencing Kit; Gibco-BRL) és a génbankokban a
FASTA és a BLAST programokkal hasonld szekvencidk meglétét kerestiik.
Azon fragmenteket, amelyek nem tartalmaztak hasonlésagot ismert
szekvenciahoz, Northern analizissel vagy RT-PCR-ral vizsgaltuk a sejt
specifikus kifejezodés (ill. hormon 4ltal indukalt transzkripcio) meglétére.
Azon fragmenteket, amelyek a hormonok altal indukalt sejtosztédas
gatlasaval megegyez0o kifejezodést mutattak, hasznaltuk fel a tovabbiakban a
teljes hosszusagu cDNS-ek klonozéaséra.

A legtobb molekulédris technikat Sambrook és munkatarsai
kézikonyve alapjan végeztiik el (46). A killonbozo cégektol vasarolt kit-ek

esetén a cégek altal mellékelt eljarasokat kovettiik.

II. 2. 2. Szovettenyésztés, sejtekkel valo kisérletek

A sejtek (LNCaP-FGC, LNCaP-TAC, LNCaP-TJA, MCF7, A2EsCASS)
altalaban DME-ben néttek, amelyet 5% FBS-sel egészitettiink ki. A hormon
nélkili tapoldat (5% CDEFBS): FBS-bol aktiv szénnel kivontak a hormonokat
(34), és ezt adtuk a fenolvoros-mentes DME-hez. Az LNCaP-LNO és az
EsCASS sejtek a 5% CDFBS-ben voltak fenntartva. A sejtosztodasi



kisérletekben a szérummentes tapoldat ITDME volt (100 ng/ml inzulin és 2
mg/ml transzferrin DME-ben). A szérumot tartalmazo tapoldat CDFBS vagy
CDHuS (emberi szérum) volt és a megfeleld6 hormon mennyiségét a
kisérletek elott mértiik be. A sejtek szamat kozvetleniil allapitottuk meg a
sejtek lizise utan a sejtmagok szdmlélasaval (Coulter Counter Model Zfi).

A sejtciklus  kinetikajat  Beckton-Dickinson FACSCAN  flow
cytometerrel vizsgaltuk. A sejteket propidium-jodiddal jeloltiik és a DNS
tartalom meghatarozasa utan a sejtszamot a propidium-jodid fluoreszcencia
fiiggvényében abrazolva meghataroztuk a Go-Gy, G-M és az S fazisoknak
megfeleld sejtszamok szazalékos aranyait (Hewlett-Packard 346 szamitogeép;
Beckton-Dickinson Lysis és Cell Fit programok).

A transzfekciokat a Ca-foszfat-DNS koprecipitacioval (46), majd
lipofectinnel (Gibco-BRL) végeztiik el; a tranziens transzfekciok esetén pRSV-
R-GAL (47) plazmidot alkalmaztunk a transzfekci6 hatasfokanak
megbecsiilésére. A kloramfenikol-transzacetilaz gén aktivitas értékeket a fs-

galaktozidaz enzim aktivitas értékeinek megfeleloen hoztuk egy szintre.



I11. 3. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

II. 3. 1. A sejtosztddas és a transzkripcid kozotti osszefiiggés vizsgalata

Az LNCaP és MCF7 sejtekbol kiszelektalt kalonbdzo sejtvariansok
altal felvetett nagyon fontos kérdés: ha a sejtek ilyen kiilonbdzoképpen
reagalnak a nekik megfelel6 hormonok jelenlétére, akkor vajon megsériiltek-e
a hormon receptorok altal kozvetitett, a hormonok altal aktivalt
transzkripcios utvonalak. A PSA-t az androgének mind RNS, mind fehérje
szinten aktivaljdk a prosztatdban és az &ltalanosan hasznalt LNCaP-FGC
sejtvonalban. Northern analizissel és RT-PCR-ral kimutattuk, hogy az
LNCaP-FGC ¢és LNCaP-LNO sejtvonalakban a PSA mRNS szint 3-10-
szeresére megnd, ha a CDFBS tapoldathoz 0,3 nM R1881-t adunk. Ha a
hormon koncentraciét 30 nM-ra noveltiik, a PSA mRNS szint ugyanolyan
magas maradt, mint a 0,3 nM R1881 koncentracional. Az LNCaP-TAC és TJA
varansok esetében a transzkripcids aktivélas joval kisebb, foleg azért, mert
jelentés a PSA mRNA alapszint a hormon hianyaban is. Fehérje szinten
kimutattak, hogy a TJA kb. 10-szer kevesebb PSA-t szekretal a tapoldatba,
mint az LNCaP-FGC vagy az LNO, ha androgén jelenlétében névesztik (38).
Az INCaP-TAC hasonl6 szinten expresszalta a PSA fehérjét mint az FGC
sejtek. Az androgén altal indukalhaté pMSG-CAT plazmiddal tranziens
expressziot végeztiink el a sejtvariansokon és azt kaptuk, hogy valamennyi
sejtvariansban megmaradt az AR &ltal kozvetitett, androgén altal kivaltott
transzkripciés aktivacid, habar az LNCaP-TAC-ban jelentés volt az
alapaktivalas (hormon nélkiil) és az LNCaP-TJA-ben a maximalis aktivéalas 4-
6-szor kevesebb volt mint a tobbi varidnsban. Mindezek alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a magas androgén koncentrécié altal
kivaltott sejtosztodas gatlas nem valosul meg az androgénre specifikus gének

lecsokkent transzkripcidjan keresztiil, hiszen az LNCaP-FGC ¢és LNO
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sejtekben az R1881 altal kivaltott transzkripciés aktivalas ugyanugy
megvalosul a maximalis sejtosztodast okoz6 hormon koncentracional, mint a
shutoff-ot kivalté magasabb androgén szintnél (a sejt sajat génjén (PSA) és a
kiviilrol bevitt marker génen vizsgalva). A kiilonbozd eredmények az
ILNCaP-TAC és TJA esetén azt jelzik, hogy az androgén kivaltotta
sejtosztodas gatlas valoszintleg masféleképpen sziint meg a két variansban.
Ugyanilyen modon vizsgaltuk az MCEF7 sejtvonalban és annak
variansaiban az osztrogén indukalta transzkripciés véltozasokat. A pS2 gén,
osztrogén hatasu molekulakkal aktivalhato a transzkripcié szintjén. Mindez
az Osztrogén receptor aktivdlodasa utjan megy végbe (43). A pS2 mRNS
szinteket vizsgaltuk hormon hianyaban (10% CDFBS) és 10 nM E»
jelenlétében. A pS2 mRNS szintje mindharom MCEF7 sejt variansban
jelentosen (3-5-szOrds) megnott az E» hozzaadasa utan. A pS2-CAT
aktivalhatosagat kiilonbozo Ex koncentraciok jelenlétében dsszehasonlitottuk
harom MCF7 variansban és azt kaptuk, hogy az aktivalasi gorbék lefutasa
hasonlo (maximalis aktivalas 0,1-1 nM tartomanyban kovetkezett be). A 10
nM E> koncentracié nem okozott jelentds valtozast az 1 nM Es-szinthez
képest. Hasonloan az LNCaP sejtek esetéhez, az ESCASS sejtek szamanak
novekedése mar 0,03-0,3 nM-nal megallt, de az osztrogén altal aktivalt
transzkripcio nem csokkent (ezen esetben inkabb félmaximalis volt, ami
tovabb névekedett a hormon koncentracié novekedésével). Ezen kisérletek is
alatdmasztottdk, hogy a nemi hormonok é&ltal kivaltott sejtosztodas gatlas
(magasabb hormon koncentracioknal, mint ami példaul az egyedek
szervezetében létrejon a nemi érés ideje utan; kisérlet soran pedig eldidézhetd
a kasztralt allatokba valé hormon tabletta beiiltetésével) valoszintileg egy

aktiv folyamat.
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I 3. 2. Androgén és dsztrogén altal indukalt génekbol szarmazo

szekvencidk izolalasa

Az androgén éltal indukalt cDNS fragmentekre feldasitott konyvtarat

LNCaP-FGC sejtekbol izolalt RNS-ekbol készitettiik ugy, hogy a sejtek vagy
hormon nélkiil (5% CDHuS; A sejtek) vagy 30 nM R1881 (B sejtek)
jelenlétében novesztettik egy mnapot. A laboratériumban korabban
megallapitottak (hormon hozzdadéasos és elvonasos kisérletekkel), hogy a
sejtosztodas irreverzibilis leallitdsahoz a sejteket legaldbb 22 o6raig ki kell
tenni az androgén hatasanak.
A 230 megvizsgalt androgén indukalta shutoff klonbol (AS) a c¢DNS
probakkal valé hibridizacié utan 14 AS specifikus klont talaltunk,
amelyekbol az egymadssal valo keresztbe hibridizalas, szekvenalas utan 6t
egyedi fragment maradt. Ezekbol két klont nem taldltunk meg az LNCaP-
FGC sejtekbol (30 nM R1881 kezelés utan, oligo-dT primerrel inditott cDNS
szintézis, klonozas a 1ZAPIl EcoRI-Xhol helyeire) készitett cDNS
konyvtarunkban. Ezen két klon egyike sem mutatott szignifikans
hasonlésagot a génbankokban lévo szekvencidkhoz. A masik harom
szekvencia esetében sikeriilt a kozel teljes hossziisagii cDNS-eket a cDNS
konyvtarbol kiszedni. A CDHuS-ban novo LNCaP-FGC sejtekre specifikus
(SA) cDNS fragmentekbol kettot izolaltunk: SAl-re (119 bp) nem talaltunk
hasonl6 szekvenciat a génbankokban, az SA3 97,5%-0s homoloégiat adott az
emberi trk-2h onkogénnel. A fenti klénok esetében az AS ill. SA specifikus
expressziot eloszor RT-PCR-ral bizonyitottuk, mivel a klénok egy része, a
fragmentek rovidsége (és valoszintleg az alacsony mRNS kopiaszam) miatt
nem adott jelet a Northern analizissel. Megjegyezendd, hogy talaltunk olyan
fragmenteket is, amelyek mind a két allapotban (AS, SA) egyforman
fejezodtek ki.
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A harom kozel teljes hosszusigi AS cDNS szekvencidjat
meghataroztuk és azt talaltuk, hogy mind a harom tartalmaz lehetséges
fehérje kodolo (ORF) régiot. Az AS1 gén egy 3,9 Kb nagysagii mRNS-t kédol
¢s a lehetséges ORF (631 aminosav) tartalmaz egy sejtmagba iranyité
szekvenciat (NLS), valamint an. chaperon elemeket. A maximalis aktivalast
30 nM androgén jelenlétében) 18 ¢ora mulva éri el és folyamatosan
expresszalodik ezutan (72 o6raig mérve). Az AS2-nek a 7,5 Kb-os mRNS-e
mellett van két maésik érési valtozata (6,0 és 4,4 Kb). Az mRNS szint
novekedése négy 6ra mulva lathatd és miutan a négyszeresére emelkedett
(6 6ra utdn), a szintjét megtartja (72 ordig vizsgaltuk). Ezen génrdl a
vizsgalataink koézben lekdzolték masok (48), hogy a szem albinizmusaban
jatszik szerepet, de ennek tovabbi bizonyitasa még varat magara. Az AS3
gén 7,0 és 4,7 Kb mRNS-eket mutatott a Northern analizissel, ORF-jében
(1217 aminosav) megtalalhatd volt tobbek kozott egy lehetséges leucin-
cipzar domen, egy androgén receptoréhoz homolég NLS és a C-terminalis
végén egy savas ill. bazikus aminosavakbol allo, egymast valtogato,
ismétlodo szekvencia (hétszeresen). Az AS3 esetében mar két éra mulva
kétszeresére nd az mRNS szintje az androgén hozzaadasa utan, de 18 ora
mulva éri csak el a toébb mint Gtszords aktivalodasat. Az AS gének
kifejezodése j6 megegyezést mutatott a killonboz6 LNCaP varidnsokban az
androgén altal gatolt sejtosztddassal (LNCaP-FGC és LNO esetén
aktivalodtak, mig TJA és TAC esetében nem valtozott a szintjik). A
kozelmultban, amikor a génbankokat tjra vizsgaltuk, megallapitottuk, hogy
két, az AS3-mal azonos szekvencia keriilt bevitelre. Az egyik (49) egy genom
szekvencia (a 267p19-es kozmidbdl), amely a 13-as kromoszéma 13q12-13-as
részébol szarmazik. Majd késobb bevittek egy lehetséges mRNS szekvenciat
is (CG008), amelynek azonban szerintiink rosszul hataroztak meg a méretét,
egy a szekvencidban elkdvetett hiba miatt. Ezen adatok alapjan

megallapitottuk, hogy az AS3 a centromer iranyaban -elhelyezkedo
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retinoblasztoma gén (RB1) és a telomer iranyaban elhelyezkedé BRCA2 (a
csaladi  oroklodéstt  emlordkban  tételezik fel szerepét) gén kozott
helyezkedik el. Errol a régiorol feltételezik (50,51,52,53), hogy az RB1 és
BRCA2 mellett mas olyan tumor szupresszor is van, melynek
funkciévesztése esetén, a daganatok kialakuldsanak megnoé az esélye.

A Wang és Brown éltal kidolgozott modszer egy igen hatésos eljaras
kozepes (pl. ASI1) és alacsony (pl. AS2 és AS3) kopiaszamu,
kiillonbozoképpen kifejezodd gének cDNS-enek klonozésara. Azonban az
EcoRI kezelés és a biotinos jelolés nem elég ahhoz, hogy tokéletesen
hatastalanitsa a kivonasra haszndlt (driver) cDNS fragmenteket a
hibridizacié utan kovetkezd PCR reakcié szempontjabol. Ezért a kivonasra
hasznalt cDNS toredék része is megsokszorozodik a PCR reakcid sorén,
amikor a kivonasra itélt (kis mennyiségii) cDNS-nek akarjuk a mennyiségét
megnovelni. Ezért vezettitk be az "Alkalmazott modszerek" fejezetben
megemlitett valtoztatasokat. Igy a kétféle cDNSmnél kétféle primert
hasznalunk a PCR reakciokhoz, elkeriilve a keresztbe szennyezddést. Ezzel
a modszerrel sikerult az EsCASS sejtekbol (Ez hianyaban szaporodo és ks
jelenlétében lealld) Gsztrogén indukalt cDNS-ekre specifikus koényvtéarat

késziteni.

III. 3. 3. Az androgén receptor szerepe az androgén altal indukalt

sejtosztodéas gatlasaban

A nemi hormonok altal indukalt sejtosztodas gatlas vizsgalatanal az
volt a munka hipotézisiink, hogy a hormonok aktiv médon, specifikus
inhibitor gén(ek) transzkripcidés aktivalasan keresztiil fejtik ki hatasukat.
Ezen elképzelés tovabbi vizsgalatira elhataroztuk, hogy az androgén
receptor MCF7 sejtbe juttatdsaval tanulméanyozzuk az androgén receptor

aktivalasanak és a sejtosztodas gatlasanak osszefiiggését. A huméan mutéaciot
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nem tartalmazé androgén receptor MCF7 sejtekbe val6 transzfektalasa utan,
tobb az androgén receptort kiillonbozd szinten kifejezd klont kaptunk. Az
androgén hatasdra bekovetkezd sejtosztodas gatlas ottt volt a
legkifejezettebb, ahol az AR aktivitasa a legnagyobb értéket mutatta. Az
eredeti MCF7-ben is jelen volt az AR, azonban annak aktivitasa 5-10-szer
kisebb volt mint az AR-t legjobban kifejezd MCF7-AR1 klénban. Az MCF7
nem mutatott sejtosztodas gatlast androgén jelenlétében. Ugyanakkor azok
a klonok, amelyek az MCF7-nél mar kétszer nagyobb AR aktivitast
mutattak (pMSG-CAT plazmiddal elvégzett tranziens transzfekcios
vizsgalatokban), mar jelentosen gatlodtak (30%) a sejtosztodast illetden. Az
MCEF7-ART1 sejteket 30 nM R1881 jelenlétében (G418 mellett) szelektaltuk és
két honap mulva, a gatlast lekiizdd klénokat kaptunk. A klénok egyedi
vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy androgénnel nem gatolhatok a
novekedésiikben. Ugyanakkor valamennyi klénban az AR elvesztette az
aktivitasat. Ha Osszehasonlitottuk az androgén receptoron keresztiil
megvalosulé pMSG-CAT aktivalast a sejtosztodas gatldsaval az R1881
koncentracié fiiggvényében, azt tapasztaltuk, hogy jelentds Osszefiiggés
taldlhaté kozottiik. Arra vonatkozolag, hogy a talsdgosan megnovelt AR
szint okozta volna a sejtosztédas gatlasat, megvizsgaltuk az AR fehérje
szintjét. Azt talaltuk mind Western analizissel (AR ellenanyagot hasznalva)
mind receptor-kotési vizsgalatokkal (radioaktiv androgént hasznalva a nem
radioaktivval szemben), hogy az AR fehérje szintje MCF7-AR1-ban kb.
négyszerese az MCF7 sejtekben levonek. Ez koriilbeliil az LNCaP-FGC
sejtek AR szintjének felel meg és kevesebb mint az LNCaP-LNO-ban
talalhaté AR fehérje mennyiség. Megjegyzendo, hogy az AR bevitele MCF7-
be, nem tette lehetdové az alacsony koncentracioji androgénnek a
sejtosztodds aktivalasat. Ehhez hasonl6 jelenséget mutattak ki Osztrogén
receptornak az Osztrogén receptor nélkiili, de emld tumorbodl szarmazo

sejtekbe (54) és androgén receptornak az androgén receptor nélkiili, de



prosztata tumorbdl szarmazé sejtekbe (55) vald bevitelénél. Az altalunk
létrehozott  klénban létrejovo  sejtosztddds gatlas  azonban  sokkal
kifejezettebb, mint az irodalomban leirt eseteknél. A sejtciklus vizsgéalata
soran megallapitottuk, hogy mar 24 6ra mulva jelentds véltozasok torténtek:
az S fazisban 1évo sejtek aranya 34%-16l kb. 6%-ra csokken. Két nap milva
az S fazisu sejtek aranya 3% ala esik (kb. 44 ¢ra, az optimalis koriilmények
kozott novo MCE7 és MCEF7-AR1 sejtek megkettdzodésének ideje). Az
androgén specificitist mutatja az is, hogy anti-androgének gatoltak az
androgének hatasara bekovetkezd sejtosztédas gatlast, mas szteroid
hormonok pedig nem valtottdk ki ezt a jelenséget. Az androgének altal
indukalt sejtosztodas gatlas domindns volt az Osztrogének altal okozott

sejtosztodas aktivalas felett, ha a sejteket CDFBS jelenlétében novesztettiik.



OSSZEFOGLALAS

Az egyetemi doktori dolgozat célja egy az akkoriban alkalmazott
liposzomas modszereknél hatékonyabb, de a liposzémakon alapulo
modszer kidolgozasa volt. A liposzomdak ugyanis valtoztathatok kémiai
komponenseiket illetden (ezaltal tulajdonsagaik szabalyozhatok), ezért nagy
reményeket flztek hozzajuk, mint a transzfekcioban hasznalatos
anyagokhoz. Azéltal, hogy kidolgoztunk egy olyan eljarast, amikor a
fehérjébe beburkolt (eloszor fagot, majd késobb a protaminnal komplexet
képezd plazmidot hasznédlva) DNS-t hasznaltunk a liposzéméaba zarasra,
megnoveltitk a modszer lehetségeit; tobb DNS-t, hosszabb gént ill. géneket
lehetett, a 1étezd6 modszereknél joval nagyobb hatékonysaggal liposzomaba
zarni. Ennek eredménye az volt, hogy nott a szovettenyésztett sejtek
transzfekcidjanak hatékonysaga, ill. a nehezen transzfektalhat6 sejteknél is
sikerrel lehetett probalkozni. A fagok alkalmazasa a LUV-ba zéras utjan azt
mutatta, hogy a bevitt DNS kevésbé rendezodik at, alacsonyabb
kopiaszamban keriil a sejtekbe, mint a Ca-foszfat modszer esetében, ezért a
bevinni kivant gének kifejezodése jobban szabalyozhatd. A dominans
markergént tartalmazé IgtWESneo fag, a hagyoméanyos Ca-foszfat-DNS
koprecipitacios modszerrel felhasznalhatoé volt, valészintileg nagy mérete és
a lambda DNS végein 1évo ragados végek miatt, a feltételezett human
centromer eredeti szekvencidk egér sejtekbe juttatdsara, aminek
eredményeképpen minikromoszomak jottek létre. A LUV liposzomék
ikrakhoz val6 affinitdsa valoszintleg szerepet jatszott abban, hogy a
kifejlodo larvak jelentds részében tudtuk mérni a bevitt marker gének
aktivitasat. A LUV liposzoméak mezogazdasagi jelentosége igy a jovoben is
elképzelhetd. Az egyre jobban fejlodo hal-genetika is hasznat tudja venni a
nagy hatasfoka tranziens transzfekcionak az 4j gének vizsgalatanal. A

modositott neomicin-foszfotranszferaz aktivitas méréssel gyorsan és olcson
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vizsgalhatok a transzfektalt sejtek, ill. transzgenikus allatok, novények.

A szervezeten beltl lezajlo bonyolult valtozasok vizsgélata
egyszeriibbé tehetd, ha megfeleloen valasztott szovettenyésztett sejteket
hasznalunk, mint modell rendszert. A nemi hormonok a szervezetben
tobbféleképpen befolydsoljak a célszoveteikben 1évo sejtek allapotat. Az
androgének és Osztrogének egyik fontos szerepe az, hogy a sejtszamot
valtoztatjak az €16 egyed sziikségleteinek megfelelden. Feltételezhetd, hogy
a hormonoknak nemcsak a jelenléte, hanem a koncentracidja is fontos ezen
szabalyozas szempontjabol. Az LNCalP sejtekbdl, amelyeknél magas
most (mar részben ismert) szekvencidkat, amelyeknek lehetséges, hogy az a
funkciojuk, hogy részt vesznek az androgének altal indukalt sejtosztédas
gatlasban. Mindenesetre ezen szekvencidk viselkedése magas androgén
koncentréacio jelenlétében arra utal, hogy a sejtosztodas gatlas inkabb a
transzkripcié aktivalasan, mintsem csokkenésén alapul. Valészintleg az
androgén receptor mellett mas transzkripcids faktorok is sziikségesek, hogy
az adott gének transzkripcidja magasabb hormon koncentracional induljon
be, mint pl. a PSA vagy a pS2 géneké. A kiilonbozdo LNCaP és MCF7 sejt
variansokndl igazoltuk, hogy az a magasabb hormon koncentracio, amely a
sejtosztodas gatlasat kivaltja, nem csokkenti az androgén ill. dsztrogén
receptor akﬁvélhatéségét, mind a kiviilrol bevitt, mind a sejt sajat génjei
esetében. Ugyanakkor lehetséges, hogy a nemi hormonok altal szabalyozott
sejtosztodas esetében mem a hormon receptor, hanem mas elemek
alkalmazkodnak, akar reverzibilis médon is, mint pl. az MCF7 variansok
esetében, ahol kétszeri szelekcié utan visszajott az eredeti fenotipus. Az
androgén receptor bevitelével MCF7 sejtekbe, sikeriilt igazolni az androgén

receptor szerepét az androgének altal kivaltott sejtosztédas gatlasaban.
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