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9 EiEuEm ATTENTES

A sejt osztddasa sorén sejtciklus ellenérzd pontok biztositjak, hogy a
sejt a ciklus egymasuténi allapotain, 1épések kihagyasa nélkul, kizardlag a
megfelelé sorrendben haladjon végig. Az ellenérzé pontok 1étét biztositd,
foként szabalyozé szerepl kindzok és foszfatizok kéré szervez6dé moleku-
laris mechanizmusok jelenleg még csak részlegesen ismertek, kolesonha-
tasaik ismert onkogénekkel és tumor szupresszorokkal pedig szinte teljesen
felderitetlenek. A magasabbrendl eukariéta sejtek malignus transzformé-
cidjaban a celluldris protoonkogének domindns onkogénné valésa, illetve a
tumorszupresszorok funkciévesztéses mutdcidja mellett a sejtciklus el-
lenérzépontok elvesztése is jelentds szerepet jatszik. A transzformalt ragesa-
l6sejtekben kimutathatd egyes sejtciklus ellenérzépontok mikodésének
kiesése, mig a megfelelé normal ragcsalosejtekben, illetve a transzformalt
humdn sejtekben ezek a funkcidk épek.

A sejteiklus ellendrzépontokhoz kapcsolodéd szabélyozési mechanizmu-
sok végs6 effektor molekuldi a ciklin dependens protein kindzok [1,2]. A G,
fazisbol mitézisba torténd belépést a p34°*? kindz aktivitdsanak
megemelkedése inditja be. A p34°“? az S fizis soran a ciklin A, mig a ciklus
késGbbi fézisaiban a ciklin B reguldtor alegységgel kapcsolodik. Ez utdbbi
ciklin az S fazis végén illetve a G, fazisban szintetizalodik. Szomatikus
sejtekben mindkét ciklin miikodése szitkséges a mitdzisba vald belépéshez.
A p34°*? kindz regulécibja négy szinten valésul meg: reguldtor ciklin
alegységek kotédése altali aktivacioval, aktivalé és inaktivald foszfo-
nléciéval valamint inhibitor fehérjék kotddése kovetkeztében kialakuld
gitlassal. A sejtciklus ellenérzépontok altal kozvetitett szignal a mitdzis
ghtlasat els6sorban a p34°*? inhibitor foszforilalaciojan keresztul fejti ki [3-
6], bar més, kozvetett mechanizmusok is szerepelhetnek [7], példaul a ciklin
B szintézis szabélyozasén keresztill [8]. Az egyes sejtciklus ellendrzdpontok



mikodésében részt vevd fehérjék és a szabélyozds Gsszefilggései azonban
J6részt felderitetlenek.

Malignusan transzformalt ragcsalosejteket a ciklikus AMP (cAMP)
metabolizmust befolydsolé kémiai 4gensekkel kezelve a transzformalt
fenotipus morfolégiai, fizioldgiai és biokémiai reverzibja vélthat ki, amely
a drogok elvonasa utan eltinik, tehat reverzibilis. A jelenséget Hsie és Puck
frta le 1971-ben a laboratdriumukban el6zéleg izoldlt CHO-K1 kinai
hércség  ovarium  sejtvonal  dibutiril-ciklikus-AMP  (Bt.cAMP)  és
tesztoszteron kezelésre bekdvetkezd reverz transzformacidjaként [9]. Azédta
szdmos mas sejtvonal reverz transzformélasaval is sikerrel probalkoztak
[10-21], hozzéjarulva a cAMP dependens protein kin4z rendszer, a malignus
transzformicié és sejtdifferenciacio kozotti 6sszefiiggések felderitéséhez.

A reverz transzformécié jellegzetes valtozésai: a citoszkeleton jelentés
reorganizicidja kovetkeztében a sejtek megnyllnak és egymdas mellé ren-
dezddnek; a sejtfelszin intenziv mozgasai megsziinnek; a sejtek csak valami-
lyen aljzathoz tapadva képesek osztédni, szuszpenziéban, lagyagarban nem,;
a sejtosztédds sejtdenzitds flggd gétldsa visszatér, a sejtek kozotti
kommunikéeié intenzivebbé valik elsGsorban a gap junction-ok szaménak
emelkedése kovetkeztében; a sejtek ciklusideje megnyulik; a telitési sejtsi-
riuség lecsokken.

A jelent6s morfologiai és fizioldgiai valtozasok molekularis héttere még
eléggé feltdratlan, és nagyrészt mas rendszerekbdl kapott adatok interpreta-
cidjan alapul. Bt,cAMP kezelés hatdsira a ciklikus nukleotid foszfo-
diészteraz (PDE) [22], az ornitin dekarboxildz [23-25] és transzglutaminéz
[26] enzimaktivitisa emelkedik. M4jban [27] és H4-II-E sejtekben [28] a
foszfoenol-piruvét karboxikindz, a méj tirozin aminotranszferaz [29], egér L
sejtekben az alkalikus foszfataz [30], C6 glibma sejtekben a laktat dehidro-
genaz [31], CHO sejtekben az ornitin dekarboxildz, a PDE, az I-es tipusi
kollagén [9], a fibronektin [32,33] és az aktin [34] génjének transzkripci-



onalis aktivalasit irtdk le. Ezzel parhuzamosan a nukleiris DNS
érzékenyebbé valik a DNaz 1 emésztésre [19,35-37). Ezen enzim- és
génaktivitds valtozdsok azonban nem elégégesek a reverz transzformaciot
kisérd jelenségek magyardzatdhoz, a malignus transzforméciéval kozvetlen

kapcsolatba hozhat6 aktivitds véltozasok mindenképpen vérhatok.

ACEVi07ESER

Az irodalmi adatok és kollaboriciés partnereink személyes kézlése
alapjan kirajzolédott egy éltalanos kép, amely a malignusan transzformalt
ragesaldsejtek, a transzformdlt humén sejtek és a normal sejtek tulajdonsa-
gai kozti kilénbségeket vazolja fel:

1. A norméal human és normal rigesalosejtek (primer fibroblasztok, vagy
ak4r immortalizalt fibroblasztok) sejtciklus ellendrzd pontjai épek, a sej-
tek valasza a vizsgélt technikéakkal teljesen normdlisnak tekinthetd.

2. A legtobb transzformalt human sejt sejteiklus ellen6rzd pontjai épek. Egy-
egy ellenérz6pont vonatkozasiban azonban lehetnek kivételek [38].

3. A legtobb transzformalt ragcsalosejt sejteiklus ellenérzépontjai hibasak.
Egy-egy sejtvonal azonban egyes ellenérzépontok helyes mikodését
mutatja.

Citogenetikai modszerekkel a transzformalt kinai horcség ovarium sejt
tulajdonsagai megvaltoztathatok: kémiai dgensekkel reverz transzformaltat-
hatd; egyes tulajdonsigai "humanizalhatok": szomatikus CHO/humén hib-
ridsejtben a jelenlévd humén kromoszémék komplementalhatjdk a vizsgalt
sejtciklus ellendrzépont defektusat, egyes dominéns onkogének tiltermel-
tetésével pedig a transzformalt fenotipust fokozni tudjuk. Ezen séma alapjén
a dolgozatomban felvdzolt kisérletek a kovetkezd kérdésekre kerestek
valaszt:

4. Melyek lehetnek azok az onkogének, tumor szupresszorok vagy sejtciklus
szabalyoz6 faktorok, amelyek megvaltozott mikoédése a CHO sejtek
transzformdaciojét, sejtciklus szabalyozasinak megvaltozasét okozta?



5. A CHO sejtek reverz transzformaltatisa hogyan befolydsolja az S és M
fazisos ellenérzépont mikodését?

6. Lehet-e befolydsolnt a CHO sejtek sejtciklus  ellendrzépont
szabalyozésdnak sajatossagait egyes onkogének tiltermeltetésével?
Befolyasolja-e a thltermeltetés a reverz transzformécid képességét és a
morfolégiat?

7. Lehet-e olyan CHO/human szomatikus hibridsejtet talalni, amelyben az S
¢és M fézisos ellen6rzépontok mitkddése helyreallt?

& ALrALAZoTT 1IERSZERER

* Rekombinins DNS mdédszerek (Restrikcids emésztések, gélelektroforé-
zis, ligélds, E. coli transzformalésa plazmiddal, plazmid preparélas, A fag
DNS preparélas, genomidlis DNS preparélasa sejtkultira sejtjeibol, RNS
preparélas sejtkultira sejtjeibdl, Southern blott, Northern blott, DNS
radioaktiv jelolése, hibridiz4cid, kolénighibridiz4cid)

» Sejttenyésztés

» Kromoszémapreparalds

+ Mitotikus ellen6rzGpont vizsgalat négyféle kilénbdzé méodszerrel

» CHO sejtek transzfekcidja elektroporaléassal

* S fézisos ellenérzépont vizsgélat

* Sejttenyésztés lagyagarban

» Szomatikus sejt f1ziés hibridek elédllitdsa

*» Génexpresszi6s mintdzatok dsszehasonlitdsa Differential Display-el

» Szamitogépes szekvencia analizis

A EREDNIENYER

4.1 A REVERZ TRANSZFORMACIO HATASAI A GENEXPRESSZIORA
2, 3, 8 és 15 napig reverz transzformaltatott, Ojratranszformdlt, csak
Bt,cAMP-al kezelt; csak tesztoszteronnal kezelt; valamint kezeletlen kont-



roll CHO-K20 sejtekb8l szdrmaz6é mintdk Northem blott vizsgélatdban
sikeriilt kimutatnunk a c-jun és a c-src onkogének kifejez6dését, azonban
ezek expreszszidja a reverz transzformacid sordn nem véltozott. v-sis, v-
ERB-B és wntl probakkal nem sikerillt expressziét detektalnunk.

A reverz transzformécié sordn beksvetkez$ génexpresszids mintazatbeli
véltozasok kimutatasdhoz a Northern blott hibridizacios kisérletek nem bizo-
nyultak elég hatékonynak. Az irodalomban erre tobbféle médszert irtak le,
ezek kozill a mi rendszeriinkre a differential display [39,40] latszott a leg-
kénnyebben alkalmazhatonak. Részleges differential display kisérletsoro-
zatunk 69 az intenzitisban, és ezzel a génexpresszioban valtozést mutatd
cDNS fragmentumot eredményezett. Ezekbdl 39-et ellenériztink Northern
blott hibridizacidban; kezeletlen, csak tesztoszteron kezelt, csak Bt;cAMP
kezelt és teljesen reverz transzformalt RNS mintékon. Ezekbdl 8 bizonyult
olyan cDNS fajtanak, amelyek expresszios valtozast mutaté mRNS fajtakat
detektdinak. A cDNS fragmentumokat Northern blott-ban 4jbdl leellenérizve
4 klonozott fragment detektalt szignifikns expressziovaltozast mutaté RNS
fajtat. '

A K7C3 szekvencia a patkdny 40S riboszomalis alegység S18 jelii
fehérjéjével mutat homolégiat (EMBL accession no. X57529). A detektalt
mRNS mennyisége jelent6sen lecsokken a reverz transzformacié sorédn. E
csokkenés a fehérjeszintézis édltaldnos intenzitdscstkkenésével magyardz-
haté. Korai trofoblasztokban, amelyek sok tulajdonsagukban a transzformalt
sejtekre hasonlitanak, az S18 fehérje magas expresszidjat mutattdk ki {41],
hasonl6an egyes prosztatarak sejtekhez [42].

Az R4A jelli klén egy patkany mitokondrialis fehérje, a NADH-ubiqui-
non oxidoreduktéz 4-es lanc N termindlis régiojaval homolég (Swissprot
accession no. P05508). Expresszidjdnak emelkedése varhatd kévetkezmé-

nye a reverz transzformaciénak; a reverz transzformalt sejtek anyageseréje



is a normal sejtekéhez hasonlit, amennyiben a glikolizissel szemben az
oxidativ foszforil4ciot részesitik elényben [43-45].

Az R7A klon 73 %-os homoldgist mutat a p278B7«F fehérjét kodold
cDNS szekvenciaval. mRNS-ének szintje a reverz transzformécié sorn
megemelkedik. A p27287F¢ fehérje meglepd médon két, egymastol megle-
hetésen tavoldll6 funkciét 14t el. Evoluciésan konzervalt funkcioja a szabad
60S riboszémalis alegység steady state szintjének fenntartdsa [46). Feladata
ennek megfeleléen, a reverz transzformécié sorn tapasztalhaté alacsonyabb
intenzitdsi fehérjeszintézis kovetkeztében megemelkedett mennyiségi
szabad 60S riboszomAlis alegység megkotése lenne. Ennek azonban
komolyan ellentmond, hogy a hizdsejtek indukcidja soran is megemelkedik a
szintje, mely folyamat viszont a fehérjeszintézis intenzitdsinak
emelkedésével jar [47,48]. Epitélidlis eredetdi sejtvonalakban a p27BBF/eFs
fehérje erds és specifikus kolesénhatdsba lép a pd integrin citoplazmatikus
alegységével, és az intermediate filament citoszkeletonnal [49,50], ami az
intermediate filament citoszkeleton és a hemidezmoszémdk kozotti
kapcsolatok létrehozasaban jatszott szerepére utal. Ugy gondoljuk, hogy egy
hemidezmoszémalis integrin k6t6 fehérje, amelynek citoplazmatikus és magi
jelenlétét is leirtdk, a reverz transzformacié szdmos jelenségéhez aktivan
hozzéjarulhat.

A K7C2 cDNS fragmentum a human 7-es kromoszéma 7q21-q22 -es
régidjaba esd, 130 kbp -os szekvencisban mutatott homoldgiat. Erre a régié-
ra tébb expressed sequence tag (EST) is térképez6dik, amelyek segitségével
egy feltételezett gén kodolé szekvencidit lehetett osszedllitani. A teljes
cDNS szekvenciat nemrég kozolték, az a ras csaladba tartoz6 Krev-1/rapla
GTPéz fehérje interakcids partnerét, a Kritl-et kodolja [51]. A Krev-1/rapla
fehérjérdl az irodalom valészindsiti, hogy maga is tumor szupresszor, bér az
egyes vélemények eltérnek [51-62]. A Kritl viszont olyan citolégiai régidba
esik, amelyrdl kimutattak hogy valésziniileg tumor szupresszor gént hordoz



[63]. Itt kapott eredményeink az elsd bizonyitékai annak, hogy a 7q21-q22
régidba esd tumor szupresszor gén a Kritl [64].

4.2 A REVERZ TRANSZFORMACIO HATASAI A SEJTCIKLUS

ELLENGRZGPONTJAIRA

Izoleucin éheztetéssel késdi G, fazisra el6szinkronizalt sejteket blokkol-
tunk S fazisban hidroxiurea, vagy afidikolin kezeléssel legalabb 18 éra
hosszan. Ez a kezelés egyes sejtek sejtciklusét a Go-nek megfelel6 éllapotra
allitja be, holott a DNS szintézis blokkolasa miatt a replikécid nem jatszéd-
hatott le. A maradék sejtciklus kontroll ezt kovetéen koffein kezeléssel
kénnyen tonkretehetd, a sejtek korai kromoszémakondenzacidba kezdenek,
végzetes kovetkezményekkel [65]. Az S fézisos ellen6rzépont ezen hibédja
csak transzformalt ragesalésejtekben (BHK-21, CHO, 10a2b) jelenik meg, a
normal ragesalésejtekben (pl. primer fibroblasztok, 3T3), illetve az dsszes
vizsgalt human sejtben (293, ATSBIVA, HeLa) miikédése normalis. A reverz
transzformaciéval parhuzamosan az S fézisos ellenérzépont integritdsa
helyreall.

A sejteiklus hosszan tarté blokkoldsa metafazisban a mikrotubulusok
szervezddését befolydsold agensekkel (kolchicin, kolcemid, nokodazol,
taxol, N,O) egyes sejteknél abortiv mitézishoz vezet: a sejtek az anafizis,
telofazis és citokinézis kihagyéséaval kilépnek G, féazisba, mikdzben ploidia-
fokuk megkétszerez6dik. Ez minden transzformalt ragesalésejtre és néhany
humdén vonalra is jellemzd [66]. Az S fazisos ellenérzépont kisérletekhez
hasonléan megvizsgaltuk, hogy a reverz transzforméacidénak van-e hatédsa az
M fézisos ellenérz6pont milkédésére. Azt taldltuk, hogy a reverz

transzformacié a mitotikus ellenérzépont miikdését nem 4llitja helyre.
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4.3 ONKOGENEK TULTERMELTETESENEK HATASAI A SEJTCIKLUS

ELLENORZGPONTJAIRA

4.3.1 Onkogén tiltermeltetésére alkalmas expressziés plazmidok
épitése, és stabil tultermelG sejtvonalak létrehozésa

A Northern blott kisérletek eredményeit alapul véve tultermeltetésre
hérom onkogént vélasztottunk, melyek az onkogének hirom kitlénb6zd
csoportjat: szignal transzdukcios faktorok (c-sre), transzkripcids faktorok
(cyun), valamint extracellularis szigndl faktorok (wntl) képviselik. A harom
onkogén teljes hosszisagi cDNS-eit eukaridta expressziés vektorba
épitettik. A konstrukcidkkal CHO sejteket transzfektaltunk, és szelekci6
utdin koldnidkat izoldltunk. Az izoldlt klénok tiltermelésének mértékét
Northern blott hibridizéci6val teszteltuk, ¢ a leginkabb tiltermeldkkel
dolgoztunk tovéabb. Ezek a sejtek hosszabb tenyésztést kovetden is stabilan
megorzik onkogéntiltermeld képességuket.
4.3.2 Az onkogének tiltermeltetésének hatdsa a reverz
transzformalhatéséagra

Az onkogének tiltermeltetésének hatésat a reverz transzformélhatésdgra
tobbféle citoldgiai mbdszerrel vizsgaltuk. Vizsgéltuk a sejtek megnyilasanak
mértékét, a lagyagarban valé novekedés képességének elvesztését €s a
ciklusidé megnovekedését. Osszefoglaléan megéllapithats, hogy a hérom
kulénbozé tipusi onkogént (c-sre, c-jun, wntl) tiltermeld sejtvonal a kont-
rolthoz képest nem mutat knlénbséget a reverz transzformal6 kezelésre adott

vélaszban.

4.3.3 A reverz transzformécié és az onkogének tuftermeltetésének
hatédsa az S és M fazisos ellenérzépont mikédésére

A reverz transzformaci6 hataséval ellentétes véltozast reméltink az on-
kogének harom csoportjat reprezentdlé modell onkogének tiltermeltetésétdl.
A src onkogén tiltermeltetése valban fokozta a hosszantarté DNS szintézis
blokk és koffein kezelés hatdsira bekovetkezd mitotikus katasztrofat. A



koffeinnel nem kezelt, csak DNS szintézis blokk alatt tartott sejtekben is
magasabb a spontan mitotikus katasztréfat mutatd sejtek aranya. A wntl
onkogén tultermeltetésével ugyanakkor az S fazisos ellenérzépontot olyan
hatas éri, melynek kévetkeztében a mitotikus katasztrofat mutatd sejtek
aranya alacsonyabba vélik. A jun onkogén az S fazisos ellen6rzépontra
nincs hatéssal. A c-src koffein indukalta korai kromoszémakondenzéaciot
modulalé hatisa nem meglepd: a pp60™ a p34°*? mitotikus kindz foszforila-
cids targetje [67]; a src csaldd kindzairdl tudott, hogy a mitézisba valod
belépéshez szikségesek [68]. A wntl ellentétes hatdsa mar inkabb meglepd.
A wnt géncsaldd tagjai az egyedfejlodés szamos aspektusdban szerepet
jatszanak {69], és ugy tinik, hogy a CHO sejtekben normélisan nem
expressz4lodd wntl az S fazisos ellenrzOpont integritdsit egy differen-
cidltabb allapot felé tolja el anélkil, hogy a sejtek morfolégidjat befolya-
solnd. Bz egybeesik azzal a megfigyeléssel, hogy a wnt! expresszibja
megemelkedik differencialédé sejtekben [70]. A mitotikus ellenérz6pont
mikodésére egyik onkogén deregulélt kifejeztetése sem volt hatéssal.

4.4 A TRANSZFORMALT RAGCSALOSEJTEK SEJTCIKLUS
ELLENGRZOPONTJAINAK HIBAJAT SZOMATIKUS SEJTHIBRIDEKBEN EGYES
HUMAN KROMOSZOMAK JELENLETE KOMPLEMENTALJA

Humén / kinaihércség szomatikus sejt hibridekkel sikerilt az S és M
fazisos ellenérzépontok milkédésében szerepet jatszé géneket térképeznink
a 11-es (S) és a 15-6s (M) human kromoszémékra. A 11-es kromoszémarél
kimutattuk, hogy legalabb két, az ellentétes karokon elhelyezkedd génrél
lehet sz6, amelyek kozil az egyik feltehetéen a Wilm's tumor tumor-
szupresszor. A 15-6s kromoszémén elhelyezkedé gén finomabb térké-
pezéséhez radidciés hibridek elSallitasit kezdtuk el Eszak-frorszdgi
partnereinkkel kézosen elkezdtik a 11-es kromoszéman elhelyezkedd gén
molekularis modszerekkel torténd izolalasét.
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