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ROVIDITESEK

Ad.: adenovirus.

Apr:

ampicillin rezisztencia g2n.

ATP: adenozin-trifoszfét.

Ca-foszfdt: kalcium-fosziat.

CH: koleszterin /cholesterol/.

CHO: kinai horcsog petefészekb8l izoldlt sejtvonal /chinase
hampster ovary/.

CMGT: kromoszdmdkkal végrehajtott géndtvitel /Chromosome-media-
ted gene transfer/.

CP: kalcium-foszf4t-ONS koprecipitdcids mddszer.

CPMW: 1dbab mozaikosoddsat okozd virus /cowpea mosaic virus/.

dcf.: differencidl centrifugdlds.

DEAE-dextran: dietilaminoetil-dextran.

DMEM: szovettenyésztett sejtek tdpoldata /Dulbecco modified mi-
nimal essential medium/.

OMGT: tisztitott DNS-sel végrehajiott géndtvitel /DNA-mediated
gene transfer/.

DMSO: dimetil-szulfoxid.

DNS: dezoxiribonukleinsav.

E. coli: Escherichia coli baktérium.

EDTA: etiléndiamintetracscetsav.




ii

EtBr: etidium-bromid.

fl.: foszfolipid.

6418: geneticin-szulfat, antibiotikum.

gl. s.: glicerin sokk.

HAT szelekcids kozeg: hipoxantint, aminopterint és timidint tar¥'
talmazé tdpoldat, amely lehetévé teszi a hipoxantin-gua-
nin foszforibozil iranszferdz és a timidin-kindz pozitiv
sejtekre vald szelekcidt.

HelLa: emberi daganatos mehbdl izolalt sejtvonal.

HEPES: N—(2—hidr0xietil)biperazin—?'—Z—eténszulfonsav.

HGPRT: hipoxantin-guanin foszforibozil transzferdz snzim.

ink.: inkubdlés.

lacZ: az E. coli R-galaktoziddz génje.

LB: baktérium szaporitdsdra szolgdld tdpoldat /Luria-Bertani me-—
dium/.

LMTK™ : egér timidin-kindz hidnyos L (fibroblasztbdl szarmazd)

sejtvonal.

LUV: nagy egyfald lipid vezikulum /large unilamellar vesiCuie/.

MLV: tobb fald lipid vezikulum /multilamellar vesicule/.

NPTII: neomicin-foszfotranszferdz II enzim /neomycin phospho-

{ransferase II/.
PBS: foszfdttal pufferelt sdoldat /phosphate buffered salinz/.

PK: proteinaz-K.
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PPO-POPOP: 2,5-difenil-oxazol - 1,4-di-/-2-(5-fenil)-axazoil/-
benzol.
PS: foszfatidil-szerin /phosphatidylserine/.
REV: fo:ditott fdzisy rendszerbdl pérologtatéssal képezett lipo-
| -szémék‘/reverse—phase evaporation vesicle/.
RNS: ribonukleinsav.
RSVE: Sendai virus peplonjanak rekonstrukcidjdval nyert veziku-
lumok /Reconstituted Sendai Virus Envelopes/.
SDS: natrium-dodecil-szulfit /sodium-dodecylsulphate/.
SM: fag téroléséra és higitdsdra szolgdld oldat /storage medi-
um/e
Sup: SZupresszor gen.
SUV: kis, egyfald lipid vezikulum /small unilamellar vesicule/.
SV40: majom veseébdl izoldlt ONS tumorvirus /papova/.
T: az SV40 virus T fehérjéje.
TcT: tetraciklin rezisztencia gén.
TE: TRIS-EDTA alapu DNS higitd puffer.
TMV: dohdny mozaikosoddsdt okozé virus /tobacco mosaic virus/.
Tn5: tfanszpoidn-s. |
tr’: transzformans.

UV: ultraibelya hullémhosszisagy fény /ultraviolet/.
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1. BEVEZETES ES CELKITOZESEK

'Igegen DNS eukaridta sejtbe juttatdsa a mclekuldris bioléoia
'égyik iontos észkéze lett az utébbi.évtized sorén. Ez tette eld-
szOr lehetdvé a génexpresszid szabdlyozdsdnak vizsgdlatdt, szamos
eukaridta gén azonositdsdt és jellemzését. Nagy remények fdzédnek
nozzd, hogy tovdbbfejlesztésével lehetséges lesz a génterdpia, va-
lamint mezdgazdasagilag hasznosabb novények és dllatok 1létrehoza-
sa.

A géntraszfer technikdk szamos tipusdt fejlesztették ki, s al-
kalmaztdk sikerrel a laboratdériumi vizsgdlatok soran. Iddkozben a-
zonban tobb hatrdnyos tulajdonsigukra is fény deridlt: pl. a'legel-
terjedtebb mdédszer /a kalcium-foszfat-DNS koprecipitdcids/ csak bi-
zonyos sejttipusokra alkalmazhatd megfelelS hatékonysdggal, a DEAE-
-dextran médszerrdl ugyanez elmondhatd, s a hatékonysdga leqgtobb-
szor meég alacsonyabb. A nagy hatdsfokkal mikddd mészerek kozil a
virusvektorok a_rekombinéciéra valéuhajlamqsséguk miatt veszélye-
'sék :lehétnek,‘mig a mikroinjekcids médszef a nagy ugyesseg méllett
leginkdbb igényli a )6 miszerezettséget €s igen lassd.

Az a felfedezés hogy a liposzdémdk képesek képzodésik sordn a vi-
zes fdzisban oldddé anyagok bezdrasdra, s azokat a sejtmembrannal
kolcsonhatva a sejtekbe bejuttatni, vetette fel a lehetdséget an-
nak, hogy tanszformdcids rendszerként haszndljék fel oket. A lipo-
szémdk géntraszferhez vald felhaszndldsdndl eldnyds a viszonylag

egyszer( prepardldsuk, az hogy hosszd ideig tarnlhatdk stabilan,



kevéssé toxikusak és védik a bezadrt nukleinsavat a nukledzok degra-
ddlé hatdsdtdl. Mivel bizonyos paramétereik /mint nagysag, felile-
ti toltés és a lipid kettésréteg fluiditdsa/ valtoztathatd, kiilon-
bozd kisérleti feltételek kozott alkalmazhatdk. Glikolipideket a
membrénjuksa épitve és lektineket felhaszndlva novelhetd a sejtek-
hez vald kotédésik, felszinikre ellenanyagot kotve pedig specifi-
kus sejteket célozhatunk meg velik.

Azonban az eddig kifejlesztett liposzdmds géntranszfer mdédsze-
rek a modellként haszndlt szovetkulturds sejtekkel kisebb, /vagy
legaldbbis nem nagyobb/ transzformdcids frekvencidt értek el mint
a hagyomanyosan haszndlt, egyszer( transzformdcids technikdk. U-
gyanakkor léteznek olyan kisérletek, amelyek igazoljdk azt az elva-
rdst, hogy a mds médszerekkel alig transzformdlhatd sejtvonalak
liposzémds mechanizmussal megfelelfen transzformdlhatdk /szuszpen-
zidban novd sejtvonalakba génbevitel RSVE-vel, 'vagy a novényi se]l-
tek transzformdldsandl az egyik legjobban mikodd technika a
liposzdmds/. Mésrészt a liposzomds gydgyszerbevitel laboratériumi
és klinikai vizsgdlata egyre tobb biztaté lehetdségét tarja fel a
megfelelden tervezett liposzomdk rutinszerG létrehczdsanak, s a
szervezetbe bevitt liposzdmdk célzott helyre jutta{ésénak.

Mindezt figyelembe véve, ahhoz hogy a liposzdmdk valdban hate-
kony géntranszfer rendszerként legyenek haszndlhatdk, alapvetden
sziikséges lenne a transzformdcids frekvencia ndvelése. Ennek érde-
kében munkank soran a kﬁvétkeZﬁkét VettUk figyelembé: 1/ Mivef égy
eukaridta gén nagy DONS darabot foglal le a kromoszdmébah /exon-int-

ron szekvencidk és az upstream, downstream szabdlyozd helyek



miatt/ igy a bevitt idegen gén megfelelfen szabdlyozott mikddesé-
hez nagy DNS molekuldkkal sziikséges transzformdlni. Valamennyi ed-
dig haszndlt géntraszfer mdédszer hatékonysdga csokken a novekvd
DNS-mérettel; /a liposzdmds mdédszerek kozil egyedil a REV  képes
nagy DNS molekuldk bezardsdra, de az ekkor alkalmazott ultrahango;
zdas miatt a DNS egyik vagy mindkét szdla térik/. 2/ A sejtbe Jju-
tott liposzdma tartalom legnagyobb része nem ér intakt 3llapotban
a sejimagba, az intracelluldris /lizoszdmds/ degradécid miatt, az
eddig kidolgozott liposzomds géntranszfer mddszerek esetében.

Munkdnk célkit(Gzései mindezen problémdk megolddsanak elbsegité-

sére a kovetkezok voltak:

1/ Uj médszer kidolgozdsa a DNS liposzdmdba zdrdsdra, amelynek
segitségével: a/ a liposzdmdk jelentbs része tartalmazni fog

ONS-t,

b/ és a nagy molekulatomeglG ONS-nek is jelen-
t0s szdzaléka lesz intakt dllapotban beépit-
hetd a liposzémdkba.

- 2/ Megndvelni a liposzdmdba zdrt DNS védettségét a liposzémdk
sejten belili kinyildsa esetére.

3/ Megvizsgdlni, hogy a nagyobb bezdrdsi hatékonysdg és a na-
gyobb védettség eredményez-e transzformdcids frekvencia nove-
kedést ¢€és ez hogyan viszonylik a legdltalanosabban haszndlt
transzformacids rendszerhez, a kalcium-foszfat-DNS kopreci-

pitdcids mddszerhez.



II. IRODALMI ATTEKINTES

II. 1. A genetikai transzformdcidrél dltaldban

Genetikai traszformdcidnak nevezzik a genetikai informdcid atvi-
telét, szemben 2 citoldégiai /mds néven onkogén/ transzformdcidval,
amikor a sejt daganatos ndvekedésilvé vald dtalakuldsa kovetkezik
be. Az o6roklddd tulajdonsdg csupasz DONS segitségével torténd atvi-
telét /transzformdcid/ eldszor baktériumokban fedezték fel (1), s
ezt kovetden széles korben haszndltadk fel a prokaridtak genetikdjs-
nak tanulmdnyozdsdra, ugy hogy az eredeti "eljdrast" Jelentdsen
megvdltoztattak. Uj mddszerek kifejlesztését nagyban eldsegitette,
hogy felfedezték, illetve jobban megismerték a genetikai rekombind-
cidt nem meidzissal és zigdtaképzeéssel létrehozd torzsekben a para-
szexudlis szaporodds /és rekombindcidé/ transzformdcidn kividli
egyéb formdit: virusokndl a "kevert fertdzést", baktériumokndl a
traszdukcidt és az ivaros jellegd konjugdciot, mig egyes gombdknal
a pozifiv gs negafiv jelieéﬂ hifafonalak 6sszen6vésékor keletkezd
dikarion, illetve az ezt kovetd maafuzidval a heterokarion képzést
€s az ezutan bekovetkezd szegregacidt. Mindezen genetikai rekombi-
ndcids lehettségeket terjesztették ki a gémmanipuldcids kisérle-
tekben: _ kezdetben paraszexudlis ciklus beiktatdsdval /pl. a maga-
sabbrendd fajokndl inter- és intraspecifikus sejtfizidéval/, majd
késdbb a mesterségesen megvdltoztatott genetikai anyag 4tvitelé-

vel.



Prokariétdk esetében a géntranszfer hatdsossdgdnak Jjavitdsdra
foképpen a DNS sejtfalon vald atjutdsédt kellett megnovelni. Ezt el
lehetett érni mesterségesen dtalakitott, csak bizonyos koriilmények
kﬁzdtt szaporodd fégok;/un. fagvektorok (2)/ alkalmazdsdval. Ekkor
a fagvektor DNS-ében az életéhez nem esszencidlis DNS szakaszokat
cserélik ki a vizsgdlandd prokaridta, vagy eukaridéta DONS-re az in
vitro DONS rekombindcid mddszereivel, majd a rekombindns fdg DNS-t
"mesterségesen'" bepakoljdk, részlegesen tisztitott fagfehérjék se-
gitségével és az igy kapott életképes .fdgokkal fertdzik nagy hatds-
fokkal a baktérium sejteket. Létezik olyan mddszer is amely kozvet-
leniil a fdg DNS bevitelén alapul, (3) de ezt inkdbb csak a baktéri-
umok természetes extrakromoszomdlis elemeibdl /plazmidok, episzd-
mak/ létrehozott pazmidvektorok (4) esetében haszndljdk. A baktéri-
umsejt transzfomdcidja csupasz ONS-sel a baktériumse)t kalcium-
-ionokkal vald kolcsonhatdsdn alapul. A transzformdcids hatasfok
tovdbb ndvelhetd egyéb sejtfallazitdkkal, valamint a baktériumsejt
életképessegét novels anyagokkal (5). A plazmidvektorok &dltaldban
10 kb-ndl kisebb, a fégVektorok /tipuéaiktélrngééen/ 2-23 Rb-os
ONS fragmentek klénozdsdra haszndlatosak. Nagyobb DNS darabok ese-
tében a kozmidvektorok (6) haszndlatosak, amelyek egy tipikus plaz-
midvektor szekvencidn /antibiotikum-rezisztencia gén, plazmid rep-
likdcidés origd, egyedi restrikcids enzim hasitdéhelyek a nem eszen-
cidlis DNS szakaszban/ kiviil tar{élmazzék a lambda fdg ligdlt raga-
dés végeit /un. cos-szakasz/, igy megfeleld nagysdgd idegen DNS-ek
mesterséges beépitésével im vitro fdgpakoldsra alkalmas ONS hoz-

hatd 1létre. A baktériumsejtek megferttzése utdn az idegen DNS



plazmidszer(en szaporithatd tovabb.

A géndtviteli kisérleteknél nélkiilozhetetlen a keletkezd rekom-
bindns genomok kivdlasztdsa. Ehhez olyan fenotipus sziikséges amely
Jjol detektélhaté vagy szelekcids eldnyt biztosit a rekombindns ge-
nomok ~széméra. Mindei elérhetd ha mutdns genomokkal dolgozunk /pl.
aminosav vagy nukleinsav anyagcseredt mutdnsok/, amikor a bevitt
gén /gének/ vad fenotipust egyedek létrehozasat segitik eld /kom-
plementicié vagy rekombindcié révén/ vagy pedig olyan ddminéns gé-
nek felhaszndldsdval /pl. antibiotikum rezisztencist biztositd_gé—
nek/ amelyek szelekcids eléﬁyt adnak a transzformdlt egyedeknek
vagy bejutdsuk j61 mérhetd /pl. lacZ-rendszer/.

A géntranszfer terminoldgidjaban megkilonboztetik a donor sej-
tet, amely a transzformdld genetikai ényégot szolgdltatja, a reci-
piens sejtet amely azt felveszi,.s az igy képz6dd transzformdlt
sejtet, amely tartalmazza a recipiens sejt genomjdt, plusz a donor
dltal szolgdltatott genetikai anyag vdltozdé mennyiségét /ezt gyak-
ran transzgenomnak nevezik/. Az szerint, hogy a donor genetikai
anyag izoldlt kromoszomdk formdjaban van, beszeélnek kromoszdma
kozvetitett géntranszferr6l /CMGT/, illetve ha az tisztitott ODNS,
akkor ONS dltal kozvetitett géntranszferrdl /DMGT/ vagy DNS transz-
fekciérél /ha a DNS virus eredet(/.

Mig a prokaridtékndl a genetikai dllomdny és a sejtszervezédeés
viszonylagos egyszer(isége miatt a sejtfal gdld hatdsdnak lekiizdése
"~ elegendd nagysdgrendld géndtvitelt biztosit, addig az eukaridtdknal
mas a hélyzet. A sejthdrtiya specializdcidi, finomén szabdlyozott

jellege, a sejtkomparimentalizdcidé és a sejtmag megléte mind bonyo-




lultabbd teszik az idegen DNS felvételét. Igy érthets, hogy a kez-
deti géntranszfer kisérletek, amelyeket a baktérium transzformdcid
mintdjdra csupasz DNS-sel végeztek olyan alacsony hatdsfokidak vol-
tak, hogy a megfeleld delécids mutansok hidnya miatt nem voltak
megkllonboztethetdk a reverzidé frekvencidjétél. A kora 1960-as é-
vekben elvégzett sikeres DNS-kozvetitett géntranszfer (7) sokdig
nem volt reprodukdlhatd, mivel nem ismerték fel a Ca-foszfat-DNS
koprecipitdtum jelentt6ségét a transzformdcidban, ami az adott eset-
ben egy szerencsésen megvédlasztott puffer /foszfat-p./ és a hasz-
ndlt spermin prepardtum Caz+—ion szennyezodése (8) réQén keletke-
zett. Az itt alkalmazott (7) B8-azaguanin és a HAT szelekcids rend-
szer megnyitotta az utat a keletkezett ritka transzformdnsok i-zola-
ldsa felé. Ezt haszndlta kisérleteiben McBridge és Ozer (9), amint
izoldlt metafdzisos kromoszémékat /HGPRT' CHO sejtekbdl/ vittek be
HGPRT ™ egérsejtekbe, s képesek voltak az igen alacsony frekvencié-

-6 tr'/sejt/ géntranszfert is észlelni.

50 /1077 - 10

Mivel heteroldég rendszert haszndltak, az eukaridta géntranszfer
torténetében eloszor tudtak kimutatni a transzforméns génterméket:
a donor CHO-sejtek HGPRT-jét, elektroforetikus tulajdonsdga és az

ioncserés kromatogrédfia elicids profilja megkilonbozteti a recipi-

ens egér sejtek HGPRT-jétol.



IT. 2. Eukaridta sejtek transzformdcidja a kalcium-foszfdt-DNS

koprecipitdcids mddszerrel

Az elsG egzakt és sikeres kisérleteket a tisztitott ("csupasz")
ONS transzformdcids hatdsfokanak nodvelésére eukaridta sejteknél 21
évvel ezelott végezték el (10). Mind McCutchanék SV40 DNS-sel vég-
zett kisérleteiben, mind a kozel egyiddben végzett polidma (11) és
majom adenovirus (12) DNS-t haszndld kisérletekben DEAE-dextran ke-
zeléssel ndvelték a virus ONS transzformdcids hatdsfokdt. Azonban
ez a moédszer jeléntﬁsen alacsonyabb hétésfdku Qolt‘a nagyobb mole-
kulatomeg 1linedris ONS-re /pl. Ad.l, Ad.5: 0,1-0,5 fertdzd egység
_/l ug DNS/, mint a kisebb molekulatomegl cirkuldris virus DNS-re
/SV40, polidémavirus: 105-106 fert6z6 egység/1 ug DNA/. Nagyobb ha-
tekonysdgot hozott a Graham és van der EB 4ltal bevezetett Ca-fosz-
f4t-ONS koprecipitdcidés mddszer (13), illetve ennek mddositésa
(14). Ennél a technikandl a DNS oldathoz CaZ* ionokat adnak, majd
ezt keverik a meghatdrozott pH-ra pufferelt foszfat oldathoz, s
igy megfeleld szerkezetl és finomségld DNS-Ca-foszfdt koprecipitédtu-
mot kapnak, ez adhatd a szovetkultura sejtjeihez. Az igy elérhetd

géntranszfer frekvencia a teljes donorsejt DNS-t haszndlva 10_8 -

-6

10 tr+/sejt, mig klénozott és tisztitott marker geneket hasz-

6 . 10—4. Ha a legjobb recipiens sejtvonalakat haszndl juk

/pl. egér Ltk / akkor 107> ill. 107> - 1072

ndlva 10
is elérhetd a 1legop-
timdlisabb feltételek mellett.

A Ca-foszfét koorecipitdcids mddszer mint 4ltaldban a tobbi DNS

dltal kozvetitett géntranszfer egy tobb lépésbsl 8116 olyan folya-



mat (15), amikor a szelektdlt gének /és ha van karrier DNS akkor
az is/ részlegesen degraddlédhatnak és a recipiens sejt nukleu-
szaban nagy molekulatomegl DNS-sé kapcsolddhatnak. Ezen nagy mo-
lekuldkat /kb. 50 kb-t6l akdr 500 kb-ig/, amelyeket transzgenomok-
nak neveznek, elsddlegesen a kilsdleg adott ONS alkotja. Mindegyi-
kik tartalmazhatja egy vagy inkdbb tobb kdépidjdt a szelektdlt gén-
nek, nem szelektdlhatd szekvencidkhoz kapcsolddva, melyek attol
fliggben, hogy mit visziink be a szelektdlt gének mellett, lehet kar-
‘Tier DNS vagy kotranszformacidban felhaszndlt nem szelektdlhato
gén /gének/. Mindegyik klondlisan szelektdlt recipiens sejtpopul&a-
cid tartalmazhat egy vagy inkdbb tobb kiilonbdzd tipusd transzgeno-
mot. A transzgenomok kezdetben nemstabil formdban léteznek, vald-
szindleg flggetlenlil a recipiens sejt kromoszémdjatdl. Nem szelek-
cids korulmények kozott az elvesztésik igen gyors: 3-10% generdcio-
kent. A sejtgenerdcidk képzddése sordn ezen nemstabil populdcick-
bl keletkezhetnek /szelekcids korilmények kozott inkdbb/ olyan
szdrmazékok, amelyekben a transzfomdlt gén/-ek/ relative stabil
asszocidcidban van a sejtgenommal /a kromoszdémakhoz kapcsolédva/.
De még ezen sejtvonalakban is a transzformdlt gének sokkal hajlamo-
sabbak az d4trendezddésre és az elvesztésre mint a recipiens sejt
sajat génjei.

A Ca-foszfat koprecipitdcids médszer a legelterjedtebb viszony-
lagos olcsdsdga és egyszerlseége miatt. Azonban a képzddd konkatame-
rek miatt a képiaszédm vdltozd /esetenként tobb szdz vagy ezer is
lehet/. Ennek kovetkeztében a szelektdlt génre stabil transzformén-

sokban fokozott mértékben lépnek fel dtrendezddések, metildcidk és
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egyéb inaktivdcidk. Igy az elvdrt, szabdlyozott génexpresszié nehe-
zen érhetd el.Tovdbbi hatrdnya hogy szuszpenzidban novd /nem
letapaddé/ sejteknél igen rossz hatdsfoku /a transzformdcids frek-

8 _ 10_5 tr*/sejt/, de a letapadd szovetkultdrdban nové

vencia 10~
sejttipusok kozil sem sok olyan van, amelynél a transzfer frekven-
cidja Jjonak mondhatd /10—4 - 10_3/. Mig a DEAE-dextrdnos mddszer
és a pH=6,9-nel végzett Ca-foszfdt-DNS koprecipitdcids mddszer in-
kdbb a rovid idejld /tranzient expresszids/ kisérletekben haszndla-
tos, addig a pH=7,1-nél kapott Ca-foszfdt-DNS prescipitdtum a sta-
bil transzformdcids kisérletekbeh /amikor nem egy viszonylag rovid
ideig tartd, dtmeneti génexpresszidt mérnek, hanem hosszabb idd a-
latt szelektdljdk ki a bevitt gént tartalmazé klénokat/. Ehhez ha-
sonldan stabil transzformdcidra haszndlatos az Ishiura és mtsai &al-
tal kifejlesztett mddszer (16), amelyben a bevinni kivédnt DNS-t
hordozé rekombinans fagrészecskeket CaZ+—ionok jelenlétében megha-
tdrozott pH-30 foszfattal Ca-foszfdt csapadékba viszik, majd ezt
hozzék 0Ossze a transzformdlni kivdnt sejtekkel. Ezen mddszernel
szintén kivdnatos a sejtek kalcium-foszfat tird képessége és a meg-
felelden fogékony recipiens sejtvonalak alkalmazdsa. A transzforma-
cié frekvencidja hasonld a Ca-foszfat-ONS koprecipitdcids technika-
éhoz ugyanazon szelekcids génre és ugyanarra a sejtvonalra vonat-
koztatva /10-4 - 10_3/. Ennek tovdbbfejlesztett vdltozata (17) pe-

3

dig meg is. haladja a Ca-foszfdtos médszert /10~ - 10-2/, s az egy-

ségnyi bevitt génre /DNS-re/ jutd hatigsfok is nagycbb mint a kalci-
-1
umfoszfdt mdédszernél /103 - 104 trt/1 ug DNS szemben a 10 © - 103

tr'/1 ug ONS-sel/.
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I1. 3. Liposzémas géntranszfer

Liposzémak /més néven lipidvezikulumok/ egy vagy tobb lipid ket-
tdsréteghfl /két molekularéteg/ felépiils, zart, szubmikroszkdpikus
il1l. mikroszkdpikus gombocskék, amelyek belsejében a képzddésik so-
ran, a kornyezetiikb6l bezdrt vizes oldat van. Liposzdmakat eldszor
Bangham &l1litott eld tobb mint 25 évvel ezeldtt (18). Kezdetben a
liposzdmakat mint a sejtmembrén leegyszerlsitett modelljét, elso-
sorban iQnszéllitési, permeabilitdsi kérdések vizsgalatsra haszndl-
tdk fel. | |

03 fejezetet nyitott a liposzdma kutatdsban és gyakorlati alkal-
mazdsban az, hogy felismerték a liposzémdk sejtekkel vald kolcson-
hatdsi kepességét. Ennek sokféle, egymdssal oOsszefiiggd és eziddig
nem teljesen tisztdzott formdja létezik: a/ szinte minden sejtti-
pus feliiletéhez hozzékotddhetnek; b/ ennek sorén lipideket juttat-
hatnak egyoldalidan vagy cserével a sejtmembrénba; c/ anyagokat en-
gedhetnek ki belsejiikbdl amit a sejt felvehet; d/ a megkdtott lipo-
szémat a sejt felveheti endocitézissal vagy e/ fiuziondlhat vele.
Mindezek sordn tehdt a liposzdma membrénjdban vagy belseiében levd
anyagok bejuthatnak a vele kdlcsonhatd sejt membrénjdba vagy cito-
plazmdjdba. Ennek alapjdn a liposzdomdk gydgydszati alkamazdsa koze-
1i sikerrel kecsegtet a nagyon mérgezG gyégyszerek /pl. sejtes pa-
razita 016 szerek, rék elleni gydgyszerek/ felhaszndlasi terile-
tén, azdltal hogy a szervezet nagy részével nem érintkezik a mér-
gezd rakomdnyuk és koncentrdlt adagokat juttathatnak be a parazi-

takba 1ill. a beteg szovetekbe. Azt hogy a hagyomdnyos dton bejut-
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tatolt gydgyszereknél hatdsosabbak és kevésbbé mérgezbek szamos 41-
latkisérlet és egyes klinikai vizsgdlatok is igazoljak (19).

Ezzel ellentétben igen kevés sikert értek el az oroklddé, enzim-
hidnyos betegségek gydgyitdsaban, oly mddon, hogy megprébdltdk a
kisérleti dllatokba vagy a szdvettenyééztett sejtekbe a hidnyzd en-
zimet liposzémdba =zérva bejuttatni. Epnek gy tiint, hogy sikeres
alternativdaja 1lesz a hidnyzd enzimeket kédold nukleinsavak lipo-
szomdval vald sejtbe juttatdsa azdltal, hogy az egyszer stabilan
beépild DNS biztositja a megfelelGen magas és szabdlyozott szinti
enzimtermelést. Mivel az"l97ﬁ—es évek ‘végen létezd géntranszfer
technikdk 1igen alacsony hatdsfokiak voltak, nagy figyelem fordult
a liposzdmdk felé a géntranszfer frekvenciéjéqak novelése céljabdl
is (20).

Az elsd kisérleteket, amelyek igazoltdk, hogy a liposzémdk keé-

2+ _EDTA keldcids méd-

pesek nukleinsavak sejtbe vald juttatdsa, Ca
szerrel végezték polioviruson (21). Ezt kovetGen sikeriilt kimutat-
ni biocldgiailag aktiv RNS (22, 23) és DNS (24, 25) liposzomdba
valéd bezardsdt, maid ezek sejtbe juttatdsdt és ottani kifejezddé-
siket. Azt, hogy a lipéézémék rugalmasan alkalmazhatd szdllitd
rendszerek, bizonyitotta az is, hogy teljes kromoszomdkat (26) sot
még izoldlt sejtmagokat (27) is beléjik lehetett zdrni és ilyen
médon a sejtekbe bejuttatni.

Mindezen kisérletek sordn bebizonyosodott, hogy az enyhe ultra-
hangozassal vagy egyézerﬂ mecﬁanikai kevergetéssel 'elééllitott

tobbrétegd /MLV/ vezikulumok (28), vagy az erdteljes ultrahangozés-

sal képzett kis, egyrétegld liposzémak /SUV/, (29) nem alkalmasak
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nagyobb méretld nukleinsav molekuldk bezardsdra (30) kis belsG tér-
fogatuk /0,5-5 ul/umol 1ipid/ miatt. Egyébként még az altaluk beza-
hatd kisebb molekulékat is &ltaldban kis hatdsfokkal /0,5-5%/ zar-
Jék be. Ennek kiklszobolésere fejlesztették ki a nagy, egyreétegd
vezikuldkat /LUV/. E16411itdsukra tobb médszer létezik: a/ Calt-
-EDTA keldcidés (29), b/ éter injekcids (31), forditott fézisbdl
szerves olddszer elpdrologtatdssal /REV, 32/ és a detergens diali-
zissel torténd (33) médszersek. Csupasz ONS és RNS bezdrdsdra egyre
inkdbb haszné;t médszer a REV, mivel szinte valamennyi lipidre
alkaimézhaté, igen mégas'a bezardsi hatekonysaga /10-40%/, vala-
mint igen kis térfogattal is elvégezhetfk a miveletek /4ltaldban
0,05-5 ml/. A Caz+—EDTA keldcids eljardst is alkalmaztdk ONS és
RNS bezdrdsdra, de ennek bezdrdsi hatékonysdga kisebb /5-15%/ és
ez 1is Jjelentdsen csokken a DNS molekuldk tomegének novelésével
(34), valamint csak akkor haszndlhatd, ha a 1lipidben tdbbségben
vannak a negativ tBltésd /41ltaldban foszfatidil-szerin/ molekuldk.
Elonye viszont a REV-vel szemben az, hogy nem kivdnja meg a bezd-
randéd anyag ultrahangozdsdt, ami a nagyobb molekulatdmeglG ONS-ek
toréséhez vezethet (35).

A liposzémds géntranszfer technika nemcsak a nukleinsav bezdra-
si hatékonysdg novelése révén fejlodott, hanem a liposzdmasejt kol-
csonhatds tanulmdnyozdsa olyan lehetbségek felismerését4 hozta,

-amelyekkel a liposzéma tartalom sejtbe vald hatékonyabb szdllita-
sat 'lehetett elérni: a/ foszfatidil-szerin alapd liposzémdk bizo-

nyultak a leghatékonyabbnak mind az dllati (36, 37), mind a nodvé-

nyi (39, 40) sejtekbe valé nukleinsav transzfer szempontjdbdl; b/
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Koleszterin beépitése a liposzomdba ndveli a liposzdéma stabilita-
sat, s igy a géntranszfer hatdsfokdt (37, 38). c/ Kiiltnbozd eld-,
és utdkezelések /a recipiens sejttipustdl és a liposzdmdt felépits
foszfolipidekt8l fiiggSen/ jelentfsen novelhetik a- transzformdlt
' sejtek aranyat (38, 40, 41). |

Az elért eredmények azonban csak részlegesek voltak. A 1étez6
tobbi transzformdcids rendszernél /nmem tekintve most a szinte 100%-
-0s hatdsfokd retrovirus transzformdciét és a 20 %-os hatdsfokot
is elérhetd mikroinjekcidét/ csak olyan esetben értek el nagyobb
hatasfokot, ha a beviendd nukleinsavnak /ami RNS volt/ a citoplaz-
ma volt a kifejez6dési helye: akdr dllati sejteknél pl. poliovirus-
sal (23), akar novényi sejteknél /fMV— gs CPMV-vel (39)/. Mds
esetekben az elért hatdsfok alatta maradt a tobbi technikdnak vagy
legaldbbis nem lett jobb: pl. annak ellenére hogy kb. ezerszeres
hatdsfok nOvekedést értek el a sejtek klorokvin eld-, és 25%-os
glicerinnel vald utdkezelésével az egyszerlien PS-CH REV-be zdart
SV40 DNS-hez képest. Az igy elért infektivitds nem érte el a DEAE-
-dextrdn mddszert /habdr a Ca-foszfatét jelentdsen meghaladta
(40)/. Figyelemre méltd volt hogy a bevezetett kezelésekkel parhu-
zamosan nGtt a megfert6zctt sejtek ardnya /ezt T-specifikus ellen-
anyag tesztet haszndlva mutattak ki/. Ez (37, 40) azt jelenti,
hogy ezek a kezelések novelik a liposzomdba zart DNS sejtekbe jut-
tatdsat, s igy kdzvetve vagy mds kozvetlenebb médon is a DNS -sejt-
magba jutdsdnak valészinﬂségét.‘ '

A tovdbbi vizsgdlatok (42) egyértelmivé tették, hogy a liposzé-

mak /legaldbbis a foszfatidil-szerin alapuiak/ nagyobbrészt endo-
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citdzissal jutnak be a sejtekbe /ezt er6siti fel a glicerin keze-
lés/, s azon liposzéma tartalom amely valamilyen mddon elkeriili a
lizoszémékban a degradacidt, rendelke;ik szdmottevd lehetbségoel a
transzformicid, vagy a transzfekcid ﬁegvalésitéséra. A klorokvin
valamilyen mddon /pH-t ndvelve, vagy mds direktebb médon/ gétolja
a lizoszomds lebontd enzimeket, igy megnovelve a bejutott nuklein-
sav élettartalmat, nagyobb esélyt ad annak a sejtmagba jutdsra.
Ahogy a liposzémdba zdrt SV40 DNS-sel végzett infekcids kisér-
1etek- eredményei' nem haladtdk meg a legjobban mikodd hagyomdnyos
transzfekcids rendszer /DEAE-dextran/ hatdsfokat, dgy az ©ndllé
replikdciés origdval nem rendelkez6 un. marker /vagy rezisztencia/
génekkel elért hatdsfok sem érte el a Ca-foszfdat mdédszerét. Pl.
(43) ha a REV-be HSVI TK gént /pAGO plazmid tartalmazta/ zértak
be, s glicerin sokkot alkalmaztak 30'-cel a liposzdma és a sejt
egydtt inkubdldsa utdn, akkor a HAT szelekcids kozegben mért sta-
bil transzformacié frekvenciaja csak 2x10—4 volt, szemben az
5x10—4—es Ca-foszfattal /DEAE-dextrdné kozel 0/. Annak ellenére,
hogy a tranzient expresszids kisérletek azt mutattdk, hogy a lipo-
szomds mddszerrel a sejtek legaldbb 10 %-a felvette és dtmenetileg
kifejezte a TK-gént /3H—timidin beépiiléssel mérve/, mig a Ca-fosz-

f4ttal csak 3 %, a DEAE-dextrannal pedig 0,1 - 1 %.
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III. ANYAGOK ES MODSZEREK

ITI. 1. Liposzdmak

Foszfatidil-szerint és a tobbi foszfolipidet marha agybdl prepa-
rdltuk Folch (44) mddszerével. Tisztasdgukat kétdimenzids vékonyré-
teg kromatogrdfidval ellendriztiik, Horvath Ibolya segitségével. A

koleszterin gydri /SIGMA/ készitmény volt.

LUV-ot /1. &bra/ Papahadjopoulos és mtsai (29) alapjan készitet-
tik, némi mddositdssal: a kloroformban oldott foszfolipidet vékuum-
ban besziritottuk /Rotary evaporatort hésznélva/, majd a kloroform
maradekat N2—érammal eltdvolitottuk. A lipidet felvettik NHT puf-
ferben /150 mM NaCl, 2 mM L-His, 2 mM TES, pH=7.4/, /vortex néhany
percig/ 10 pmol/ml—es végkoncentrdcidban. SUV-ot dllitottunk eld
Nz-éram alatt vald szonikdldssal /Branson tipusd ultrahangozd 5-15
o kbzotti vizfiirdd, 5-20 perc/. A megmaradt nagyméretd, tobb
lipid kett6srétegld /MLV/ vezikulumokat kicentrifugdltuk /Eppendorf
centrifuga, 20', hidegszoba/. A feliiliszdhoz CNHT puffert /0,1 M
CaCl, NHT-ben/ adtunk (10 pmol foszfolipidre 50-100 pl-t/, s egy G-
ran 4t inkub3dltuk 37 OC—on, lezdrt Eppendorf csében. Az igy képz6-
dé fehér csapadékot /Ca-kohledt/ Eppendorf centrifugdban kiillepi-

tettik. 710", ‘hidegszaba/, s a feliildszé eldobdsa utdn vortexsiel
'bsszekevertUk 100 ul olyan pufferben, amelybe elﬁééleg beleoldot-

tuk a bezdrni kivédnt anyagot /ONS esetében NHTE: 0,4 mM EDTA NHT-
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1. dbra: LUV képzése Papahadjopoulos és mtsai (29) alapjan. A .

szaritott foszfatidil-szerin alapd lipid vizes fdzisban vald felvé-
telekor sok fald /egy fal molekuldrisan egy lipid kett&srétegnek
felel meg/ nagy vezikulumok keletkeznek /MLV/, amelyekb®l ultrahan-
gozdssal egyfald, kis vezikulumokat hozhatunk létre. Ezeket Caz+-
—ionokkal’spirélisan feltekeredett lipidlemezekké /Ca-kohledt/ ala-
kithatjuk, amelyekb&l, ha elvonjuk a C82+—ionokat, egyetlen lipid-

kettbsréteggel hatdrolt, nagy bels6é térfogattal rendelkezd képz&d-

meények alakulnak ki.



- 18 -

ben, fdg esetében MNHT: 5 mM MgSO, NHT-ben/. Ezt kovetben részle-

4
tekben /vortexszel megkeverve és 37 °C-on inkubdlva/ 500-1000 Ml
ENHT-t /0,2 M EDTA NHT-ben/ adtunk hozzd és végiil még 30'-en ke-

resztil inkubdltuk 37 0C-on.

REV-et /2. 4dbra/ Szoka és mtsa (32), valamint Straubinger és
mtsa (41) alapjdn prepardltuk: 10 pmol foszfolipidet /340 pl kloro-
formban oldva/ Osszekevertiink 100 pl NHTE-vel /benne ONS/ vagy 100
Bl MNHT-vel /benne fég/ majd addig ultrahangoztuk /ultrahangos mo-
sogat6 néhdny perc, vagy a Branson-féle ultrahangozdval 10-30''/ a-
mig stabil, egyfdzisd rendszer nem alakult ki. Ezutdn forgé evapo-
rdtorban, ndvekvd vdkuumban /eldbb 3-400 Hgmm, majd a fazisdtalaku-
ldskor 5-600 Hgmm, végil 600 Hgmm felett/ eltdvolitottuk a kloro-
formot. /A gélfédzis kialakuldsakor 500 ul NHTE-t adtunk, vortex-
szeztiink és tovdbb folytattuk a kloroform elparologtatdsat/.

A be nem zdrt anyagok elvdlasztdsa a liposzdmaktél differencidl
centrifugdldssal tértént Dimitriadis (22) eljdrdsst mddositva:
mind a LUV-hoz, mind a REV-hez tovdbbi 1 ml ENHT-t adtunk, 37 Oc-
-on, 30'-en 4t inkubdltuk, majd NHTE-vel kb. 20 ml-re higitva, ste-
ril centrifuga csdvekben 38000 g-vel centrifugséltuk /30', 5-15°C/
A csapadék felszuszpenddldsa utdn a centrifugdldsos mosdst megisme-
teltik. Végil a liposzdma csapadékot 1 ml NHTE-ben vettik fel és 5
°C felett taroltuk.

Megjegyzendd, hogy a foszfolipid tartalom mérése alapjan (45) a
kiinduldsi foszfolipidnek &tlagosan 35-50%-4t kaptuk vissza a lipo-

széma prepardtum mosdsdra szolgdld centrifugdldsok utén. A legna-
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2. dbra: REV prepardldsa Szoka és mtsa (32) alapjén. A nagyobb
térfogatd szerves olddszerben oldott lipid és a kisebb térfogati
vizes olddszerben oldott, bezirni kivdnt anyag Gsszedntésével kia-
lakitott ketfdzisd rendszert ultrahangozzdk, s igy egy relative
stabil, egyfdzisd rendszer alakul ki. Ebben forditott orientdcid-
ja, egy lipidfétegﬁ vezikulumok keletkeznek, amelyeknek a belsejé-
ben van a vizes oldat. Elpdrologtatva a szerves olddszert /egy koz-
biilsd, gélfdzison keresztiil/ alakulnak ki a nagy, egy vagy néhany

lipid kett6sretegl liposzdmak.
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gyobb lipidveszteség a Ca-kohledt csapadék kicentrifugdldsa utdn
volt mérhetd, mig az MLY eltdvolitdsa és a liposzoma mosdsok ki-
sebb mértékben Jarultak hozzd a lipid veszteséghez. Koleszterin

addsa /20-50 mol % k&zott/ csokkentette a foszfolipid veszteséget.

ITI. 2. Miveletek DNS-sel és fdgokkal

A felhaszndlt baktériumttrzsek /HB10l1 - plazmidokhoz; NM259 -
fagokhoz; BHB2688 és BHB2690 - fag pakold elegyek készitéséhez/ az
SZBK Biokémiai Ihtézetének torzsgyiijteményébdl  szdrmaztak. A
AcIB57Sam7  fagot Sain Beldtsl, a NgtWES-AB (46) és az EMBL4 vektor
fdagokat (47) Duda Ern&tsl kaptuk, a pAG60 (48) plazmidot Dr. A. C.
Garapin kildte el csoportunknak. A munkdnk soran felhaszndlt rest-
rikcids endonukledz enzimeket /EcoRI, BamHI, Sall, HindIII/ az
SZBK Biokémiai Intézetében prepardltdk az irodalomban leirt eljdra-

sok részleges mddositdsdval.

Valamennyi rekombindns DNS-sel valé miveletet /plazmid DNS
tisztitds, plazmiddal baktériumsejtbe vald transzformdcis, £f&g
tisztitds, fag DNS tisztitds, im vitro fsg ONS pakold elegy készi-
tése ¢és fag DNS pakoldsa, restrikcids enzimekkel vald emésztések,

3%p ATP-vel valé DNS jelélés/ a Mani-

ONS fragmentumok ligdldsa,
atis és mtsai 4ltal megirt kézikonyv (49) alapjan végeztik el.
A AcIBS57Sam7 fagot indukciéval, a tobbi fagot az "egyszerd 1li-

zissel" prepardltuk. Mind az alkalikus lizissel prepardlt plazmi-
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dokat, mind a fdg részecskeket CsCl egyensilyi gradiens centrifugd-
lassal tisztitottuk meg. A DNS fragmenteket 32Ha(ATP—vel, a 3'-vé-
gek feltoltésével jeloltiik a Biokémiai Intézetben prepardlt E. co-

1i DNS polimerdz I Klenow fragmentjével. 125

I-dal a ONS-t Commer-
ford (50), a fig fehérjéit Greenwood és mtsai (51) alapjan Jjelol-
tik meg.

A liposzdmdba zart DNS mennyisg@géncsk meghatidrozasat izotdpos je-

161és esetén /°2p i11. 12°

I/ alikvdtok aktivitdsanak mérésével vé-
geztik PPO-POPOP-toluol szcintilldcids koktélban /1% Triton X-100-
-at haszndlva és 1 napot vdrva a liposzdma degradédcichoz/.
Nem Jeldlt ONS esetén a mintakbdl alivdtokat vettink és brémfenol-
kék tartalmi mintapufferben /2 % SDS-sel kiegészitve/, 10'-cen 4t
68 °C-on inkubdltuk, majd 0,7 % agardz tartalmd gélen megfuttattuk
dket. EtBr festés utdn Osszehasonlitottuk az UV-fluoreszcencia in-
tenzitdsokat, az ismert koncentrdcicjd plazmid ill. fdg ONS higita-
si soreval, s igy kaptuk meg a bezdrt DNS mennyiségét.

Fehérjét a zavard tényeztk /lipid, puffer, sé/ kikiiszobolésére,

Peterson (52) mddszerével hatdroztuk meg.

II1I1. 3. AgiWESneo rekombinans fég készitése

A liposzdmdba zdrt lambda fdg sukaridta sejtekbe vald transzfor-
mdlhatdsdganak vizsgdlata céljabol letrehoziunk egy eukaridtdkban
mOkodé, markergénnel elldtott rekombindns fagot /3. dbra/. Ehhez a

pAG60 plazmidot (48) hasznaltuk fel, amelynek EcoRI-gyel részlege-
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sen emésztett /linearizalt/ formdjdt izoldltuk és az EcoRI emész-
tett NgtWES-AB vektor fag (46) tisztitott karjai kozé ligdltuk a
kozépsd fragment /AB/ helyére. A ligatumot im vitro DNS pakold e-
leggyel fdgba pakoltuk. Ezzel fertbztik az NM259-es baktérium
torzsb6l készitett indik&ator séjteket; A keletkezett plakkokat SM
(49) pufferbe szedtik ki, s alikvdtjukat Q358 /QgtWES szdmdra 1i-
zist nem meg engedd supE gazda/ baktériummal vizsgdltuk. A teljes
pAG60-at tartalmazd rekombindns fdgok képessé tették a baktériumot
hogy rovid lappangdsi idd utdn ampicillin /100 ug/ml/, kanamicin
/25 ug/ml/ és tetraciklin /12,5 ug/ml/ tartalmd LB-ben ndjsn. Igy
elvégezve az elsddleges szreést, a pozitivnak bizonyuldé fégokat
felszaporitottuk NM259-ben /AQtWES szémdra lizist megengedd supF
gazda/ s restrikcids emésztéssel vizsgdltuk olyan kldnra, amely &t-
rendezddeés nélkil egy példdnyban tartalmazta a pAG-60-at a megfele-
16 helyre beépiilve. A pAG60 és a beldle kialakitott DgtWESneo fég
az eukaridta sejtekre hatékony kanamicin homoldgra, a G418-ra /ri-
boszéma mikodést gdtol/ ad rezisztencidt, azdltal hogy benne a
HSVI TK génjének promdtere /ami dltaldban minden emldssejtben miko-
dik/ hajtja meg a Tn5 transzpozonbdl kiszedett neoc gént /NPTII;
neomicin foszfotranszferdz II, vagy mds néven amino-glikozid fosz-

fotranszferdz II; APH(3')II (53)/.

ITT. 4. Szovetkultidra

Humdn eredetd Hela sejteket és egérbdl szirmazd LMTK™  sejteket



T ¢ Y

Ap'" Tcr

Z pAG -60
B' (6306 bp)

TKpr.

Agt WES-AB
EcoRI em. | Ligalas
In vitro fag DNS
pakolas | kereses, tesztelés

EcoRI
Y

— X W1 - |
—NEOQO -
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Agt WES -neo
(42174 bp)

3. 4dbra: }gtWESneo fadg kialakitdsa. pAG60 plazmidot részleges
FcoRI emésztéssel /Apr és a Tch gén kozott/ linearizdlva beépi-

tettik a )gtWES-)B vektor fég "EcoRI karjai" kozé.
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10% héinaktivdlt FCS-ot /HUMAN; Budapest/ tartalmazé OMEM-ben /SER-
VA; Heidelberg/ /kiegészitve 100 U/ml penicillinnel és 100 ug/ml
streptomycinnel/ 3-5%-o0s CUZ—tartalmd termosztdtban novesztettik,

37 OC—on.

A Ca-foszfét precipitdcidval torténd emlissejt transzformaciost
Graham és van der EB (13), valamint Wiegler és mtsai (14) alapjan
végeztik el a kovetkezOképpen: 20 ul TE-ben oldott DNS-t steril
desztillalt wvizzel 125 pl-re egészitettiik ki, majd 125 pl 0,5 M-os
CaCl,-ot adtunk hozzd. Ezt a keveréket /részletekben/ 250 pl HEPES
PO

pufferben /50 mM HEPES, 280 mM NaCl, 1,5 mM Na pH=7,05-7,15/

2 4
oldott foszfathoz adtuk, buborékoltatdssal kevertettik, majd szoba-
homérsékleten hagytuk 411lni 25-30'-cet. Az el6z0 napon tripszine-
zéssel szétosztott séjteket /5x105/60 mm-es petri csésze/ fizio-
16gids sdval /0,9 % NaCl/ megmostuk, majd hozzdadtuk a 0,5 ml-nyi
Ca-foszfdt-ONS precipitdatumct. A lemezeket féldrdan 4t szobahGmér-
sékleten tartottuk, idonként rdzogatva. 3,5 ml tdpoldatot helyez-
tink a lemezekre és a szovettenyésztd termosztdtban inkubdltuk 6-
ket. 3,5-4 dra utdn leszivtuk a tdpoldatot a lemezekrtl és 90 /He-
La/ ill. 120''-ig /LMTK / 25 % glicerinnel sokkoltuk a éejteket. A
glicerin 1leszivdsa utdn kétszer mostunk PBS-sel, majd tdpoldatot
helyeztink a sejtekre. 48 déra utdn a sejteket letripszineztik €s
1/5-1/10 részt egy-egy 10 cm-es lemezre vittik &t és 400 /Hela/
ilil 500 (LMTK')‘pg/ml G418 /GIBCO/-tartalmi tdpfolyadékban tar-

tottuk oOket, amelyet 3-4 naponta cseréltiink. 5-10 nap alatt a nem

transzformdlt sejtek kipusztultak, a transzformdns koldnidk pedig
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14-21 nap alatt akkordra néttek /50-200 sejt/, hogy leszedhetdkké
vdltak a tovdbbi vizsgdlatokra, ill. 10 % formaldehides fixdlds

utdn, 1 % kristdlyibolydval megfestve szamolhatdk lettek.

Liposzémékkal valo tranéiformécié esetén a Ca-foszfdthoz hason-
léan az eldzd napon 5x105 sejtet raktunk ki tripszinezéssel 6 cm-
-es lemezekre. A liposzdmékat 0,9 % NaCl-dal megfeleld koncentrdci-
éra higitva 300 pl végtérfogatban adtuk a 0.9 % NaCl-dal mosott
sejtekhez, a petri csészére dvatosan rétegezve. 20-30 perces, 37
OC-0s inkub&léds utén vagy 2 ml tdpoldatot mértink rdjuk és ezeket
3,5 o6rén keresztidl hagytuk 4llni 37 OC-0s termosztdtban, majd gli-
cerin sokkot alkalmaztunk, vagy egybol scokkoltunmk glicerinnel. A
tovdbbiakban a szelekciét a Ca-foszfdt médszernél leirtak szerint
hasonldéan végeztik el.

Ha nem alkalmaztunk glicerin sokkot, akkor mind a Ca-foszfat,
mind a liposzdmés transzformdcid esetében a sejteket a transzformd-
16 anyag hozzdaddsa utdn 3,5-4 drdval PBS-sel mostuk és 4,5 ml tép-

oldattal inkubdltuk tovabb.
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IV. KISERLETI EREDMENYEK

IV. 1. Kisérletek nagy molekulattmegl DNS hatékony

bezidradsara liposzémdba

IV. 1. 1. A DNS méretének hatdsa a liposzdmaba

vald bezdrhatdsigra

Ahhoz, hogy megvizsgdljuk a DNS méret hatdsdt a liposzdmdba va-
16 bezdrhatdsdg szempontjdbdl, kiilonbdzd molekulattmegl DNS frag-
menteket dllitottunk eld a AcIB57Sam7 fdg DNS-ének Sall és HindIII
restrikciés endonuklzizokkal vald emésztésével, majd a kilon-kidlon
izoldlt 499, 2028, 4371, 15258 és 32745 bp-os fragmenteket a 3'-vé-
geiken megjeloltik /BZPJATP—t haszndlva, dtlagosan 10° cpm/ug spec.
aktivitédssal/. Az ebb6l vett alikvdtokat haszndltuk az 5 pmol fosz-
fatidil-szerinb6l képezett liposzémékra /LUV ill. REV/. A kilonbo-
z5 molekulatomegld DNS-ek LUV-ba vald bezdrhatdsdga nagy kiilonbsége-
ket mutatott /4.‘éﬁra/: szelekcids elény mutatkozik a Ca-kohledtos
modszer esetéﬁ a kisebb molekulatomegl DNS-re és a nagy molekula-
tomegit mar elhanyagolhatd mértékben zirja be. Ugy tdnik, hogy a
vizsgdlt tartomdnyban a kettds logaritmikus dbrdzolds linedris Gsz-
szefiiggést téar fel a bezdrhatésdg és a molekulanagysdg kozott. A
REV keépzése estén /5. dbra/ nincs hasonlé dsszefliggés. Kiilonbdzs -
nagysagu /0.5-32,7 kb-os/ DNS molekuldkat nagysdguktél fliggetleniil

9-23 %-o0s eredménnyel sikeriilt bezdrni.
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4. dbra: A DNS fragmentek nagysdgdnak hatdsa a liposzdmdba /LUV
ill. REV/ vald bezdrhatdsdgra.

LUV /-0-/: 10 pg AcI857Sam7 fag DNS-b6l Sall és HimdIII enzimek-
kel kapott emésztés, izoldlds és Klenow—jeldlés /kb. 106 cpm/pg
DNS 'spec. akt./ utédn a 300 pl NHTE pufferben felvett 499, 2028,
4371, 15258 és 32745 bp-os fragmentek 100 uyl-es alikvotjait kever-
tik Ossze kohledt-cilinderek csapadékdval /10 umol lipid, 50 mol%
PS, 50 mol% CH/. Ehhez 100—200/Jl—85 részletekben adtunk ENHT puf-
fert /kbzben enyhén vortexszeltink/ mig a csapadék fel nem tisz-
tult. Ezt a szuszpenzidt tovdbbi 30'-cen &t inkubdltuk 37 Ssai.

Reverse fdzisd vezikuldk /REV; -e-/ képzése esetén a Jelzett

DNS oldat ugyanazon mennyiségeit ultrahangoztuk fiirdé-tipusu



- 28 -
4. dbra folytatdsa:

ultrahangozéban /hasonld 1lipid mennyiséggel és dsszetétellel/. A
szerves olddszert Rotary evapordtorral eltdvolitottuk és a kép-
z08dott liposzdma szuszpenzidt NHTE pufferben higitottuk.

A szabad DNS-t a differencidl centrifugdlés kétszeri ismétlésé-
vel tdvolitottuk el, s a réddioaktivitdst toluol alapd szcintilla-
cids koktélban mértik /1 % Triton X-100-at haszndlva a liposzdma
lizisére/.

A jelGlt DNS harmadik részét /100 pl/ elore elkészitett és dif-
ferencidl cehtrifugéléssal egyszer megtisztitott LUV-hoz kevertik
¢s 30' inkubdcid utdn /1 ml-re kiegészitve NHTE pufferrel/ majd
ké%szer differencidl centrifugdltuk. A liposzémdba zardst szdzalé-
kosan fejeztiik ki, Ugy hogy a liposzémdba zart anyagmennyiséget el-
osztottuk a mosdsi felliliszdk és a liposzdmdba zdrt anyagmennyiség
osszegével, s megszoroztuk 100-zal. A liposzéma frakcidhoz asszo-
cidlédé aktivitdst /0,16-1,09 %/ kivontuk a LUV-val és REV-vel ka-
pott adatokbdl. Harom kisérletsorozatot végezve a mérések szamtani

dtlagdt és a legnagyobb il1l. legkisebb értékét tintettik fel.
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IV. 1. 2. AcIB57Sam7 f&g liposzémédba vald

bezdrhatdésdganak vizsgdlata

Ugy gondoltuk, hogy a csupasz, linedris DNS kompaktabb szerkeze-
tivé tételével a DNS LUV-ba vaié bezérhatbséga mégnévelheté. Mivel
a természetben el6forduld kompakt szerkezetl DNS legkonnyebben ke-
zelhetd tipusa a fdg, ezért megvizsgdltuk és Osszehasonlitottuk a
AcIB57Sam7 fégnak és tisztitott DNS-ének liposzdmdba vald bezdrha-
tdsdgat kilonbdzd DNS koncentrdcicknal /5. &bra/. J6 bezdrasi ha-
tékonysdgokat kaptunk a fag haszndlata esetén, amelyeket a fdg kon-
centrdcidja nem befolydsolt /legaldbbis a vizsgdlt 200-5000 Mg fag
DNS/ml-es tartoményban/: 5,5 - 11,6 %-0s volt a bezdras. A csupasz
fdg DNS viszont semmilyen viésgélt koncentrdcisondl nem volt szdmot-
tevd mérteékben bezarhatd, mivel a liposzémdval asszocidlt DNS meny-
nyisége hasonld volt a kontrolndl kapott értékkel. Ezt ergsitették

meg a jodozott fdg DNS-sel végzett kisérletek is /1. tabldzat/.

IV. 1. 3. Tovébbi vizsgdlatok a ONS-ek liposzomdba

zdrhatdsdgdra

Mivel a vad lambddndl kisebb molekulatcmegl ﬁgtWESneo fag jdval
nagyobb bezdrdsi hatékonysdgot mutatott, megvizsgdltunk tobb kiilon-
bozd fégot a LUV-ba vald bezdrhatdsdg szempontjdbdl (2. tablézat).
Arra hogy vajon a fdgok a bezdrds sordn és utan megdrzik-e intakt-

sdgukat megnéztik, hogy a DNS bezdrdsdval pdrhuzamosan hogyan vdl-
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5. édbra: Koncentrécid hatdsa a fdgba zart és a csupasz DNS lipo-
szomaba zdrhatdsdgdra.

Kilonbozé /200, 500, 1500, 2000 és 5000 upg/ml-es DNS koncentrd-
ciokndl vizsgdltuk a csupasz és a fagfejben 1lévo \cI857Sam7 DNS
LUV-ba /S‘pmol PS, 5 umol CH egy liposzéma készitési reakcidra/ va-
16 beépithetdségét. A DNS mennyiségét agardz gélelektroforézés u-
tdn mértik koncentrdcid sorozattal Gsszehasonlitva, ahogy az "Anya-
gok és modszerek'"-ben leirtuk. A be nem zdrt fdg jobb szepardcidja
érdekében az els6 mosdsi eljdrds eldtt proteindz-K kezelést alkal-
maztunk /25 }ug/ml—es koncentrdcidban a kb. 20 ml-es NHTE puffer-
ben; 37 OC, 30'/. Kontrolként /K/1000// az el6re elkészitett és
egyszer centrifugdldssal mosott LUV-hoz adtuk a fdg /ill. fdg DNS/
1§ mg/ml—eéﬂ MNHT-s olda-tdnak 100 ul-ét és 100 mM EDTA-s kozegben
¥ OC—on, 30'-en 4t inkubdltuk 25 pg/ml proteindz-K-val, majd az

el6zdekhez hasonld mdédon szepardltunk.
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Liposzéma-asszocidlt
DNS konc. (ug/ml)
f4g DNS (%)

50 0,50

100 0,27
200 ‘ . 2,45
500 0,89
1500 0,62
2000 0,57
5000 0,35
K(1000) 0,38

125

1. tabldzat: I-jelslt AclI8565am7 DNS liposzdméba vald bezér-
hatdsdga kiilonbdz6 DNS koncentrdcicknal.

A j6d izotdppal jelclt fdg DNS mennyiségi eloszldsat alikvdtok
aktivitdsénak mérésével végeztik a liposzdma mosdsi frakcidkbsl

€és a liposzdmds frakcidkbdl, hasonldan az 4. dbrandl leirtakhoz.
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Liposzémahoz asszocidlt fag ONS (%)
Fag (bp)
Proteindz-K kezelés Nincs PK kezelés
AGtWESAB (40725) 46-51 /2/ 40-59 /2/
AgtWESneo (42174) 29-44  /3/ 48-61 /6/
EMBL& (43225) 15-25 /2/ ©29-42  /2/
AgtWESneo 10 (48480) ‘ 14-20 /2/ 21-32 /2/
AcIB857S5am7  (48502) 6-12 /5/ 8-20 /4/

2. tablazat: Kiltnbozd molekulattmeg?d fégok liposzdméba /LUV/

zdrhatdsdga, //-ben a kisérletek szdma.
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Minta DNS bezarasa (%) Fehérje bezdrdsa(%)

PK- |15,8 (8-20) 5,7 (4-7) /4/
AcI857Sam7 fag LUV-ba

PK+ | 8,1 (6-12) 3.6 (2-6) /5/

PK- | 3,7 (3-5) 5,2 (4-6) /3/
Ac1857Sam7 fag LUV-val

PR+ | 1,5 (1-3) 1,4 (0-3,5) /3/

PK- |19,1 (9-29) > 3,4 |43.2 (19-67) /2/
AcIB57Sam7 fag REV-be
PK+ 11,5 (7-16) » 2,7 {10,8 (8-14) /2/

PK- | 4,1 (3-5) 1.2 (0.0-3,5)/3/
\cIB857Sam7 fag
Pk+ | 1,5 (1-2,7) 0,0 (0-C,0) /3/

3. tdblédzat: AciB57Sam7 fdg liposzdméba zdrhatésdaga. A DNS tar-
talmat agardz gelen vald higitdssal, a fehérjét Peterson mddszeré-
vel (52) mértik; ()-ben a kapott szélsGértékek, //-ben a kisérle-
tek szdma. A nyillal /3 / jelzett érték a kiinduldsi DNS-hez hason-

16 nagysdgl ONS ardnydt mutatja az 8ssz-ONS-hez viszonyitva.
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Minta ONS bezdrdsa (%) |Fehérje bezédrdsa(%)

PK- |54,5 (48-61) 23.5 (18-28) /6/
AgtWESneo fig LUV-ba

PK+ |36,7 (29-44) 12,2 (7-18)  /3/

PK- {29,2 (16-34) 23,5 (18-28) /3/
AgtWESneo fag LUV-val

PK+ |18,8 (16-22) 4,5 (2-7) /3/

PK- |20,3 (8-41)3> 7,2| 30,4 (14-42) /&/
AgtWESneo fag REV-be

PK+ {11,5 (7-16)3 2,6 4,3 (3-5) /3/

PK- | 6,2(2,7-10,4) 2,4 (0,0-3,8)/3/
AgtWESneo fag
PK+ | 0,7 (0-1,5) 0,2 (0.0-0,5)/3/

4. tébldzat: QgtWESneo fdg liposzdmdba zdrhatésdga. A ONS tar-
talmat agardz ngélen vald higitassal, a fehérjét Peterson mdodszeré-
vel (52) mértik; ()-ben a kapott szélsdérteékek, //-ben a kisérle-
tek szdma. A nyillal /3 / jelzett érték a kiinduldsi DNS-hez hason-

16 nagysdgud DNS ardnydt mutatja az 0ssz-DNS-hez viszonyitva.
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Minta Kicentrifugdlhats figok titere (%)
Ossztiterre Kiinduldsra
PK~ 22,1 2,1x107°
AcIB57Sam7 fag LUV-ba
PK-+ 17,9 7,6x10™"
COPK- | 15,5 1,6x107°
\cIB57Sam7 fag LUV-val
PK-+ 5,5 5,8x10™"
PK- 21,8 2,8x107°
AcI857Sam7 fdg REV-be
PK+ 61,5 4,9x107°
PK- 0,04 6,2x107°
AcI357Sam7 fég
PK-+ 2,2 5,7x10"/

5. tédbldzat: AcIB57Sam7 fdg titereinek vdltozdsa a liposzdmék-
kal vald kdlcsonhatds sordn. A tdbldzatban a differencidl centrifu-

gdlds csapadékabdl mért titert tintettik fel az Osszes kapott ti-

12

ter és a bevitt titer /2-3x10"° plakk; kiinduldsra/ szdzalékdban.

A titrdlast a reakcidk utan egy nappal végeztiik el. Hasonlé koridl-

%

meények kozott inkubdlt fag oOssztitere centrifugdldsok nélkil 1 %

al3d csokkent PK kezelés nélkil is.
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Minta Kicentrifugdlhatd fagok titere (%)
Ossztiterre Kiinduldsra
PK- | 12,4-18,9 2,7-4,2x1072
AgtWESneo fag LUV-ba
PK+ | 10,7-37,2 0,3-1,0x1072
PK- 2.8-14,5 0,9-4,4x10"2
AgtWESneo fig LUV-val
PK-+ 5,7-27,3 0,5-2,4x10"2
PK- |  21,0-58,0 1,3-3,5x107°
AgtWESneo fdg REV-be
PK+ |  95,0-97,0 5,5-5,6x10"
PK- 0,5- 4,6 1,0-9,2x10™°
AgtWESneo fég
PK-+ 0,1-3x107° 0,3-8,0x107°

6. tdbldzat: AgtWESneo fég titereinek vdltozdsa a liposzémakkal
valé kolcsonhatds sordn. A tdblézatban a differencidl centrifugéd-
1l3ds csapadékdbdl mért titert tintettik fel az dsszes kapott titer

és a bevitt titer /2-3x1t_112

plakk; kiinduldsra/ szdzalékdban. A
titrdldst a reakcidk utdn egy nappal végeztik el. Hasonld kidrdlmeé-
nyek kozott inkubdlt fadg Ossztitere centrifugdldsck nélkil 12-21 %-

-ra csokkent, mig PK-val kezelve 1,5-5 %-ra.
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Minta DNS bezdrasa (%) Kisérletek szama
pAG60 DNS LUV-ba 1,5 (0,6-2) 3
pAG60 DONS REV-be 20,0 (17-25) » 12,56 3

7. téablazat: pAGA0 liposzdmdba zdrhatdsdga. A nyillal jelzett
/% / érték a kiinduldsi DNS-hez hasonld nagysdgd DNS ardnyat mutat-

ja az 0ssz-DNS-hez viszonyitva, a ()-ben pedig a szélsdértékek.
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tozik a fehérje mennyisége /3. és 4. tdbldzat/, valamint a fag ti-
tere /5., 6. tdbldzat/. A kovetkezd tdbldzat /7./ a pAG60 plazmid
LUV-ba és REV-be zdrhatdsdgdt mutatja. Mint az 5.,5 és 9. tdblazat
mutatja, a REV mdédszer eseten elért magas bezardsi hatékonysdgok a
hagy molekulatﬁmégﬁ DNé—sel'megtévesztéek,fmert agaréz gélen nézve
a kozel eredeti nagysdgd DNS ardnya jdval kisebb. Mindezt jél de-
monstrdlja a 6. dbra, ahol EtBr festéssel vizsgdltuk ezt a jelensé-
get. Az elsd hdrom minta a LUV médszerrel bezart N\gtWESmeo figot
mutatja, a mdsodik hdrom pedig a REV-be vald bezdrdst. Mig a LUV e-
satében a DNS méretében nincs vdltozds és a bezdrt DNS kozelitdleg
annyi mint a nem bezért /azonos higitdsok révén/, addig a REV ese-
tében kenddés figyelhetd meg, ami a ONS degraddldddsédt mutatja, és
jéval kevesebb DNS zarddik be /a LUV-énak kb. 1/20-a/, mert a higi-
tds 1I/c esetében csak 20x, mig I/c-nél 400x és azonos fdg mennyi-
ségb6l indultunk ki a bezdrds sordn. Ugyanezen dbrén mutatjuk be
azt 1is, hogy a REV mddszernél a csupasz DNS-nél a ONS nagysagatdl
erdsen filigg a degraddldédds mériéke, hiszen mig egy 11,5 kb-os plaz-
mid /III/a-c/ esetén szinte alig ldthatd bezérds és igen‘ kifeje-
- zett éz els6 felildszdban, addig a 2,7 kb—os‘pUCiS DNS esétén J6-
val nagyobb az intakt plazmid ardnya a liposzdmdkban. A kovetkezd
/7./ dbran azt mutatjuk be hogy a DONS liposzdmdba zdrdsdnak mérése-
re igen fontos a mintdk S0S-es, 68 Oc_o0s kezelése az agardz gelre
valg felvitel el6tt. J61 14thatd, hogy a csikok ilymdédon éleseb-
bek, hiszen a DNS egyenletes futdsdt zavard liposzémdt /és fégok
haszndlata esetén a figfejet/ szétromboljuk ezzel a kezeléssel. E-

zen az &bréan lathatd az is hogy a REV mddszer esetén is jobb a fag
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/ / / 4 . .o o / .
6. aprat A LUV es a REV kepzesi korulmenyeinek

hatdsa a bezarni kivant DNS-re.

I: J)gtWESneo fag LUV-ban, II: Agti/DSneo fag RIV-ben,
III: pliMFcat REV-ben, IV: pUC18 REV-ben, 1: AgtWES-
neo fég DNS 50x hig.; 2% pNMFcat 50x hig,;B: pUC18
50x hig.; at fu/1/, 400x hig.? /kiv.: III. 20x hig./;
bt fu/2/, 400x hig. /kiv.: III. 20x h{g./l cl csaps:
20x hig. /kiv.: I. 460x hig., III. 10x hig./’ AgtwEs-
neo: 42174 bp, pNMFcat? 11414 bp, pUC18: 2686 bp,

A futtatds 0,8%-os agaroz gélen tdrtént.
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4. i 71, = o / /
liposzomaba zart DMNS agaroz gelen
L - . " o ee / 5 « e
e e kuldnbézo korilmenyek kozott.

7. abra: A
valo elektroforézis
I. minta-puffer /50% gl., 250mM EDTA, 0,15% brom-
fenolkék/} II. I+ 68 C, 10 perc! III. I+ 2% SDS;
IV. III+ 68 C, 10 perc,
a: AgtWESneo DHS; b: AgtiWESneo fag, c: AgtWESneo
fég LUV-ban /2x t8ménység/: d: AgtWESneo fég REV-
ben /5x t./; e% AgtWESneo DNS REV-ben /5x t./;
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a b ¢ a b =e a ol e a
i i B 5

8e ébra:)gtUESneo fég LUV-ba zérhatéségénak méré—
se agarézgél /0,8%-o0s/ elektroforezissel.
I: AgtWESneo fég LUV-ban, PK+, II! mint I., de PK-}
III! D)gtWESneo fég LUV-val inkubélva, PX+; IV. mint
III., de PK-;
at fu/1/, 2x hig.; b’ fu/2/, 2x hig.? c® csap. 1,5x

/
hi

\

L J
N 4
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haszndlata csupasz DNS helyett, mert igy a ONS nagyobb része marad
intakt éllapotban. A 8. &bra a bezdrds mérését demonstirdlja az aga-
réz gélelektroforézises médszerrel: YgtWESneo fég megfeleld higi-
tdsi sora mellett futtatva a liposzdma mosdsi feliiliszokat és a-
liposzémdkat a 6. ébrénél ismertetett koriilmények kozott, majd osz-
szehasonlitva, mely csikok felelnek meg a higitdsi soron a liposzdé-
mdba bezdrt DNS koncentrdcidnak, kiszémithatdk a DNS mznnyiségek.
A mosdsi fellluszok és a csapadék higitdsi ardnya 2 a 1,5-hez ami
400x 1ill. 300x higitast Jelent a kiinduldsi DNS-hez képest. Latha-
td, hogy az eldre élkéSzitett liposzdémdhoz adott fig esetén a 1li-
poszémdhoz asszocidlt fdg DNS mennyisége kisebb mint amikor elvé-

geztik a bezdriést.

IV. 2. Eukaridta szijtek genetikai transzformdcidia

IV. 2. 1. LMTK™ sejtek transzformdcidja

Az egér L sejtvonaldnak tk  tipusa /LMTK / a szakirodalom
alapjdn (5&, 55) egyike a legjobban transzformalhatd sejtvonalak-
nak. Ezért eldszor a liposzdma  transzformdcids rendszeriink
hatékonysdgdnak vizsgdlatara LMTK sezjteket haszndltunk fel /8.
tdblézat/. 10—20‘pg pAGA0 plazmid-DONS-t haszndlva a kalcium-fosz-
fat koprecipitdcids mddszer néhanyszcr 10_3—05 nagysdgrendet mu-
tatott. Telitési liposzdma koncentrdcid felett /200 nmol PS/leO5

sejt/, s a Ca-foszfdtos midszernél alkalmazott glicerin sokkolés-
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Transzformdcids frekvencia
Médszer pAGA0 DNS/

5x105 sejt glicerin sokk nincs sokk
cP pAGS0 DNS

(11,2 pg) 1-4x10~> 3-9x107%
CP AgtWESneaDNS

(0,8-3,0 pg) | 0,4-2,6x10™" -
LUV AgtWESneo fag

(0,2 ug) 1,5-5,5x10"% 0,9-2x10"°

8. tdbldzat: LMTK sejtek transzformdcidja. A liposzdmdval v

alg

transzformdcid sordn 200 nmol foszfolipidnek megfeleld liposzémat

alkalmaztunk
neo fédg DNS-t

transzformdli

5x10°

zart be, mig a

-nek felelt meg. -: Nem vizsgaltuk.

sejtre, ami 0,2 pg pAGS0-nak megfeleld AgtWES-
kalcium-foszfdt mddszerrel /CP/

AgtWESneo fdg DNS 5-20 Hg-ja 0,8-3,0 ug pAGSD DNS-
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sal valamivel kisebb volt a frekvencia. Glicerin sokk nélkil a LUV-
-ba zdrt fdg meghaladta a 10_3-03 nagysagrendet. Ez anndl is érde-
kesebb volt, mert tisztitott fdg DNS-sel a Ca-foszfdtos mddszert
hasznélva a frekvencia /0,4-2,6x10—4/ 5 - 20 pg fdg DNS-sel. Mds
'liboszéma transzformacids korilményekel /kozvetlenil a transzformé-
cidé utdn alkalmazott glicerin sokk/ a glicerin sokk nélkiilihez ké-

pest kb. tovabbi kétszeres novekedés volt elérhetd.

Iv. 2. 2. Hela sejtek. transzformdcidja s kalcium-foszfat kopreci-

pitdcids és a hagyomanyos liposzémds /REV/ mddszerekkel

tovdbbiakban a kisérleteket egy a kelcium-foszfdtos koprecipi-
tdcidval relative alacsony hatdsfokkal transzformdlhatd sejtvonal-
lal veégeztik, amelynek pAG60-nal valé transzformdcicdjat az iroda-
lomban m3r korabban k&zclték (48). A kapotti eredménysk a 9. tdblé-
zatban léthatdk. Egy kis /0,1 ug/ és egy nagyobb /5,6 pg/ DNS meny-
nyiséggel elvégezve a transzformdcidt glicerin sokk nélkil is, a
kapott érfékék 3;4—szef kisebbek voltak a glicerin sokkos megfele-
163iknél. Tisztitott DgtWESneo fiag DNS-szl a transzformécié frek-
vencidja valamelyest kisebb volt /11. tébldzat/.

A pAG60 plazmid CsCl-dal tisztitott, tobb mint 50 % szuperheli-
kdlis format tartelmazd prepardtumdt viszonylag nagy hatésfokkal
sikerilt a REV-be bezdrni /40 ug plazmidbdl kiindulva 14,8 Hg-ot
kaptunk 8 umol PS-ben a mosdsok utdn/. Enngk 400 nmol-jdval transz-

formdlva, glicerin sokkal /vagy anélkil/ 3—4x10_5—es transzforma-
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Transzformécids
DNS/lemez (pg)
frekvencia
11,2 2,5x107%
5,6 2,3x107%
0,5 1,0x107%
0,1 3,0x10™°

9. tabldzat: Hela sejtek transzformdcidja kalcium-foszfat
koprecipitdcids mddszerrzsl. /3,5 drdval a transzformdcid utdn

25 % glicerinnel sokkoltuk a sejteket/.
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nmol foszfolipid/ pg ONS/ olicerin sokk | transzformdcids
lemez lemez frekvencia
. 3x107°
400 0,74
- (x107°
, 1,5x107°
50 0,09
- 3x107°
+ lxlU_5
5 0,009
- 1,5x10™°

10. tdbldzat: HelLa sejtek REV-be zart pAG4A0-nal vald transzfor-

macidja.
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Transzformacids frekvencia
Mddszer - pAGA0 DNS/
c
5x107 sejt glicerin sokk nincs sokk
pAG50 DNS
-4 -4
(5,5-11,2 pg) 2,5x10 0,9x10
CP
AgtiESneo DNS
(1,5-3,0 pg) 1,1x10~% 5,1x10™°
pAG60 DNS
(0,5-0,7 pg) 3x107° 4x107°
REV NgtWESneo féag
(0,30 pg) 3,1x10™° 1,2x107°
AgtWESnao DNS
(0,10 pg) 1,6x107° 0,8x107°
11. tdbldzat: A kalcium-foszfdt és a REV mddszer hatékonysagé-

nak dsszehasonlitésa Hela sejtek esetében.




ciés <frekvencidt értiink el. Kisesbb mennyiségl foszfolipidet fel-
haszndlva /ugyanolyan DNS-liposzéma ardnyndl/ a hatdsfok valame-
lyest csokkent /10. tdblédzat/. A kalcium-foszfat és a REV mddszer
hatékonysdgdt mutatja a 11.tébldzat osszehasonlitva ket a maximd-

lisan elérhetd efficiencidjukndl.

Iv. 2. 3. Transzformdcid LUV-ba zdrt féggal

4 mg/ml-es fég 6ldattal készitve a LUV-ot kb. 220 po fag DNS
asszociglt 4 pmol PS-LUV-hoz a mosdsok utén. KUldhbde m2nnyiségd
liposzdmdval vizsgdltuk a transzformdcids folyamat hatdsfokat /12.
tdblazat/. Glicerin sokkot alkalmazva az elért maximdlis <transz-
formécids frekvencia kb. kétszerese volt a kalcium-foszfdttal elér-
hetdnek. Glicerin sokk nélkiil taldltunk egy koncentrécid optimumot
/10-50 nmol foszfolipid/leO5 sejt/, ahol a transzformécids frek-
vencia tobb mint egy fél nagysdgrenddsl meghaladta a kalcium-fosz-
fdt mddszert. Kisebb koncentrécidjd fég oldatbdl kiindulva /0,64
mg fdg DNS/ml/ kisebb DNS koncentracidjd liposiéméf kaptunk /35,2
Hg  AgtWES DNS/ & umol PS/. 200 nmol PS-nek megfelels LUV-val elvé-
gezve a transzformdcidt /glicerin sokkot alkalmazva/ kisebb hatds-
fokot kaptunk /13. tdblézat/.

Az elfre elkészitett LUV-hoz adott féo transzformdcids képesse-
g2 1igen alacsony volt, s6t ha nem tdavolitottuk el a liposzdmdhoz
nem asszocidlt fagot centrifugéléssél, akkor tovabbi csokkenés ko-

vetkezett be (14. tdblazat/.



- 49 -

nmol foszfolipid/ |pg pAG60 DNS |glicerin sokk | transzformédcids
lemez lemzz frekvencia

. 5,1x10”%

200 1,85
- 0,5x10°°
. &,1x107%

80 0,66
- 3x107°
. 7,6x107°

36 0,26
- 1,5x107%
. 2.6x107°

20 0,17
. 1,4x107°
. 1,2x107

2 0,07
- 7,1x107%
. 0,1x107%
& 0,02

- 0,2x107%

12. tabldzat: Hela sejtek transzformdcidja kiildnbdzd mennyiségd

liposzémdval. 1 pmol foszfolipidnzk megfeleld liposzéma 55 Hg

AgtWESneo fdg DNS-t tartalmaz.
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Transzformdcids
po DNS/lemez
. frekvencia
0,26 1,8x107
1,65 5,1x107%

13. téblazat: Hela sejtek transzformicidja kidlonbodzd ONS
koncentracidju liposzomdkkal. 5xlO5 sejtre (egy lemez) 200

nmol. foszfolipidet haszndltunk.
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Transzformécids frakvencia
Mddszer pAG5s0 DNS/
5x105 seit glicerin sokk nincs sokk
)ctWESneo fig
(200nmol £1.) (1,7 pg) 5,1x10”% 0,5x10™°
L
(20nmol f1.) M\gtWESneo fdag
(0,17 pe) 2,6x107% 1,4x107°
LUV + fé4g gtWESneo fdg
(¢ 6ra ink., dcf.) | (0,17 pg) 3,5x107° 5x107°
(60nmol £1.)
LUV + f3g MgtWESneo fag
(5' ink., dof.) (0,5 pg) 0,5x107 0
(&0nmol f1.)

14. tdblézat: Hela sejiek transzformdcidja LUV-hoz asszocidlt

AgtWESneo féggel. Az optimdlisnak taldlt liposzdma mennyisdgeket

hasonlitottuk Gssze.
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A Hela sejtek kalcium-foszfdttal, REV-vel és LUV-val valé transz-
formdcigjdnak tipikus képét mutatja a G418-szelekcid és a kristély-

ibolyaval vald megfestés utén a 9. és 10. d&bra.



= 5%

al/ b/ c/

9. dbra: Hela sejtek transzformdcidja a/ CP-vel (5,5 pg pAG50 DNS/
5x10° sejt), b/ LUV-ba zdrt \gtWESneo fdggal (200 nmol fl.,azaz
1,65 pg pAG6D DNS/leO5 sejt), c/ REV-be zért pAG&0-nal (400 nmol

fl., azaz 0,74 pg pAG&0 DNS/leO5

DNS). 3,5 drdval a transzformd-
cid utdn 25%-o0os glicerinnel sokkoltuk a sejteket. 48 o6réval a
transzformdcid utédn a sejieket 10 cm-es Peiri-csészére tripszinez-
tik 4t és AOO}Jg/ml G418-tartalmd tdpoldatot adtunk. A tudlélt,

transzforméns koldénidkat 18 nap milva festettikk meg kristélyibolyé-

val.
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a/ b/ c/

10. é&bra: Hela sejtek transzformécidia a/ CP-vel (5,5 Ho  pAG6&0
DNS/ 5x10° sejt), b/ LUV-ha z&rt AgtWESneo féggal (20 nmol f1.,
azaz 0,17 g pAG&0 DNS/leO5 sejt), c/ REV-be zért oAGé0-nal (590

> DNS). 48 éréval a transzfor-

nmol fl., azaz 0,09 ug pAG60 DNS/5x10
mdcid utén a sejteket 10 cm-es Petri-csészére tripszineztik &t és
400 }Jg/ml G418-tartalmi tdpcldatot adtunk. A tulélt, transzformans

koldénigkat 18 nap midlva festettik meg kristdlyibolydval.
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V. EREDMENYEK MEGVITATASA

V. 1. Nagy molekulattmegli ONS liposzémaba zardsa
A kiilonbgz& molskulatdmegl DNS-ekkel elvégzett bezdrdési kisér-
leteink 1ipgazoltdk azt /az irodalmilag is megfigyelt, de dsszefiig-

2*_EDTA keldciés médszer a

géseiben nem vizsgdlt/ tényt, hogy a Ca
nagy molekulattmegld ONS-t csak kis hatékonysédggal zarja be (34,
40, 41). Adataink /4. dbra/ azt mutatjdk, hogy ennsk oka a ONS
kiterjedésében kereshetd: a vizsgdlt /0,5-32 kb-os/ tartomanyban
a linedris ONS nagysdgdnak /hosszdnak/ logaritmusdval egyenes
aranyban csokken a bezardsi hatékonysdg logaritmusa. A negativ
toltésd DNS, a negativ t8ltésd PS-liposzdmdkhoz csak dgy tud asz-
szocidlni, ha azok belsejében helyezkedik el, ehhez pedig a vezi-
kulumok mérete tul kicsi egy bizonyos ONS nagysdg utén: a LUV 1li-
poszomdk mérete a 200-1000 nm-es tartomdnyba esik /dgy hogy a ki-
cebb  &tmérdjd populdcid domindl (30)/, mig egy 1 kb-os DNS 340 nm
- hosszd és 2 nm dtmérd)d (55). Igy érthets, hogy a tobb mint 50 %
szuperhelikdlis szerkezetl plazmidot tartalmazd pAGs0 /6306 bp/
prapardtumra hdromszor akkora bezdrdst kaptunk /7. téolézat/,
mint ami a linedris méretébtl kovetkezett volna /4. dbra/.

Az irodalom szerint legdltaldnosabban haszndlt mdédszer, az un.
REV nagy DNS molekuldkat is j6 hatékonysdggal zdr be (40, 41),
viszont 1gy a molekuldk nickelddnsk és torhetnsk (35). Mi ezt a

kovetkezSképpen magyardzzuk: a REV prepardldsa sordn a vizes ol-
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datot /amely tartalmazza a DNS moiekulékat/ apro, szubmikroszkds-
pcs cseppekre diszpsrgéljuk /2. dbra/, amelyeket szerves fazis
vesz kozre, igy a ONS molekuldk Ssszetekerzdés, csavarodds és haj-
1ds révén kompaktabb szerkezetet vesznek fel, ami nagy bezdrési
hatékonysdghoz vezet /hiszen a szerves olddészer eltdvolitdsa utdn
a liposzémdk belsejében "+taldljdk magukat"/. Azonbaﬁ az ilyen &1-
lapot kialakitdsa /ultrahangozdssal/ a DNS =gyik vagy mindkét szi-
lénak toréséhez vezet /kiilondsen a nagy molekulatomegd DNS viszkd-
zus oldatdnak esetén/. Igy a rédioaktivan jeldlt ONS-sel kapott
REV-bezidrdsi ériékek /ez a modszer tesrjecdt =1 az irodalomban a be-
zéras méréseérce/ nem adjdk meg az intakt nagysdgu DNS valédi bezd-
rdsi adatait. Ha a REV-bezdrés végtermékeit vizsgdljuk, akkor
szikséges a DONS koncentrélésa, hogy a nagy mennyiségl, de hetero-
gén degraddlddéasi termekeket vizsgdlhassuk /6. és 7. dbra/: a szu-
perhzlikdlis plazmidszerkezet /természetesen a plazmid nagysdgé-
t61 flgaden/ jobban ellendll a REV képzés sordn torténd degraddci-
6nak, mint a linedris fdg DNS. Az intakt &llapotld termek ardnya a
plazmid molekulatomegének novekedésével szintén lecsokken. -
Mindezek alapjan véltik dgy, hcgy a fégfejbe zért DNS  /termé-
szetses kompakt szerkzzate révén/ nagyobb hatédsfokkal lesz csoma-
golhatd LUV-ba, mint a csupasz DONS és ezen mivelet enyhe mddja
biztositani fogja, hogy ne torténjen DNS degradacid. Az ily mddon
képeze?t liposzdméknoz a DNS olyan nagy mértékben asszocidlt,
hogy ez tobb nagysdgrenddel meghaladta a csupasz DNS-sel elért be-
zdrdsokat /5. dbra ill. 1. téblézat és 4. dbra/ és egy nagysdg-

renddzl a kis molekulatomegl DNS-sel elért eredményt /4., S. dbra
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és 7. tdbldzat/. A liposzdmdhoz asszocidlt DNS mennyisége jelentd-
sen fiiggott a fdg stabilitdsétsl /EDTA hatédsét a rovidebb ODNS-t
tartalmazé fdagfejek viszonylag jé1 tolerdljdk, mig a vad lambds-
vael megegyezd, vagy anndl nagyobb DNS-t tartalmazd fdgek cDTA ha-
tdsdra hamar szétesnek Mg2+—ion elvonds miatt (57)/. Ezért a vad
lambddndl rovidebb rekombindns figokkal tovdbb ndvelhzatd a 1lipo-
szémdba beépitett DNS ardnya /2. tdblézat/. Arra, hogy a liposzd-
méhoz asszocisdlt fégbdl mennyi volt a liposzdmdba zdrva és mennyi
helyezkedett el a liposzdmék feliiletén, kozelitdleges becslést a-
dott a liposzoma képzés utanni proteindz-K kezelés, ez ugyanis ké-
pes az EDTA-val fellazitott fépofej degraddciéjdra. Igy a fég DNS-
-e kiszabadul és a differencidl centrifugdlds nem Ulepiti ki csak
liposzdmdba zart ONS-t /s az épen maradt fégok kis hdnyadét/. En-
nek alepjén adataink /2., 3., 4. tdblézat, 8. &bra/ azt mutattak,
hogy a8 £dg DNS-gknek legalébb a fele stabil asszocidcidba keriilt
/azaz beépiilt/ a lipcszomdval. Mindezen adatok azt is mutatjék,
hogy a fdg vagy inkdhb a figfehérjék egy része rendelkezik egy bi-
zonyos kotfdési képességgel a negativ toltésd foszfatidil-szerin
- liposzdmékhoz /az elkészitett LUV-hoz adott fég DNS il1. féagfe-
nérje egy része is stabil asszocidcidba kerilt a liposzémékkal/.
Magneéztiik, hogy a fdgok milyen mértékben maradizk meg eradeti
szerkezzstikben a liposzoéma képzés utadn /a prepardtumokat néhény
csepop  kloroformmal kezzsltik, majd megtitrdltuk dket NM259 bakteé-
riumon/. Az 5. és 6. itébidzat alapjdn azt mondhatjuk, hogy a f&-
gok fliggetlenil attdl, hogy LUV-ba zértuk vagy LUV-hoz adtuk

dket, tulnyomdrészt elvesztették eredeti, aktiv /baktérium ferto-
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zG/ «épességilket. Ezen EDTA-fiiggd folyamat /a protzindz-K $s a
centrifugdlds-felszuszpenddlds mindezt  természetesen fokozza/
azonbzn iddben jdval lassubb lefutdsd mint a liposzédma /LUV/ kép-
z6dése 1ll. a fdgok LUV-hoz asszocidlddédsa, mert /és ez az insta-
bilabb AcIB57Sam? eéetében jobban lathatd/: a killepithet@sén na-
gyobb a liposzdmék jelenléte esetén, mint nélkiilik.

A fégok REV-be zdrdsa megerdsiti a csupasz DNS-nél tapasztalta-
ikat: adetaink azt mutatiék, hogy a stabilabb fag /NgtWESn=o/ 3ob-
ban veédi a degradéldddstsl a fdg DNS-t, mint az instabilabb
AcIB57Sam7  /kizel kéiszerasen: 3. és 4. tabldzat/. Tovébbs = fao-
ba zart ONS intaktabb maradti a REV hreparélés utén mint a csupasz
/7. dbra/. A fégtiter meghatéroiésok /5. és €. téblézat/ p=dig
azt mutat)dk, hogy kozel két nagysdgrenddel kevesebb ép fag merad
m20 a REV-képzzs utén, mint & LUV-ndl, de ennek tdlnycmd része
asszocidlt a ReEV-hez.

A DNS liposzéma dltali védettsépét mind a LUV, mind a REV sse-
tében 1igezolja az a tény, hogy SDS és hdkezelés sziikséges /7. &b-
ra/ a mintédknak az agardz geélen valé futtatdséhoz: csak ipy ka-
punk a csupasz DNS~re jeliemzé futdsi képet, egyébként a liposzé-

ma /mint a fagfej/ akaddlyczza a szabdlyos elekiroforézist.

V. 2. Szovettenyeészteitl sejtek iranszformélésa.

Liposzéméink transzformdlé kepssséaét elfszor egy kalcium-

-foszfdt mddszerrel jol transzformdlhatd /és ilyen célra gyakran
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haszndlt/ sejtvonallal, az LMTK -val vizsgdltuk meg. Az irocda-
lomban 1leirt (54) 10—3-08 nagysagrendet képtunk, ha a kisérlete-
et CsCl-on tisztitott 0AGA0 plazmid DNS-sel végeztik el, kalcium-
Toszf&t-ONS kopr= tdciét haszndlva. Azonban ez & mddszer jdéval
kisebb erndﬁenyt adot a ﬂgtWESneo féo ONS-ére. Mivel dgy +taldl-
tuk, hogy a 10_4—85 /maximélis/ transzformdcids frekvencia a fég
DNS 10-20 pg-jdvel volt elérhetd, valdszindnek tint, hogy a ONS
nagysdg az oka a pAG40-nsl alacsonyabb transzformdcids képessdg-
nek, nem pedig & préparétumok estleges szennyezetsége /fdm  DNS-t
a CsCl-on tisztitott fédghdl proteindz-K kezezlés utén fenolozédsszal
es alkoholos klcsaoosokkal éllitottuk €l18/. A LUV-ba zért féggal
torténd transzformdcid, amelyet 200 nmol foszfolipiddel /lemezen-
ként 5x105 sejttel/ végeztiink 21, akkor a fdg DNS kalcium-fosz-
fédtos 1transzformdcidjat tobbsziorcsen meghaladd értékeket kaptunk,
de alattas maradtunk a nAG50 plazmidos kalcium-foszfdtos érteékek-
nek. Ha a transzformdcidk scrdn n=m alkelmaztunk glicerin sokkot,
ekkor a pAG60 CP-tal és a fég LUV-vel torténd transzform801038 kG-
zel azonos ert’xek t adott. He a sokkolést /2', 5 % glicerin/ a
transzferméldé anyag hozzéadésa utdn 30'-cel végeztik el, akkor e
CP esetén gyakorlstilag nem tortént vdltczds a nam sokkclthcz ké-
pest, mig a LUV esetében az er=zcmények meghaladtdk a 10—3—08 nangy-
sagrendet. Mindezen Jelenségek magyardzatdra a Hela sejteknél
visszateérink.

Megéllapitva azt, hogy a liposzéméink képesek a CP-vel jol
transzformélhatd LMTK sejtvonal iranszformdcidjsra, részletesehbb

vizsgdlatokat végeztink el Heles seiteken, mert kivancsiak vol-
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tunk, hogy a mi megkozelitésink milyen esredményre vezet a nem e-
léo J61 mOkodd CP-hez képest. Kilcnbgzd koncentrdcidjd DNS-sel
azt kaptuk /az LMTK -hoz hasonldéan/, hogy a 10-20 Hg-0s tartomany-
ban van a transzformdcid optimuma /9. tébldzat/, s a tisztitott
AotWESneo DNS-s21 jelenidsen kisebb eradmény volt =2lérhetd mint a
pAG60 DNS-sel /11. tébldzst/. A hagyomdnyos REV mdédszer mindezek-
nél csekélyebb hatédsfokkal mikodott, s a féag DNS /ill. féo/ és a
plazmid DNS koz&tt nem volt jelentbs =ltsrés /10. és 11. t&bla-
zat/. Talan a fégfej védShatésit mutatje az, hogy a REV-he zért
fdgc valemivel jobbaﬁ transzfermdlt mint s REV-ben léyx csupasz

ONS.

+

Ehhez kénest igazi meglenstést hozott a LUV-ba zért fdggal {or-
ténd trenszformdcié /12. tébldzat/, ugyanis ennek. frekvencidjs
egy nagysag renddnl meghaladia a REV mddszert és ooptimdlis feltéte-
leket biztositve /mindkettdriek a maximumdnil mért értékek/ a CP
moédszarnél is hatdsosabbnak bizonyult. Ennzk feltétele azonban az

-

volt, hogy kelld tomeényséaC fagbdl indul junk ki a LUV prepardldsa
sordn. A kiinduldsi fég koncentréacid csikksntiése ugyanis egyidtt-
jar a beépiilt fag DNS lipidhez viszonyitott mennyiségéneck a cstk-
kenésével, s ez kisebb transzformécids frekvencidhoz vezet /13.

elé

A
W2 N2

M
a

tdbldzat/. A fég és a liposzéma egyiitizs jelenl
feltétzle a iranszformdcidnak, mert a LUV-ncz adott fég 1lezgaldbb
két nagysdgrendd=l alacsonyabb értékeket adott /14. tdpbldzat/, pe-

di

[(w]

. 2+ . . . . _
a2 fég mellett 18v8 Mg~ -ionok liposzdma rcmbold hatésdnak el-
kerilésére megfeleld mennyiségd EDTA-t haszndltiunk. Azonban para-

dox mddon, ha ¢ fadgot differencidl centrifugéldssal eltdvoiitot-
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tuk /a LUV-hoz adds utdn 6 6rdval/, akkor a transzformdcids érték
szdmottevben no6tt. Mindez valészin(ileg azérf kdvetkezett be, mert
a LUV-hoz asszociélt fégok egy része bejuttatta valamilyen mddon
a DNS-€ét a liposzdméba.

A LUV-ba zart fag REV-hez képest nagysagrenddel nagyobb transz-
formécidés frekvencidjét tobb tényezd magyardzhatja, amelyek kozil
a legfontosabbnak az tinik, hogy megnBvekedett a liposzdmdba zart
/intakt 4llapotban maradt/ DNS mennyisége. Ennek elérése valészi-
ndleg azdltal sikeriilt, hogy megrovekedett a ONS-sel toltott lipo-
szomék afénya az iires LUV—okhoz kébest. Mivel a liposzoma képzddé-
sekor a fdgok szerkezete felbomlik, a fagburok védShatdss a lizo-
szomdkkal szemkben cgek kis mértékben és kdzvetett mddon /pl.
ahogy az RN-4zzal megfigyelték (22): RN-4z kezelés érdekes mddon
megnévelte néhdryszorosdra a LUV-ba zart poliovirus titerét/ érvé-
nyesiilt. Mindezt aldtamasztja, hcogy a LUV-ba zdrt fécok PK kezelé-
se csak kis mertekben cstkkentette a transzformdcids hatdsfokot.

A LUV koncertrdcid vdltoztatdss, a glicerin sokk alkalmazdsa
vagy nem clkzlmazdsa jelentds kiilobségeket okczott /az LMK sej-
tekhez hascnloar/ a transzformdcids frekvencidban. /A 30'-es gli-
cerin s<okk a HeLa sejtek esetéber: véltozé sikerral volt alkalmaz-
hatd. A kiserletek 1obb mint a felében & sokk sorégn lejoti z se-
tek ragy része, azonban az olyan kisérietben ehol a sejtek rogzil-
ve maractak a lemezen @z erecmériy valamelyest megraladta a glice-
rin sokk nélkiliekét/. A CP-os, a glicerin sokkcs és sckk nélkili
eredmények dtrdzoldsa /11. &dbra/ jelentds kilonbséceket mutat.

Mind a kalcium-foszfdtos, mind a LUV-os transzformdcié /glicerin
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sokkal/ a megfelzlfen magas ONS /liposzéma/ koncentrdcids tarto-
ményban telitést ér 21 /természetizsen enngél jdval nagyobb mennyi-
ségek a transzformdcid csokkendséhesz vezetnek/. A kalcium-foszfa-
tos, nem glicerin sokkos eredmények /nem drdzolva/ hasonldak a
glicerin sokkos megfeielﬁjﬁkhbz, dgy hogy az abszoldt értekek leg-

alabb 3-4-szer kisebbek voltak. A glicerin sokk nélkili LUV

transzformdcié egy optimumgdrbét adott 20-100 nmol foszfolipid/

()

10 sejt tartomdnyban. A glicerin sokk hatdsmechanizmusa /az iro-
dalom szerint/ egyrészt az, hogy =gy makropinocitézisra emlékezte-
t5 folyamat szerint /érzékeny a sejtlégzésgdtldkra és a klorok-
vin, az ammonium-klorid és egyéb lizoszomagdtldk ndvelik a glice-
rin sokk hatdsdt/, mdsrészt mds ozmotikus sokkhoz /pl. DMSO (59)/
hasonld hatdsa miatt eldsegiti a DNS sejtmagba jutdsdt a lizoszs-
mdlis rendszerbdl. Ezek alapjan valdszind, hogy a DNS felvétel és
a sejtmagba jutds mechanizmusa més: mig a kalcium-foszfét-DNS ko-
precipitdtum a sejtekhzz adds utdnni masodik érétdl jelenik meg a
sejtekben és 8-10 dra midlva éri el a csicspontot (53), addig a 1li-
poszémdk tartalmukat mdr 30' midlva bejuttatjék (42) a sejtekbe.
fgy érthets, hogy a CP médszer esetében 4 dra utdn, a liposzdémds
géntranszfer esetében 30' utdn /olyan sejteknél amelyek ezt kibir-
jék/ hatdsos a glicerin sokk. Véleménylink szerint a mi liposzomé-
inkndl a glicerin sokkra kapott eltérd viselkedés oka az lehet,
hogy.- a LUV-hoz k$tSdEé fagfehérjék a liposzdmsak olyan komplexét a-
lakitjdk ki, amely nagy liposzdma koncentridcidban a kalcium-fosz-
fat csapadékhoz hasonlé médon keril a sejtbe /ill. sejtmagba/.

Mig alacsonyabb liposzdma koncentrdcidndl /a sejt liposzéma kotd-
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helyeinek telitésénél: kb. 104/sejt, azaz kb. 100 nmol PS/lO6
sejt (37, 40, 41, 43)/, ill. az alatt a "hagyomdnyos" liposzdma
bejutdsi mdéd jut érvényre.

A transzformdcid hatékonysdgdt kifejezhetjik az egységnyi DNS
/1 pg/ 4&ltal, adott szémd sejten /106/ elérhetd transzformdnsok
szamdval. Ha a kiilonbHzd mddszereket 6sszehasonlitjuk, akkor az
d1talunk képzett liposzémdk hatékonysdga szembetlin6en magas /ter-
meészetesen, ha a fdg ONS-be épitett pAGS0 méretét vessziik szamitd-
sainkhoz alapul/. Ez_azt mutatja /15. téblézat/, hogy adott szami
| DNS holekulébél‘ﬁédszerUnk kéﬁes a legtﬁbbet hatékonyan /transz-
formdcidét okozva/ bevinni a sejtekbe, pontosabban ttbb sejtet

transzformalni.
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Hela transzformacio

tr*/106 sejt .
A 7 N\
1000 4 \
d °\
/ e
/ \ -~
' o \ R
/ / \ ’x_'_,_—
! \ .-
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/| 7/ -~ \ —e— ¢ neo LUV-ban
PY Ve \ + glicerol sokk
/ / /~ —x— pAG-60 CP
4 A
/ / ,’ \ +glicerin sokk
o
Py W
L 40 400 nmol f1/106 sejt |
0,032 0,330 3,30 ug DNS/10° sejt 33,0

11. 4&bra: a Ca-foszfdt /glicerin sokkal/ és a LUV médszer /glice-
rin sokkal és anélkiil/ transzformdcids frekvencidjdnak ODNS /és

lipid/ koncentrécidfiiggése, Hela sejtekkel vizsgdlva.
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Transzformdcids
Mddszer " pAG60 DNS/ frekvencia hatékonység
5¢10° sejt tr'/10%ejt [tr*/10%se3t/pg0Ns
pAGE0 DNS
(11,2 pg) 250 22
cP
Ao tWESneoDNS
(1,5 pg) 110 73
pAGS0 DNS
(0,5 pg) 30 60
REV AgtESneo DNS
(0,1 pg) 14 140
AgtWESnzo fig
(0,3 pg) 31 103

15. tdbldzat: Kilonbozd mddszerek hatékonysdga /a legnagyobb

transzformécids

frekvencidt mutaté  korilmények

sejtekkel; /gl.s. +/-: glicerin

sokk van/nincs/.

kozott/,

Hela



A 15. tdblazat folytatdsa.
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Transzformacids
Mddszer pAGS0 DNS/ frekvencia hatékonysdg
5x10° sejt tr*/10%se3t [tr*/10%se3t/ugoNs
jkgthSneo fdg
(1,55ug, gl.s.+) 510 309
Luv
"\gtWESneo fag
(0,17ug, gl.s.-) 1380 8117
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VI. 0SSZEFOGLALAS

Megvizsgdltuk a kiilonboz6 molekulatomegil, csupasz DNS LUV-ba és
REV-be vald bezdrhatésdgdt. REV esetén a ONS molekulatdmege nem be-
folydsolja a bezérhatésagot, viszont a DNS héretének novekedésével
csokken az intakt dllapotban maradt DNS mennyisége /a REV-képzés
sordn alkalmazott ultrahangozds miatt torik a DNS egy vagy mindkét
szdla/. LUV esetében a DONS méretének novekedése a bezdrds erdtel-
jes cstkkenéséhez vezet /kettds logaritmikus Osszefiiggés/, de a
DNS intakt dllapotban marad a bezérds utdn. Megdllapitottuk, hogy
ezen Jelenség oka a DOMNS térbeli kiterjedésében van: a 200 - 1000
nm-es kiterjedéslG negativ toltési LUV-ok cstkkent statisztikai va-
ldszinGségoel zarjdk be a nagyobb molekulatomegli, negativ toltésl
DONS molekuldkat /linedris DNS esetén ez az Gsszefliggés kifejezet-
tebb/.

Ennek alapjadn dgy véltiik, hogy a kompaktabb szerkezetl /toltés
ledrnyekolt/ DNS LUV-ba nagyobb hatdsfokkal lesz bezdrhatd még a
nagyobb DNS méretnél is. Mivel a természetben eldforduld DNS egyik
legtomorebb szerkezetld és /fehérjébe becsomagolt/ formédja a fégfe-
Jjekben van, s a fdgok olyan rendszerek, amelyekben a nagy molekula-
tomegld DONS konnyen kezelhetd dllapotban van, a tovdbbi kisérlete-
ink céljéra a vad és rekombindns lambda fdgokat vélasztottuk. Meg-
éllapitottuk, hogy a DNS nagy /a csupasz DNS-nél két nagysdgrend-
del jobb, a REV-vel hasonld/ hatdsfokkal zarhatd figok formdjédban

LUV-ba, ha az eljards sorén az EDOTA adagolas fokozatosan és kis
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mennyiségekben torténik. A vad lambddéndl kisebb DNS molekulattme-
gG rekombindns fdgok esetében a liposzémdhoz vald asszocidcid to-
vdbb novelhetd az EDTA-val szemb=n megnovekedett ellendlldképesség
miatt. Mivel ugyanakkor a fég DNS elveszti /a liposzdmédn belidl is/
a baktérium fertdzd képességét, azaz a fdgburok szerkezete felbom-
lik, valdszinldleg nincs akaddlya annak, hogy a fdg DNS-z az eukari-
6ta sejten belldl konnyen szubsztratja tudjon lenni a transzformdci-
dban fontos szerepet jdtszd enzimeknek.

Megvizsgdltuk, hogy a mddszeriinkkel képszett liposzdma mennyire
alkalmaihété szﬁvetfehyésztétt sejtek transzformélésdra. Azf kap-
tuk, hogy a kalcium-foszfdt médszerrel j61 transzformdlhatd LMTK™
sejteket a kalcium-foszfdt DNS koprecipitdtumhoz hasonld mértékben
transzformdlhatjuk az dltalunk készitett liposzdmakkal. A kalcium-
-foszfatra kevésbbé recipiens sejteket megvizsgdlva azt tapasztal-
tuk, hogy médszerink tobb mint egy nagysdgrenddesl Jobban mikcdik a
hagyomdnyos REV mddszerhez képest és meghaladja a kalcium-foszfat
DNS koprecipitdcidt is. Mindznnek oka els8sorban az, hogy megndve-
kedett a DNS-t tartalmazd liposzémdk ardnya az lres LUV-okhoz keé-
pest. A fig fehérjeburck az EDTA hatdsdra torténd fellazuldsa mi-
att csak kevéssé képes a lizoszdémdlis degraddcid csokkentésére. A
DNS sejmagba jutdsdnak novelését a tovdbbiakban olyan fuzogén fe-
hérjéknek a liposzdméba vald bheépitésével képzeljik el, amelyek
/pl. a Sindbis virus peplonja/ a lizoszdmdba vald bekeriilés utdn,
a savas pH hatdsdra, fuziondlnak a lizoszdma membrdnnal. Ily mddon
2 lizoszdmdba keriilt anyag /pl. virus DNS/ kikeriil a sejtmag koze-

lébe véndorolt lizoszdmdbdl, s igy elkeriili a degradaciat.



Az a tény, hogy létezik egy olyan liposzdéma koncentrdcid tarto-
many, ahol glicerin sokk nélkil is nagy hatdsfokd transzformdcio
érthetd el, annak.a lehetbségét adja, hogy egyrészt a rendkivil ér-
zékeny, masrészt a sejtszuszpenzidban novd /més mddszerskkel na-
gyon alacsony hatdsfokkal transzformdlhatd/ sejtvonalak is Jol
transzformdlhatdk lesznek mddszeriinkkel. A tovdbbiakban ennek a
vizsgdlatdt fogjuk elvégezni.

Osszefoglaldan megdllapithatjuk, hogy mddszerink képes a nagy
molekulatdmegd DNS-t intakt dllapotban, nagy hatdsfokkal a liposzd-
méba ésohagolﬁi. Ily hédon h[a) hatékonységﬂ'reﬁdszer alakithatd ki
az eukaridta sejtek nagy molekulatomegl ONS-sel vald transzformdci-

6jéra.
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