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RÖVIDÍTÉSEK

Ad.: adenovirus.
£

Ap : ampicillin rezisztencia gén. 

ATP: adenozin-trifoszfát.

Ca-foszfát: kalcium-foszfát.

CH: koleszterin /cholesterol/.

CHO: kínai hörcsög petefészekből izolált sejtvonal /chinase 

hampster ovary/.

CMGT: kromoszómákkal végrehajtott génátvitel /Chromosome-media­

ted gene transfer/.

í
г

CP: kalcium-foszfát-DNS koprecipitációs módszer.

CPMW: lóbab mozaikosodását okozó vírus /cowpea mosaic virus/.
i

dcf.: differenciál centrifugálás.

DEAE-dextrán: dietilaminoetil-dextrán.

OMEM: szövettenyésztett sejtek tápoldata /Dulbecco modified mi­

nimal essential medium/.

DMGT: tisztított DNS-sel végrehajtott génátvitel /DNA-mediated 

gene transfer/.

DMSO: dimetil-szulfoxid.

DNS: dezoxiribonukleinsav.

E. coli: Escherichia coli baktérium.

EDTA: etiléndiamintetraecetsav.
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EtBr: etídium-bromid.

fi.: foszfolipid.

G418: geneticin-szulfát, antibiotikum.

gl. s.: “glicerin sokk.

HAT szelekciós közeg: hipoxantint, aminopterint és timidint tar­

talmazó tápoldat, amely lehetővé teszi a hipoxantin-gua-

nin foszforibozil transzferáz és a timidin-kináz pozitív

sejtekre való szelekciót.

HeLa: emberi daganatos méhből izolált sejtvonal.

HEPES: N-(2-hidroxietil)piperazin-N'-2-etánszulfonsav.

HGPRT: hipoxantin-guanin foszforibozil transzferáz enzim.

ink.: inkubálás.

lacZ: az E. coli ß-galaktozidaz génje.

LB: baktérium szaporítására szolgáló tápoldat /Luria-Bertani me­

dium/.

LMTK-: egér timidin-kináz hiányos L (fibroblasztból származó) 

sejtvonal.

LUV: nagy egyfalú lipid vezikulum /large unilamellar vesicule/. 

MLV: több falú lipid vezikulum /multilamellar vesicule/.

NPTII: neomicin-foszfotranszferáz II enzim /neomycin phospho­

transferase II/.

PBS: foszfáttal puffereit sóoldat /phosphate buffered saline/.

PK: proteináz-K.
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PPO-POPOP: 2,5-difenil-oxazol - 1,4-di-/-2-(5-fenil)-oxazoil/-

benzol.

PS: foszfatidil-szerin /phosphatidylserine/.

RÉV: fordított fázisú rendszerből párologtatással képezett lipo- 

szómák /reverse-phase evaporation vesicle/.

RNS: ribonukleinsav.

RSVE: Sendai vírus peplonjának rekonstrukciójával nyert veziku- 

lumok /Reconstituted Sendai Virus Envelopes/.

SDS: nátrium-dodecil-szulfát /sodium-dodecylsulphate/.

SM: fág tárolására és hígítására szolgáló oldat /storage medi­

um/.

sup: szupresszor gén.

SUV: kis, egyfalú lipid vezikulum /small unilamellar vesicule/. 

SV40: majom veséből izolált DNS tumorvírus /papova/.

T: az SV40 vírus T fehérjéje.

Te : tetraciklin rezisztencia gén.

TE: TRIS-EDTA alapú DNS hígító puffer.

TMV: dohány mozaikosodását okozó vírus /tobacco mosaic virus/. 

Tn5: transzpozon-5. 

tr+: transzformáns.

UV: ultraibolya hullámhosszúságú fény /ultraviolet/.
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I. BEVEZETÉS ÉS CÉLKITŰZÉSEK

Idegen DNS eukarióta sejtbe juttatása a molekuláris biológia

egyik fontos eszköze lett az utóbbi évtized során. Ez tette elő­

ször lehetővé a génexpresszió szabályozásának vizsgálatát, számos

eukarióta gén azonositását és jellemzését. Magy remények fűződnek

hozzá, hogy továbbfejlesztésével lehetséges lesz a génterápia, va­

lamint mezőgazdaságilag hasznosabb növények és állatok létrehozá­

sa.

A géntraszfer technikák számos tipusát fejlesztették ki, s al­

kalmazták sikerrel a laboratóriumi vizsgálatok során. Időközben a- 

zonban több hátrányos tulajdonságukra is fény derült: pl. a legel­

terjedtebb módszer /a kalcium-foszfát-DNS koprecipitációs/ csak bi­

zonyos sejttípusokra alkalmazható megfelelő hatékonysággal, a DEAE-

-dextrán módszerről ugyanez elmondható, s a hatékonysága legtöbb­

ször még alacsonyabb. A nagy hatásfokkal működő mószerok közül a

virusvektorok a rekombinációra való.hajlamosságuk miatt veszélye­

sek lehetnek, míg a mikroinjekciós módszer a nagy ügyesség mellett

leginkább igényli a jó műszerezettséget és igen lassú.

Az a felfedezés hogy a liposzómák képesek képződésük során a vi­

zes fázisban oldódó anyagok bezárására, s azokat a sejtmembránnal

kölcsönhatva a sejtekbe bejuttatni, vetette fel a lehetőségét an­

nak, hogy tanszformációs rendszerként használják fel őket. A lipo­

szómák géntraszferhez való felhasználásánál előnyös a viszonylag

egyszerű preparálásuk, az hogy hosszú ideig tárolhatók stabilan,
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kevéssé toxikusak és védik a bezárt nukleinsavat a nukleázok degra­

dáló hatásától. Mivel bizonyos paramétereik /mint nagyság, felüle­

ti töltés és a lipid kettősréteg fluiditása/ változtatható, külön- 

. böző kisérleti feltételek között alkalmazhatók. Glikolipideket a

membránjukba építve és lektineket felhasználva növelhető a sejtek­

hez való kötődésük, felszínükre ellenanyagot kötve pedig specifi­

kus sejteket célozhatunk meg velük.

Azonban az eddig kifejlesztett liposzómás géntranszfer módsze­

rek a modellként használt szövetkulturás sejtekkel kisebb, /vagy 

legalábbis nem nagyobb/ transzformációs frekvenciát értek el mint

a hagyományosan használt, egyszerű transzformációs technikák. U- 

gyanakkor léteznek olyan kísérletek, amelyek igazolják azt az elvá­

rást, hogy a más módszerekkel alig transzformálható sejtvonalak 

liposzómás mechanizmussal megfelelően transzformálhatok /szuszpen­

zióban növő sejtvonalakba génbevitel RSVE-vel, vagy a növényi sej­

tek transzformálásánál az egyik legjobban működő technika a 

liposzómás/. Másrészt a liposzómás gyógyszerbevitel laboratóriumi

és klinikai vizsgálata egyre több biztató lehetőségét tárja fel a

megfelelően tervezett liposzómák rutinszerű létrehozásának, s a

szervezetbe bevitt liposzómák célzott helyre juttatásának.

Mindezt figyelembe véve, ahhoz hogy a liposzómák valóban haté­

kony géntranszfer rendszerként legyenek használhatók, alapvetően 

szükséges lenne a transzformációs frekvencia növelése. Ennek érde­

kében munkánk során a következőket vettük figyelembe: 1/ Mivel egy 

eukarióta gén nagy DNS darabot foglal le a kromoszómában /exon-int- 

ron szekvenciák és az upstream, downstream szabályozó helyek
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miatt/ így a bevitt idegen gén megfelelően szabályozott működésé­

hez nagy DNS molekulákkal szükséges transzformálni. Valamennyi ed­

dig használt géntraszfer módszer hatékonysága csökken a növekvő 

DNS-mérettel; /a liposzómás módszerek közül egyedül a RÉV képes

nagy DNS molekulák bezárására, de az ekkor alkalmazott ultrahango­

zás miatt a DNS egyik vagy mindkét szála törik/. 2/ A sejtbe ju­

tott liposzóma tartalom legnagyobb része nem ér intakt állapotban 

a sejtmagba, az intracelluláris /lizoszómás/ degradáció miatt, az

eddig kidolgozott liposzómás géntranszfer módszerek esetében.

Munkánk célkitűzései mindezen problémák megoldásának elősegíté­

sére a következők voltak:

1/ Új módszer kidolgozása a DNS liposzómába zárására, amelynek 

segítségével: а/ a liposzómák jelentős része tartalmazni fog

DNS-t,

b/ és a nagy molekulatömegű DNS-пек is jelen­

tős százaléka lesz intakt állapotban beépít­

hető a liposzómákba.

2/ Megnövelni a liposzómába zárt DNS védettségét a liposzómák

sejten belüli kinyílása esetére.

3/ Megvizsgálni, hogy a nagyobb bezárási hatékonyság és a na­

gyobb védettség eredményez-e transzformációs frekvencia növe­

kedést és ez hogyan viszonylik a legáltalánosabban használt

transzformációs rendszerhez, a kalcium-foszfát-DNS kopreci-

pitációs módszerhez.
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II. IRODALMI ÁTTEKINTÉS

II. 1. A genetikai transzformációról általában

Genetikai traszformációnak nevezzük a genetikai információ átvi­

telét, szemben a citológiai /más néven onkogén/ transzformációval, 

amikor a sejt daganatos növekedésűvé való átalakulása következik 

be. Az öröklődő tulajdonság csupasz DNS segítségével történő átvi­

telét /transzformáció/ először baktériumokban fedezték fel (1), s

ezt követően széles körben használták fel a prokarióták genetikájá­

nak tanulmányozására, úgy hogy az eredeti "eljárást" jelentősen 

megváltoztatták. Új módszerek kifejlesztését nagyban elősegítette,

hogy felfedezték, illetve jobban megismerték a genetikai rekombiná­

ciót nem meiózissal és zigótaképzéssel létrehozó törzsekben a para- 

szexuális szaporodás /és rekombináció/ transzformáción kivüli 

egyéb formáit: virusoknál a "kevert fertőzést", baktériumoknál a 

traszdukciót és az ivaros jellegű konjugációt, míg egyes gombáknál 

a pozitív és negatív jellegű hifafonalak összenövésekor keletkező 

dikarion, illetve az ezt követő magfúzióval a heterokarion képzést

és az ezután bekövetkező szegregációt. Mindezen genetikai rekombi­

nációs lehetőségeket terjesztették ki a génmanipulációs kísérle­

tekben: .. kezdetben paraszexuális ciklus beiktatásával /pl. a maga- 

sabbrendű fajoknál inter- és intraspecifikus sejtfúzióval/, majd 

később a mesterségesen megváltoztatott genetikai anyag átvitelé­

vel .



Prokarióták esetében a géntranszfer hatásosságának javítására

főképpen a DNS sejtfalon való átjutását kellett megnövelni. Ezt el 

lehetett érni mesterségesen átalakított, csak bizonyos körülmények 

között szaporodó fágok /un. fágvektorok (2)/ alkalmazásával. Ekkor

a fágvektor DNS-ében az életéhez nem esszenciális DNS szakaszokat

cserélik ki a vizsgálandó prokarióta, vagy eukarióta DNS-re az in 

vitro DNS rekombináció módszereivel, majd a rekombináns fág DNS-t 

"mesterségesen" bepakolják, részlegesen tisztított fágfehérjék se­

gítségével és az így kapott életképes fágokkal fertőzik nagy hatás­

fokkal a baktérium sejteket. Létezik olyan módszer is amely közvet­

lenül a fág DNS bevitelén alapul, (3) de ezt inkább csak a baktéri­

umok természetes extrakromoszómális elemeiből /plazmidok, episzó- 

mák/ létrehozott pazmidvektorok (4) esetében használják. A baktéri­

umsejt transzfomációja csupasz DNS-sel a baktériumsejt kalcium-

-ionokkal való kölcsönhatásán alapul. A transzformációs hatásfok

tovább növelhető egyéb sejtfallazítókkal, valamint a baktériumsejt 

életképességét növelő anyagokkal (5). A plazmidvektorok általában 

10 kb-nál kisebb, a fágvektorok /típusaiktól függően/ 2-23 kb-os 

DNS fragmentek klónozására használatosak. Nagyobb DNS darabok ese­

tében a kozmidvektorok (6) használatosak, amelyek egy tipikus plaz- 

midvektor szekvencián /antibiotikum-rezisztencia gén, plazmid rep- 

likációs origó, egyedi restrikciós enzim hasítóhelyek a nem eszen- 

ciális DNS szakaszban/ kívül tartalmazzák a lambda fág ligáit raga­

dós végeit /un. cos-szakasz/, így megfelelő nagyságú idegen DNS-ek 

mesterséges beépítésével im vitro fágpakolásra alkalmas DNS hoz­

ható létre. A baktériumsejtek megfertőzése után az idegen DNS
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plazmidszerűen szaporítható tovább.

A génátviteli kísérleteknél nélkülözhetetlen a keletkező rekom-

bináns genomok kiválasztása. Ehhez olyan fenotípus szükséges amely

jól detektálható vagy szelekciós előnyt biztosít a rekombináns ge­

nomok számára. Mindez elérhető ha mutáns genomokkal dolgozunk /pl. 

aminosav vagy nukleinsav anyagcsereút mutánsok/, amikor a bevitt 

gén /gének/ vad fenotípusú egyedek létrehozását segítik elő /kom- 

plementáció vagy rekombináció révén/ vagy pedig olyan domináns gé­

nek felhasználásával /pl. antibiotikum rezisztenciát biztosító gé­

nek/ amelyek szelekciós előnyt adnak a transzformált egyedeknek 

vagy bejutásuk jól mérhető /pl. lacZ-rendszer/.

A géntranszfer terminológiájában megkülönböztetik a donor sej­

tet, amely a transzformáló genetikai anyagot szolgáltatja, a reci-

piens sejtet amely azt felveszi,.s az így képződő transzformált

sejtet, amely tartalmazza a recipiens sejt genomját, plusz a donor 

által szolgáltatott genetikai anyag változó mennyiségét /ezt gyak­

ran transzgenomnak nevezik/. Az szerint, hogy a donor genetikai

anyag izolált kromoszómák formájában van, beszélnek kromoszóma 

közvetített géntranszferről /CMGT/, illetve ha az tisztított DNS,

akkor DNS által közvetített géntranszferről /DMGT/ vagy DNS transz-

fekeiéről /ha a DNS vírus eredetű/.

Míg a prokariótáknál a genetikai állomány és a sejtszerveződés 

viszonylagos egyszerűsége miatt a sejtfal gáló hatásának leküzdése 

elegendő nagyságrendű génátvitelt biztosít, addig az eukariótáknál 

más a helyzet. A sejthártya specializációi, finoman szabályozott

jellege, a sejtkompartmentalizáció és a sejtmag megléte mind bonyo-
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lultabbá teszik az idegen DNS felvételét. így érthető, hogy a kez­

deti géntranszfer kisérletek, amelyeket a baktérium transzformáció 

mintájára csupasz DNS-sel végeztek olyan alacsony hatásfokúak vol­

tak, hogy a megfelelő deléciós mutánsok hiánya miatt nem voltak 

megkülönböztethetők a reverzió frekvenciájától. A kora 1960-as é- 

vekben elvégzett sikeres DNS-közvetített géntranszfer (7) sokáig

volt reprodukálható, mivel nem ismerték fel a Ca-foszfát-DNSnem

koprecipitátum jelentőségét a transzformációban, ami az adott eset­

ben egy szerencsésen megválasztott puffer /foszfát-р./ és a hasz­

nált spermin preparátum Ca^+-ion szennyeződése (8) révén keletke­

zett. Az itt alkalmazott (7) 8-azaguanin és a HAT szelekciós rend­

szer megnyitotta az utat a keletkezett ritka transzformánsok Izolá­

lása felé. Ezt használta kísérleteiben McBridge és Ozer (9), amint 

izolált metafázisos kromoszómákat /HGPRT+ CHO sejtekből/ vittek be

HGPRT egérsejtekbe, s képesek voltak az igen alacsony frekvenciá­

jú /10“7 - 10-^ tr+/sejt/ géntranszfert is észlelni.

Mivel heterológ rendszert használtak, az eukarióta géntranszfer

történetében először tudták kimutatni a transzformáns génterméket:

a donor CHO-sejtek HGPRT-jét, elektroforetikus tulajdonsága és az

ioncserés kromatográfia elúciós profilja megkülönbözteti a recipi-

ens egér sejtek HGPRT-jétől.
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II. 2. Eukarióta sejtek transzformációja a kalcium-foszfát-DNS

koprecipitációs módszerrel

Az első egzakt és sikeres kísérleteket a tisztított ("csupasz") 

DNS transzformációs hatásfokának növelésére eukarióta sejteknél 21 

évvel ezelőtt végezték el (10). Mind McCutchanék SV40 DNS-sel vég­

zett kísérleteiben, mind a közel egyidőben végzett polióma (11) és 

majom adenovirus (12) DNS-t használó kísérletekben DEAE-dextrán ke­

zeléssel növelték a vírus DNS transzformációs hatásfokát. Azonban

ez a módszer jelentősen alacsonyabb hatásfokú volt a nagyobb mole­

kulatömegű lineáris DNS-re /pl. Ad.l, Ad.5: 0,1-0,5 fertőző egység 

/1 ug DNS/, mint a kisebb molekulatömegű cirkuláris vírus DNS-re 

/SV40, poliómavírus: 10^-10^ fertőző egység/l ug DNA/. Nagyobb ha­

tékonyságot hozott a Graham és van der EB által bevezetett Ca-fosz- 

fát-DNS koprecipitációs módszer (13), illetve ennek módosítása 

(14). Ennél a technikánál a DNS oldathoz Ca 2+ ionokat adnak, majd

ezt keverik a meghatározott pH-га puffereit foszfát oldathoz, s

így megfelelő szerkezetű és finomságú DNS-Ca-foszfát koprecipitátu-

mot kapnak, ez adható a szövetkultúra sejtjeihez. Az így elérhető
-8géntranszfer frekvencia a teljes donorsejt DNS-t használva 10 

10 ^ tr+/sejt, míg klónozott és tisztított marker géneket hasz- 

-6 -4nálva 10 - 10 . Ha a legjobb recipiens sejtvonalakat használjuk

/pl. egér Ltk / akkor 10 ^ ill. 10 ^ - 10 ^ is elérhető a legop­

timálisabb feltételek mellett.

A Ca-foszfát koprecipitációs módszer mint általában a többi DNS

által közvetített géntranszfer egy több lépésből álló olyan folya-
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mat (15), amikor a szelektált gének /és ha van karrier DNS akkor 

az is/ részlegesen degradálódhatnak és a recipiens sejt nukleu- 

szában nagy molekulatömegű DNS-sé kapcsolódhatnak. Ezen nagy mo­

lekulákat /kb. 50 kb-tól akár 500 kb-ig/, amelyeket transzgenomok- 

nak neveznek, elsődlegesen a külsőleg adott DNS alkotja. Mindegyi­

kük tartalmazhatja egy vagy inkább több kópiáját a szelektált' gén­

nek, nem szelektálható szekvenciákhoz kapcsolódva, melyek attól

függően, hogy mit viszünk be a szelektált gének mellett, lehet kar­

rier DNS vagy kotranszformációban felhasznált nem szelektálható 

gén /gének/. Mindegyik klonálisan szelektált recipiens sejtpopulá­

ció tartalmazhat egy vagy inkább több különböző típusú transzgeno-

mot. A transzgenomok kezdetben nemstabil formában léteznek, való­

színűleg függetlenül a recipiens sejt kromoszómájától. Nem szelek­

ciós körülmények között az elvesztésük igen gyors: 3-10% generáció­

ként. A sejtgenerációk képződése során ezen nemstabil populációk­

ból keletkezhetnek /szelekciós körülmények között inkább/ olyan 

származékok, amelyekben a transzfomált gén/-ek/ relatíve stabil 

asszociációban van a sejtgenommal /a kromoszómákhoz kapcsolódva/.

De még ezen sejtvonalakban is a transzformált gének sokkal hajlamo­

sabbak az átrendeződésre és az elvesztésre mint a recipiens sejt

saját génjei.

A Ca-foszfát koprecipitációs módszer a legelterjedtebb viszony­

lagos olcsósága és egyszerűsége miatt. Azonban a képződő konkatame- 

rek miatt a kópiaszám változó /esetenként több száz vagy ezer is 

lehet/. Ennek következtében a szelektált génre stabil transzformán-

sokban fokozott mértékben lépnek fel átrendeződések, metilációk és
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egyéb inaktivációk. így az elvárt, szabályozott génexpresszió nehe­

zen érhető el.További hátránya hogy szuszpenzióban növő /nem 

letapadd/ sejteknél igen rossz hatásfokú /a transzformációs írek- 

vencia 10 - 10 tr /sejt/, de a letapadó szövetkultúrában növő 

sejttípusok közül sem sok olyan van, amelynél a transzfer frekven­

ciája jónak mondható /10 4 - 10 "V. Míg a DEAE-dextrános módszer 

és a pH=6,9-nél végzett Ca-foszfát-DNS koprecipitációs módszer in­

kább a rövid idejű /tranzient expressziós/ kísérletekben használa­

tos, addig a pH=7,l-nél kapott Ca-foszfát-DNS prscipitátum a sta­

bil transzformációs kísérletekben /amikor nem egy viszonylag rövid 

ideig tartó, átmeneti génexpressziót mérnek, hanem hosszabb idő a- 

latt szelektálják ki a bevitt gént tartalmazó kiónokat/. Ehhez ha­

sonlóan stabil transzformációra használatos az Ishiura és mtsai ál­

tal kifejlesztett módszer (16), amelyben a bevinni kívánt DNS-t 

hordozó rekombináns fágrészecskéket Ca^+-ionok jelenlétében megha­

tározott pH-jú foszfáttal Ca-foszfát csapadékba viszik, majd ezt 

hozzák össze a transzformálni kívánt sejtekkel. Ezen módszernél 

szintén kívánatos a sejtek kalcium-foszfát tűrő képessége és a meg­

felelően fogékony recipiens sejtvonalak alkalmazása. A transzformá­

ció frekvenciája hasonló a Ca-foszfát-DNS koprecipitációs techniká­

éhoz ugyanazon szelekciós génre és ugyanarra a sejtvonalra vonat­

koztatva /10"4 - IO“3/. Ennek továbbfejlesztett változata (17) pe-
-3 -2dig meg is. haladja a Ca-foszfátos módszert /10 - 10 /, s az egy­

ségnyi bevitt génre /DNS-ге/ jutó hatásfok is nagyobb mint a kalci­

umfoszfát módszernél /103 - 104 tr+/l ug DNS szemben a 10 " - 10^ 

tr+/l ug DNS-sel/.
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II. 3. Liposzómás géntranszfer

Liposzómák /más néven lipidvezikulumok/ egy vagy több lipid ket­

tősrétegből /két molekularéteg/ felépülő, zárt, szubmikroszkópikus 

ill. mikroszkopikus gömböcskék, amelyek belsejében a képződésük so­

rán, a környezetükből bezárt vizes oldat van. Liposzómákat először 

Bangham állított elő több mint 25 évvel ezelőtt (18). Kezdetben a

liposzómákat mint a sejtmembrán leegyszerűsített modelljét, első­

sorban ionszállítási, permeabilitási kérdések vizsgálatára használ­

ták fel.

Új fejezetet nyitott a liposzóma kutatásban és gyakorlati alkal­

mazásban az, hogy felismerték a liposzómák sejtekkel való kölcsön­

hatási képességét. Ennek sokféle, egymással összefüggő és ezidáig 

nem teljesen tisztázott formája létezik: a/ szinte minden sejttí­

pus felületéhez hozzákötődhetnek; b/ ennek során lipideket juttat­

hatnak egyoldalúan vagy cserével a sejtmembránba; с/ anyagokat en­

gedhetnek ki belsejükből amit a sejt felvehet; d/ a megkötött lipo- 

szómát a sejt felveheti endocitózissal vagy e/ fúzionálhat vele. 

Mindezek során tehát a liposzóma membránjában vagy belsejében levő 

anyagok bejuthatnak a vele kölcsönható sejt membránjába vagy cito- 

plazmájába. Ennek alapján a liposzómák gyógyászati alkamazása köze­

li sikerrel kecsegtet a nagyon mérgező gyógyszerek /pl. sejtes pa­

razita ölő szerek, rák elleni gyógyszerek/ felhasználási terüle­

tén, azáltal hogy a szervezet nagy részével nem érintkezik a mér­

gező rakományuk és koncentrált adagokat juttathatnak be a parazi­

tákba ill. a beteg szövetekbe. Azt hogy a hagyományos úton bejut-
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tatott gyógyszereknél hatásosabbak és kevésbbé mérgezőek számos ál­

latkísérlet és egyes klinikai vizsgálatok is igazolják (19).

Ezzel ellentétben igen kevés sikert értek el az öröklődő, enzim- 

hiányos betegségek gyógyításában, oly módon, hogy megpróbálták a 

kisérleti állatokba vagy a szövettenyésztett sejtekbe a hiányzó en­

zimet liposzómába zárva bejuttatni. Ennek úgy tűnt, hogy sikeres 

alternatívája lesz a hiányzó enzimeket kódoló nukleinsavak lipo- 

szómával való sejtbe juttatása azáltal, hogy az egyszer stabilan 

beépülő DNS biztosítja a megfelelően magas és szabályozott szintű 

enzimtermelést. Mivel az 1970-es évek végén létező géntranszfer 

technikák igen alacsony hatásfokúak voltak, nagy figyelem fordult 

a liposzómák felé a géntranszfer frekvenciájának növelése céljából

is (20).

Az első kísérleteket, amelyek igazolták, hogy a liposzómák ké-
2+pesek nukleinsavak sejtbe való juttatása, Ca -EDTA kelációs mód­

szerrel végezték poliovíruson (21). Ezt követően sikerült kimutat­

ni biológiailag aktív RNS (22, 23) és DNS (24, 25) liposzómába

való bezárását, majd ezek sejtbe juttatását és ottani kifejeződé­

süket. Azt, hogy a liposzómák rugalmasan alkalmazható szállító 

rendszerek, bizonyította az is, hogy teljes kromoszómákat (26) sőt 

még izolált sejtmagokat (27) is beléjük lehetett zárni és ilyen 

módon a sejtekbe bejuttatni.

Mindezen kísérletek során bebizonyosodott, hogy az enyhe ultra­

hangozással vagy egyszerű mechanikai kevergetéssel előállított 

többrétegű /MLV/ vezikulumok (28), vagy az erőteljes ultrahangozás­

sal képzett kis, egyrétegű liposzómák /SUV/, (29) nem alkalmasak
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nagyobb méretű nukleinsav molekulák bezárására (30) kis belső tér­

fogatuk /0,5-5 ul/umol lipid/ miatt. Egyébként még az általuk bezá- 

ható kisebb molekulákat is általában kis hatásfokkal /0,5-5%/ zár­

ják be. Ennek kiküszöbölésére fejlesztették ki a nagy, egyrétegű 

vezikulákat /LUV/. Előállításukra több módszer létezik: a/ Ca 2+

-EDTA kelációs (29), b/ éter injekciós (31), fordított fázisból

szerves oldószer elpárologtatóssal /RÉV, 32/ és a detergens dialí­

zissel történő (33) módszerek. Csupasz DNS és RNS bezárására egyre 

inkább használt módszer a RÉV, mivel szinte valamennyi lipidre 

alkalmazható, igen magas a bezárási hatékonysága /10-40%/ 

mint igen kis térfogattal is elvégezhetők a műveletek /általában 

0,05-5 ml/. A Ca^+-EDTA kelációs eljárást is alkalmazták DNS és

de ennek bezárási hatékonysága kisebb /5-15%/ és 

ez is jelentősen csökken a DNS molekulák tömegének növelésével 

(34), valamint csak akkor használható, ha a lipidben többségben 

vannak a negatív töltésű /általában foszfatidil-szerin/ molekulák.

vala-

RNS bezárására

Előnye viszont a REV-vel szemben az, hogy nem kívánja meg a bezá­

randó anyag ultrahangozását, ami a nagyobb molekulatömegű DNS-ek 

töréséhez vezethet (35).

A liposzómás géntranszfer technika nemcsak a nukleinsav bezárá­

si hatékonyság növelése révén fejlődött, hanem a liposzómaeejt köl­

csönhatás tanulmányozása olyan lehetőségek felismerését hozta,

-amelyekkel a liposzóma tartalom sejtbe való hatékonyabb szállítá­

sát lehetett elérni: a/ foszfatidil-szerin alapú liposzómák bizo­

nyultak a leghatékonyabbnak mind az állati (36, 37), mind a növé­

nyi (39, 40) sejtekbe való nukleinsav transzfer szempontjából; b/
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Koleszterin beépítése a liposzómába növeli a liposzóma stabilitá­

sát, s így a géntranszfer hatásfokát (37, 38). с/ Különböző elő-, 

és utókezelések /a recipiens sejttípustól és a liposzómát felépítő 

foszfolipidektől függően/ jelentősen növelhetik a transzformált 

sejtek arányát (38, 40, 41).

Az elért eredmények azonban csak részlegesek voltak. A létező 

többi transzformációs rendszernél /nem tekintve most a szinte 100%-

-os hatásfokú retrovirus transzformációt és a 20 %-os hatásfokot

is elérhető mikroinjekciót/ csak olyan esetben értek el nagyobb 

hatásfokot, ha a beviendő nukleinsavnak /ami RNS volt/ a citoplaz- 

ma volt a kifejeződési helye: akár állati sejteknél pl. poliovírus- 

sal (23), akár növényi sejteknél /TMV- és CPMV-vel (39)/. Más

esetekben az elért hatásfok alatta maradt a többi technikának vagy 

legalábbis nem lett jobb: pl. annak ellenére hogy kb. ezerszeres 

hatásfok növekedést értek el a sejtek klorokvin elő-, és 25%-os 

glicerinnel való utókezelésével az egyszerűen PS-CH REV-be zárt 

SV40 DNS-hez képest. Az így elért infektivitás nem érte el a DEAE- 

-dextrán módszert /habár a Ca-foszfátét jelentősen meghaladta 

Figyelemre méltó volt hogy a bevezetett kezelésekkel párhu­

zamosan nőtt a megfertőzött sejtek aránya /ezt T-specifikus ellen­

anyag tesztet használva mutatták ki/. Ez (37, 40) azt jelenti,

(40)/.

hogy ezek a kezelések növelik a liposzómába zárt DNS sejtekbe jut­

tatását, s így közvetve vagy más közvetlenebb módon is a DNS-se jt- 

magba jutásának valószínűségét.

A további vizsgálatok (42) egyértelművé tették, hogy a liposzó- 

mák /legalábbis a foszfatidil-szerin alapúak/ nagyobbrészt endo-
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citózissal jutnak be a sejtekbe /ezt erősíti fel a glicerin keze­

lés/, s azon liposzóma tartalom amely valamilyen módon elkerüli a

lizoszómákban a degradációt, rendelkezik számottevő lehetőséggel a

transzformáció, vagy a transzfekció megvalósítására. A klorokvin 

valamilyen módon /рН-t növelve, vagy más direktebb módon/ gátolja 

a lizoszómás lebontó enzimeket, így megnövelve a bejutott nuklein- 

sav élettartalmát, nagyobb esélyt ad annak a sejtmagba jutásra.

Ahogy a liposzómába zárt SV40 DNS-sel végzett infekciós kísér­

letek eredményei nem haladták meg a legjobban működő hagyományos 

transzfekciós rendszer /DEAE-dextrán/ hatásfokát, úgy az önálló 

replikációs origóval nem rendelkező un. marker /vagy rezisztencia/ 

génekkel elért hatásfok sem érte el a Ca-foszfát módszerét. Pl.

(43) ha a REV-be HSVI TK gént /pAGO plazmid tartalmazta/ zártak

be, s glicerin sokkot alkalmaztak 30'-cel a liposzóma és a sejt

együtt inkubálása után, akkor a HAT szelekciós közegben mért sta­

bil transzformáció frekvenciája csak 2x10 4 

5xl0~4

hogy a tranzient expressziós kísérletek azt mutatták, hogy a lipo-

volt, szemben az

Ca-foszfáttal /DEAE-dextráné közel 0/. Annak ellenére,-es

szómás módszerrel a sejtek legalább 10 %-a felvette és átmenetileg 

kifejezte a TK-gént /^H-timidin beépüléssel mérve/, míg a Ca-fosz­

fáttal csak 3 %, a DEAE-dextránnal pedig 0,1 - 1 %.
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in. ANYAGOK ÉS MÚDSZEREK

III. 1. Liposzómák

Foszfatidil-szerint és a többi foszfolipidet marha agyból prepa­

ráltuk Folch (44) módszerével. Tisztaságukat kétdimenziós vékonyré­

teg kromatográfiával ellenőriztük, Horváth Ibolya segítségével. A 

koleszterin gyári /SIGMA/ készítmény volt.

LUV-ot /1. ábra/ Papahadjopoulos és mtsai (29) alapján készítet­

tük, némi módosítással: a kloroformban oldott foszfolipidet vákuum­

ban beszárítottuk /Rotary evaporatort használva/, majd a kloroform 

maradékát N2-árammal eltávolítottuk. A lipidet felvettük NHT puf­

ferben /150 mM NaCl, 2 mM L-His, 2 mM TES, pH=7.4/, /vortex néhány 

percig/ 10 jjmol/ml-es végkoncentrációban. SUV-ot állítottunk elő 

N2~áram alatt való szonikálással /Branson típusú ultrahangozó 5-15 

°C közötti vízfürdő, 

lipid kettősrétegű /MLV/ vezikulumokat kicentrifugáltuk /Eppendorf 

centrifuga, 20', hidegszoba/. A felülúszóhoz CNHT puffert /0,1 M 

CaCl2 NHT-ben/ adtunk (10 ^imol foszfolipidre 50-100 |il-t/, s egy ó- 

rán át inkubáltuk 37 °C-on, lezárt Eppendorf csőben. Az így képző­

dő fehér csapadékot /Са-kohleát/ Eppendorf centrifugában kiülepí­

tettük. /10’, hidegszoba/, s a felülúszó eldobása után vortexszel 

összekevertük 100 ul olyan pufferben, amelybe előzőleg beleoldot­

tuk a bezárni kívánt anyagot /DNS esetében NHTE: 0,4 mM EDTA NHT-

5-20 perc/. A megmaradt nagyméretű több
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1. ábra: LUV képzése Papahadjopoulos és mtsai (29) alapján. А

szárított foszfatidil-szerin alapú lipid vizes fázisban való felvé­

telekor sok falú /egy fal molekulárisán egy lipid kettősrétegnek 

felel meg/ nagy vezikulumok keletkeznek /MLV/, amelyekből ultrahan­

gozással egyfalú, kis vezikulumokat hozhatunk létre. Ezeket Ca 

-ionokkal spirálisan feltekeredett lipidlemezekké /Са-kohleát/ ala­

kíthatjuk, amelyekből, ha elvonjuk a Ca^+-ionckat, egyetlen lipid- 

kettősréteggel határolt, nagy belső térfogattal rendelkező képzcd-

2+

mények alakulnak ki.
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fág esetében MNHT: 5 mM MgSO^ NHT-ben/. Ezt követően részle­

tekben /vortexszel megkeverve és 37 °C-on inkubálva/ 500-1000 ^j1 

ENHT-t /0,2 M EDTA NHT-ben/ adtunk hozzá és végül még 30'-en ke­

resztül inkubáltuk 37 °C-on.

ben

REV-et /2. ábra/ Szoka és mtsa (32), valamint Straubinger és 

mtsa (41) alapján preparáltuk: 10 pmol foszfolipidet /340 j_il kloro­

formban oldva/ összekevertünk 100 /j1 NHTE-vel /benne DNS/ vagy 100 

pl MNHT-vel /benne fág/ majd addig ultrahangoztuk /ultrahangos mo­

sogató néhány perc, vagy a Branson-féle ultrahangozóval 10-30''/ a- 

míg stabil, egyfázisú rendszer nem alakult ki. Ezután forgó evapo- 

rátorban, növekvő vákuumban /előbb 3-400 Hgmm, majd a fázisátalaku­

láskor 5-600 Hgmm, végül 600 Hgmm felett/ eltávolítottuk a kloro­

formot. /А gélfázis kialakulásakor 500 ul NHTE-t adtunk, vortex- 

szeztünk és tovább folytattuk a kloroform elpárologtatását/.

A be nem zárt anyagok elválasztása a liposzómáktól differenciál 

centrifugálással történt Dimitriadis (22) eljárását módosítva: 

mind a LUV-hoz, mind a REV-hez további 1 ml ENHT-t adtunk, 37 °C- 

-on, 30'-en át inkubáltuk, majd NHTE-vel kb. 20 ml-re hígítva, ste­

ril centrifuga csövekben 38000 g-vel centrifugáltuk /30', 5-15°C/

A csapadék felszuszpendálása után a centrifugálásos mosást megismé­

teltük. Végül a liposzóma csapadékot 1 ml NHTE-ben vettük fel és 5 

°C felett tároltuk.

Megjegyzendő, hogy a foszfolipid tartalom mérése alapján (45) a

kiindulási foszfolipidnek átlagosan 35-50%-át kaptuk vissza a lipo­

szóma preparátum mosására szolgáló centrifugálások után. A legna-
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2. ábra: RÉV preparálása Szoka és mtsa (32) alapján. A nagyobb 

térfogatú szerves oldószerben oldott lipid és a kisebb térfogatú 

vizes oldószerben oldott, bezárni kívánt anyag összeöntésével kia­

lakított kétfázisú rendszert ultrahangozzák, s így egy relatíve 

stabil, egyfázisú rendszer alakul ki. Ebben fordított orientáció­

jú, egy lipidrétegű vezikulumok keletkeznek, amelyeknek a belsejé­

ben van a vizes oldat. Elpárologtatva a szerves oldószert /egy köz­

bülső, gélfázison keresztül/ alakulnak ki a nagy, egy vagy néhány 

lipid kettősrétegű liposzdmák.
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gyobb lipidveszteség a Ca-kohleát csapadék kicentrifugálása után 

volt mérhető, míg az MLV eltávolítása és a liposzóma mosások ki­

sebb mértékben járultak hozzá a lipid veszteséghez. Koleszterin 

adása /20-50 mól 4 között/ csökkentette a foszfolipid veszteséget.

III. 2. Műveletek DNS-sel és fágokkal

A felhasznált baktériumtörzsek /НВ101 - plazmidokhoz; NM259 - 

fágokhoz; BHB2688 és BHB2690 - fág pakoló elegyek készítéséhez/ az 

SZBK Biokémiai Intézetének törzsgyüjteményéből származtak. A 

TicI857Sam7 fágot Sain Bélától, a '^gtWES-'AB (46) és az EMBL4 vektor 

fágokat (47) Duda Ernőtől kaptuk, a pAG60 (48) plazmidot Dr. A. C.

Garapin küldte el csoportunknak. A munkánk során felhasznált rest­

rikciós endonukleáz enzimeket /EcoKI, BauHI, Sáli, ffijradlll/ az 

SZBK Biokémiai Intézetében preparálták az irodalomban leírt eljárá­

sok részleges módosításával.

Valamennyi rekombináns DNS-sel való műveletet /plazmid DNS

tisztítás, plazmiddal baktériumsejtbe való transzformáció, fág 

tisztítás, fág DNS tisztítás, in witro fág DNS pakoló elegy készí­

tése és fág DNS pakolása, restrikciós enzimekkel való emésztések,

P ATP-vel való DNS jelölés/ a Mani- 

atis és mtsai által megírt kézikönyv (49) alapján végeztük el.

A ^cIBőZSamZ fágot indukcióval, a többi fágot az "egyszerű lí- 

zissel" preparáltuk. Mind az alkalikus lízissel preparált plazmi-

DNS fragmentumok ligálása,
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dókat, mind a fág részecskéket CsCl egyensúlyi gradiens centrifugá-
32lássál tisztítottuk meg. A DNS fragmenteket RjíATP-vel, a 3'-vé­

gek feltöltésével jelöltük a Biokémiai Intézetben preparált E. co-
125li DNS polimeráz I Klenow fragmentjével. 

ford (50), a fág fehérjéit Greenwood és mtsai (51) alapján jelöl­

tük meg.

I-dal a DNS-t Commer-

A liposzómába zárt DNS mennyiségének meghatározását izotópos je-
■^1/ alikvótok aktivitásának mérésével vé-32lölés esetén / P ill.

geztük PPO-POPOP-toluol szcintillációs koktélban /1% Triton X-100-

-at használva és 1 napot várva a liposzóma degradációhoz/.

Nem jelölt DNS esetén a mintákból alivótokat vettünk és brómfenol- 

kék tartalmú mintapufferben /2 % SDS-sel kiegészítve/, 10'-cen át 

68 °C-on inkubáltuk, majd 0,7 \ agaróz tartalmú gélen megfuttattuk

őket. EtBr festés után összehasonlítottuk az UV-fluoreszcencia in­

tenzitásokat, az ismert koncentrációjú plazmid ill. fág DNS hígítá- 

si soréval, s így kaptuk meg a bezárt DNS mennyiségét.

Fehérjét a zavaró tényezők /lipid, puffer, só/ kiküszöbölésére, 

Peterson (52) módszerével határoztuk meg.

III. 3. ^gtWESneo rekombináns fág készítése

A liposzómába zárt lambda fág eukarióta sejtekbe való transzfor­

málhatóságának vizsgálata céljából létrehoztunk egy eukariótákban 

működő, markergénnel ellátott rekombináns fágot /3. ábra/. Ehhez a 

pAG60 plazmidot (48) használtuk fel, amelynek EcdRI-gyel részlege-
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sen emésztett /linearizált/ formáját izoláltuk és az EcoRI emész­

tett 'XgtWES-'^B vektor fág (46) tisztított karjai közé ligáltuk a 

középső fragment /АВ/ helyére. A ligátumot iirn vitro DNS pakoló e- 

leggyel fágba pakoltuk. Ezzel fertőztük az NM259-es baktérium 

törzsből készített indikátor sejteket. A keletkezett plakkokat SM 

(49) pufferbe szedtük ki, s alikvótjukat Q358 /jlgtWES számára lí- 

zist nem meg engedő supE gazda/ baktériummal vizsgáltuk. A teljes 

pAG60-at tartalmazó rekombináns fágok képessé tették a baktériumot 

hogy rövid lappangási idő után ampicillin /100 ug/ml/, kanamicin 

/25 ug/ml/ és tetraciklin /12,5 ug/ml/ tartalmú LB-ben nőjön. így 

elvégezve az elsődleges szűrést, a pozitívnak bizonyuló fágokat 

felszaporítottuk NM259-ben /)^gtWES számára lízist megengedő supF 

gazda/ s restrikciós emésztéssel vizsgáltuk olyan kiónra, amely át­

rendeződés nélkül egy példányban tartalmazta a pAG-60-at a megfele­

lő helyre beépülve. A pAG60 és a belőle kialakított ^gtWESneo fág 

az eukarióta sejtekre hatékony kanamicin homológra, a G418-ra /ri- 

boszóma működést gátol/ ad rezisztenciát, azáltal hogy benne a 

HSVI TK génjének promótere /ami általában minden emlőssejtben műkö­

dik/ hajtja meg a Tn5 transzpozonból kiszedett neo gént /NPTII; 

neomicin foszfotranszferáz II, vagy más néven amino-glikozid fosz- 

fotranszferáz II; APH(3')II (53)/.

III. 4. Szövetkultúra

Humán eredetű HeLa sejteket és egérből származó LMTK sejteket
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3. ábra: ^gtWESneo fág kialakítása. pAG60 plazmidot részleges 

EcoiRI emésztéssel /Арг és a Tcr gén között/ linearizálva beépí­

tettük a ^gtWES-^B vektor fág "EcdRI karjai" közé.
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10% hőinaktivált FCS-ot /HUMÁN; Budapest/ tartalmazó DMEM-ben /SER- 

VA; Heidelberg/ /kiegészítve 100 U/ml penicillinnel és 100 ug/ml 

streptomycinnel/ 3-5%-os C^-tartalmú termosztátban növesztettük, 

37 °C-on.

A Ca-foszfát precipitációval történő emlőssejt transzformációt 

Graham és van der EB (13), valamint Wiegler és mtsai (14) alapján

végeztük el a következőképpen: 20 pl TE-ben oldott DNS-t steril 

desztillált vizzel 125 pl-re egészítettük ki, majd 125 pl 0,5 M-os 

CaC^-ot adtunk hozzá. Ezt a keveréket /részletekben/ 250 pl HEPES

puff erben /50 mM HEPES, 280 mM NaCl, 1,5 mM Ná2P0'4, pH=7,05-7,15/

oldott foszfáthoz adtuk, buborékoltatással kevertettük, majd szoba- 

hőmérsékleten hagytuk állni 25-30'-cet. Az előző napon tripszine- 

zéssel szétosztott sejteket /5x10^/60 mm-es petri csésze/ fizio­

lógiás sóval /0,9 % NaCl/ megmostuk, majd hozzáadtuk a 0,5 ml-nyi

Ca-foszfát-DNS precipitátumot. A lemezeket félórán át szobahőmér­

sékleten tartottuk, időnként rázogatva. 3,5 ml tápoldatot helyez­

tünk a lemezekre és a szövettenyésztő termosztátban inkubáltuk 6- 

3,5-4 óra után leszívtuk a tápoldatot a lemezekről és 90 /Не- 

La/ ill. 120’'—ig /LMTK / 25 % glicerinnel sokkoltuk a sejteket. A

két.

glicerin leszívása után kétszer mostunk PBS-sel, majd tápoldatot 

helyeztünk a sejtekre. 48 óra után a sejteket letripszineztük és 

1/5-1/10 részt egy-egy 10 cm-es lemezre vittük át és 400 /HeLa/ 

ill. 500 (LMTK-) pg/ml G418 /GIBCO/-tartalmű tápfolyadékban tar­

tottuk őket, amelyet 3-4 naponta cseréltünk. 5-10 nap alatt a nem 

transzformált sejtek kipusztultak, a transzformáns kolóniák pedig
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14-21 nap alatt akkorára nőttek /50-200 sejt/, hogy leszedhetőkké

váltak a további vizsgálatokra, ill. 10 % formaldehides fixálás

után, 1 % kristályibolyával megfestve számolhatók lettek.

Liposzómákkal való transzformáció esetén a Ca-foszfáthoz hason­

lóan az előző napon 5x10^ sejtet raktunk ki tripszinezéssel 6 

-es lemezekre. A liposzómákat 0,9 % NaCl-dal megfelelő koncentráci­

óra hígítva 300 pl végtérfogatban adtuk a 0.9 % NaCl-dal mosott 

sejtekhez, a petri csészére óvatosan rétegezve. 20-30 perces, 

°C-os inkubálás után vagy 2 ml tápoldatot mértünk rájuk és ezeket 

3,5 órán keresztül hagytuk állni 37 °C-os termosztátban, majd gli­

cerin sokkot alkalmaztunk, vagy egyből sokkoltunk glicerinnel. A

cm-

37

továbbiakban a szelekciót a Ca-foszfát módszernél leírtak szerint

hasonlóan végeztük el.

Ha nem alkalmaztunk glicerin sokkot, akkor mind a Ca-foszfát, 

mind a liposzómás transzformáció esetében a sejteket a transzformá­

ló anyag hozzáadása után 3,5-4 órával PBS-sel mostuk és 4,5 ml táp­

oldattal inkubáltuk tovább.
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IV. KÍSÉRLETI eredmények

IV. 1. Kísérletek паду molekulatömegű DNS hatékony

bezárására liposzómába

IV. 1. 1. A DNS méretének hatása a liposzomába 

való bezárhatóságra

Ahhoz, hogy megvizsgáljuk a DNS méret hatását a liposzomába va­

ló bezárhatóság szempontjából, különböző molekulatömegű DNS frag- 

menteket állítottunk elő a ^cI857Sam7 fág DNS-ének Sáli és Hiimflll 

restrikciós endonukleázokkal való emésztésével, majd a külön-külön 

izolált 499, 2028, 4371, 15258 és 32745 bp-os fragmenteket a 3'-vé- 

geiken megjelöltük / Pt/ATP-t használva, átlagosan 10 cpm/yug spec, 

aktivitással/. Az ebből vett alikvótokat használtuk az 5 ^umol fosz- 

fatidil-szerinből képezett liposzómákra /LUV ill. REV/. A különbö­

ző molekulatömegű DNS-ek LUV-ba való bezárhatósága nagy különbsége­

ket mutatott /4. ábra/: szelekciós előny mutatkozik a Ca-kohleátos 

módszer esetén a kisebb molekulatömegű DNS-re és a nagy molekula­

tömegűt már elhanyagolható mértékben zárja be. Úgy tűnik, hogy a 

vizsgált tartományban a kettős logaritmikus ábrázolás' lineáris ösz- 

szefüggést tár fel a bezárhatóság és a molekulanagyság között. A 

RÉV képzése estén /5. ábra/ nincs hasonló összefüggés. Különböző 

nagyságú /0.5-32,7 kb-os/ DNS molekulákat nagyságuktól függetlenül 

9-23 %-os eredménnyel sikerült bezárni.
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4. ábra: A DNS fragmentek nagyságának hatása a liposzómába /LUV 

ill. REV/ való bezárhatóságra.

LUV /-о-/: 10 ;jg }cI857Sam7 fág DNS-ből Sali és HIndlII enzimek­

kel kapott emésztés, izolálás és Klenow-jelölés /kb. 10° cpm/jjg

DNS spec, akt./ után a 300 jjI NHTE pufferben felvett 499, 2023,

4371, 15253 és 32745 bp-os fragmentek 100 ^ul-es alikvótjait kever­

tük össze kohleát-cilinderek csapadékával /10 /jmol lipid, 50 mol5» 

PS, 50 mol^ СН/. Ehhez 100-200 yul-es részletekben adtunk ENHT puf­

fert /közben enyhén vortexszeltünk/ míg a csapadék fel nem tisz­

tult. Ezt a szuszpenziót további ЗО'-сеп át inkubáltuk 37 °C-on.

Reverse fázisú vezikulák /RÉV; -•-/ képzése esetén a jelzett 

DNS oldat ugyanazon mennyiségeit ultrahangoztuk fürdő-típusú
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4. ábra folytatása:

ultrahangozóban /hasonló lipid mennyiséggel és összetétellel/. A

szerves oldószert Rotary evaporátorral eltávolítottuk és a kép­

ződött liposzóma szuszpenziót NHTE pufferben higítottuk.

A szabad DNS-t a differenciál centrifugálás kétszeri ismétlésé­

vel távolítottuk el, s a rádioaktivitást toluol alapú szcintillá- 

ciós koktélban mértük /1 % Triton X-100-at használva a liposzóma 

lízisére/.

A jelölt DNS harmadik részét /100 ^j1/ előre elkészített és dif­

ferenciál centrifugálással egyszer megtisztított LUV-hoz kevertük 

és 30' inkubáció után /1 ml-re kiegészítve NHTE pufferrel/ majd 

kétszer differenciál centrifugáltuk. A liposzómába zárást százalé­

kosan fejeztük ki, úgy hogy a liposzómába zárt anyagmennyiséget el­

osztottuk a mosási felülúszók és a liposzómába zárt anyagmennyiség

összegével, s megszoroztuk 100-zal. A liposzóma frakcióhoz asszo­

ciálódó aktivitást /0,16-1,09 %/ kivontuk a LUV-val és REV-vel ka­

pott adatokból. Három kisérletsorozatot végezve a mérések számtani

átlagát és a legnagyobb ill. legkisebb értékét tüntettük fel.
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IV. 1. 2. AcI857Sam7 fág liposzómába való

bezárhatóságának vizsgálata

Úgy gondoltuk, hogy a csupasz, lineáris DNS kompaktabb szerkeze­

tűvé tételével a DNS LUV-ba való bezárhatósága megnövelhető. Mivel

a természetben előforduló kompakt szerkezetű DNS legkönnyebben ke­

zelhető típusa a fág, ezért megvizsgáltuk és összehasonlítottuk a 

%:I857Sam7 fágnak és tisztított DNS-ének liposzómába való bezárha- 

tóságát különböző DNS koncentrációknál /5. ábra/. Dó bezárási ha­

tékonyságokat kaptunk a fág használata esetén, amelyeket a fág kon­

centrációja nem befolyásolt /legalábbis a vizsgált 200-5000 ^ig fág 

DNS/ml-es tartományban/: 5,5 - 11,6 %-os volt a bezárás. A csupasz 

fág DNS viszont semmilyen vizsgált koncentrációnál nem volt számot­

tevő mértékben bezárható, mivel a liposzómával asszociált DNS meny-

nyisége hasonló volt a kontrolnál kapott értékkel. Ezt erősítették

meg a jódozott fág DNS-sel végzett kísérletek is /1. táblázat/.

IV. 1. 3. További vizsgálatok a DNS-ek liposzómába

zárhatóságára

Mivel a vad lambdánál kisebb molekulatömegű ÄgtWESnso fág jóval 

nagyobb bezárási hatékonyságot mutatott, megvizsgáltunk több külön­

böző fágot a LUV-ba való bezárhatóság szempontjából (2. táblázat). 

Arra hogy vajon a fágok a bezárás során és után megőrzik-e intakt-

ságukat megnéztük, hogy a DNS bezárásával párhuzamosan hogyan vál-
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5. ábra: Koncentráció hatása a fágba zárt és a csupasz DNS lipo- 

szómába zárhatóságára.

Különböző /200, 500, 1500, 2000 és 5000 ^g/ml-es DNS koncentrá­

cióknál vizsgáltuk a csupasz és a fágfejben lévő ,AcI857Sam7 DNS 

LUV-ba /5 yumol PS, 5 jumol CH egy liposzóma készítési reakcióra/ va­

ló beépíthetőségét. A DNS mennyiségét agaróz gélelektroforézés u- 

tán mértük koncentráció sorozattal összehasonlítva, ahogy az "Anya­

gok és módszerek"-ben leírtuk. A be nem zárt fág jobb szeparációja 

érdekében az első mosási eljárás előtt proteináz-K kezelést alkal­

maztunk /25 yjg/ml-es koncentrációban a kb. 20 ml-es NHTE puffer- 

ben; 37 °C, 30 7. Kontrolként /К/1000// az előre elkészített és 

egyszer centrifugálással mosott LUV-hoz adtuk a fág /ill. fág DNS/ 

1 mg/ml-es MNHT-s olda-tának 100 yul-ét és 100 mM EDTA-s közegben 

37 °C-on, 30'-en át inkubáltuk 25 ^g/ml proteináz-K-val, majd az 

előzőekhez hasonló módon szeparáltunk.
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Liposzóma-asszociált

DNS konc. Qjg/ml)

fág DNS (%)

0,5050

0,27100

2,45 .200

0,89500

0,621500

0,572000

0,355000

K(IOOO) 0,38

1. táblázat: ^1-jelölt ^cI856Sam7 DNS liposzómába való bezár-

hatósága különböző DNS koncentrációknál.

A jód izotóppal jelölt fág DNS mennyiségi eloszlását alikvótok 

aktivitásának mérésével végeztük a liposzóma mosási frakciókból

és a liposzómás frakciókból, hasonlóan az 4. ábránál leírtakhoz.
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I

Liposzómához asszociált fág DNS (%)

(bp)Fág

Nincs PK kezelésProteináz-K kezelés

40-59 /2/^gtWESaB (40725) 44-51 /2/

48-61 /6/29-44 /3/^gtWESneo (42174)

I
' 29-42 /2/15-25 /2/(43225)EMBL4

I

21-32 /2/14-20 /2/^gtWESneo 10 (48480)

8-20 /4/6-12 /5/3cI857Sam7 (48502)

2. táblázat: Különböző molekiilatömegü fágok liposzómába /LUV/ 

zárhatósága, //-ben a kísérletek szárna.
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DNS bezárása (%) Fehérje bezárása(%)Minta

15,8 (8-20) 5,7 (4-7) /4/PK-

'>cI857Sam7 fág LUV-ba

8,1 (6-12) 3,6 (2-6) /5/PK+

5,2 (4-6) /3/3,7 (3-5)PK-

^cI857Sam7 fág LUV-val

1,4 (0-3,5) /3/1,5 (1-3)PK+

19,1 (9-29) > 3,4 43.2 (19-67) /2/PK-

>cI857Sam7 fág REV-be

11,5 (7-16) Ф 2,7 10,8 (8-14) /2/PK+

4,1 (3-5) 1.2 (0.0—3,5)/3/PK-

^cI857Sam7 fág

1,5 (1-2,7) 0,0 (0-0,0) /3/PK+

3. táblázat: Aci857Sam7 fág liposzómába zárhatósága. A DNS tar­

talmat agaróz gélen való hígítással, a fehérjét Peterson módszeré­

vel (52) mértük; O-ben a kapott szélsőértékek, //-ben a kísérle­

tek száma. A nyíllal /Ф / jelzett érték a kiindulási DNS-hez hason­

ló nagyságú DNS arányát mutatja az össz-DNS-hez viszonyítva.
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DNS bezárása (%) Fehérje bezárásai)Minta

54,3 (48-61) 23,5 (13-28) /6/PK-

'AgtWESneo fág LUV-ba

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

29,2 (16-34) 23,5 (18-28) /3/PK-

)\gtWESneo fág LUV-val

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

30,4 (14-42) /4/20,3 (8-41)=» 7,2PK-

"AgtWESneo fág REV-be

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

2,4 (0,0-3,8)/3/6,2(2,7-10,4)PK-

"AgtWESneo fág

0,2 (0.0-0,5)73/0,7 (0-1,5)PK+

4. táblázat: ^gtlJESneo fág liposzómába zárhatósága. A DNS tar­

talmat agaróz gélen való hígítással, a fehérjét Peterson módszeré­

vel (52) mértük; O-ben a kapott szélsőértékek, //-ben a kísérle­

tek száma. A nyíllal /Ф / jelzett érték a kiindulási DNS-hez hason­

ló nagyságú DNS arányát mutatja az össz-DNS-hez viszonyítva.
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Minta Kicentrifugálható fágok titere (%)

Ossztiterre Kiindulásra

2,1x10 3PK- 22,1

^cI857Sam7 fág LUV-ba

7,6x10 4PK+ 17,9

1,6x10 3PK- 15,5

"XcI857Sam7 fág LUV-val

5,8x10 4PK+ 5,5

2,8x10 5PK- 21,8
9cI857Sam7 fág REV-be

4,9x10 6PK+ 61,6

6,2x10 áPK- 0,04

^cI357Sam7 fág

5,7x10 7PK+ 2,2

5. táblázat: ^cI857Sam7 fág titereinek változása a liposzómák- 

kal való kölcsönhatás során. A táblázatban a differenciál centrifu-

gálás csapadékából mért titert tüntettük fel az összes kapott ti­

ter és a bevitt titer /2-3x1012 plakk; kiindulásra/ százalékában. 

A titrálást a reakciók után egy nappal végeztük el. Hasonló körül­

mények között inkubált fág össztitere centrifugálások nélkül 1 %

alá csökkent PK kezelés nélkül is.
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Minta Kicentrifugálható fágok titere (%)

Össztiterre Kiindulásra

2,7-4,2x10 2PK- 12,4-18,9

^gtWESneo fág LUV-ba

0,3-1,0x10 2PK+ 10,7-37,2

0,9-4,4x10 2PK- 2,8-14,5

^gtWESneo fág LUV-val

0,5-2,4x10 2PK+ 5,7-27,3

1,3-3,5x10 3PK- 21,0-58,0

"XgtWESneo fág REV-be

5,5-5,6x10 ^PK+ 95,0-97,0

1,0-9,2x10 3PK- 0,5- 4,6

^gtWESneo fág

0,1-3x10 3 0,3-8,0x10 áPK+

6. táblázat: ^gtWESneo fág titereinek változása a liposzómákkal 

való kölcsönhatás során. A táblázatban a differenciál centrifugá-

lás csapadékából mért titert tüntettük fel az összes kapott titer 

és a bevitt titer /2-Зх10‘*'2 plakk; kiindulásra/ százalékában. A

titrálást a reakciók után egy nappal végeztük el. Hasonló körülmé­

nyek között inkubált fág össztitere centrifugálások nélkül 12-21 %- 

-ra csökkent, míg PK-val kezelve 1,5-5 %-ra.
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•л

DNS bezárása (%)Minta Kísérletek száma

1,5 (0,6-2)pAG60 DNS LUV-ba 3

20,0 (17-25) Ф 12,6pAG60 DNS REV-be 3

7. táblázat: pAG60 liposzómába zárhatósága. A nyillal jelzett 

/Ф / érték a kiindulási DNS-hez hasonló nagyságú DNS arányát mutat­

ja az össz-DNS-hez viszonyítva, a ()-ben pedig a szélsőértékek.
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tozik a fehérje mennyisége /3. és 4. táblázat/, valamint a fág ti- 

tere /5., 6. táblázat/. A következő táblázat /7./ a pAG60 plazmid 

LUV-ba és REV-be zárhatóságát mutatja. Mint az 5.,6 és 9. táblázat 

mutatja, a RÉV módszer esetén elért magas bezárási hatékonyságok a 

nagy molekulatömegű DNS-sel megtévesztőek, mert agaróz gélen nézve 

a közel eredeti nagyságú DNS aránya jóval kisebb. Mindezt jól de­

monstrálja a 6. ábra, ahol EtBr festéssel vizsgáltuk ezt a jelensé­

get. Az első három minta a LUV módszerrel bezárt ^gtWESneo fágot

mutatja, a második három pedig a REV-be való bezárást. Míg a LUV e-

setében a DNS méretében nincs változás és a bezárt DNS közelítőleg 

annyi mint a nem bezárt /azonos hígítások révén/, addig a RÉV ese­

tében kenődés figyelhető meg, ami a DNS degradálódását mutatja, és 

jóval kevesebb DNS záródik be /a LUV-énak kb. l/20-а/, mert a hígí­

tás II/c esetében csak 20x, míg I/c-nél 400x és azonos fág mennyi­

ségből indultunk ki a bezárás során. Ugyanezen ábrán mutatjuk be

azt is, hogy a RÉV módszernél a csupasz DNS-nél a DNS nagyságától

erősen függ a degradálódás mértéke, hiszen míg egy 11,5 kb-os plaz­

mid /Ш/а-с/ esetén szinte alig látható bezárás és igen kifeje­

zett az első felülúszóban, addig a 2,7 kb-os pUCIS DNS esetén jó­

val nagyobb az intakt plazmid aránya a liposzómákban. A következő 

/7./ ábrán azt mutatjuk be hogy a DNS liposzómába zárásának mérésé­

re igen fontos a minták SDS-es, 68 °C-os kezelése az agaróz gélre

való felvitel előtt. Jól látható, hogy a csíkok ílymódon éleseb­

bek, hiszen a DNS egyenletes futását zavaró liposzómát /és fágok 

használata esetén a fágfejet/ szétromboljuk ezzel a kezeléssel. E- 

zen az ábrán látható az is hogy a RÉV módszer esetén is jobb a fág
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6. ábra! А LUV és a REV képzési körülményeinek 

hatása a bezárni kivánt DNS-re.
I! %gtWESneo fag JLUV-ban, II! ^gtUESneo fag REV-ben, 
IUI pMMFcat REV-ben, IV! pUC1 3 REV-ben, 1*. AgtWES- 

neo fag DNS 50x híg.; 2*. pNMFcat 50x híg,*, 3: pUC1 8 

50x híg.; a! fu/1 /, 400x híg.; /kiv.! III. 20x híg./,* 

b! fu/2/, 400x híg. /kiv. I III. 20x híg./’, c! csap.! 

20x híg.-- /kiv.! I. 4Q0x híg., III. 1 Ox híg./; AgtWES- 

neo! 421 74 bp, pNMFcat*. 11414 bp, pUC18.' 2686 bp,
A futtatás 0,8%-os agaroz gélen történt.
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7. ábra*. A liposzómába zárt DíTS agaróz gélén 

való elektroforezise különböző körülmények kozott.
250mM EDTA, 0,15% bróm-I. minta-puffer /50% gl

fenolkék/*, II. 1+ 68 C, 10 perc; III. 1+ 2% SDS;
• /

IV. III+ 68 C, 10 perc;
a: ^gtWESneo DHS,* b1. ^gtUESneo fag; c: 'AgtWESneo 

fág LUV-ban /2x töménység/; d*. ^gtWESneo fag REV- 
ben /5x t./; e*. ^gtWESneo DNS REV-ben /5x t./;
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/\gtV7ESneo fág hígítás! sor

ábra*. AgtWESneo fág LUV-ba zárhatóságának mere3.
se agarozgel /0,3%-os/ elektroforezissel.
II ^gtWESneo fág LUV-ban, PK+* III mint I., de PK-* 

Ilii ^gtWESneo fág LUV-val inkubálva, PK+* IVl mint
III., de PK-;
a’, fu/1/, 2x híg.,' bt fu/2/, 2x híg.I cl csap. 1 , 5x 

híg. I
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használata csupasz DNS helyett, mert így a DNS nagyobb része marad 

intakt állapotban. A 8. ábra a bezárás mérését demonstrálja az aga- 

réz gélelektroforézises módszerrel: /^gtWESneo fág megfelelő hígí-

tási sora mellett futtatva a liposzóma mosási felülúszókat és a

liposzómákat a 6. ábránál ismertetett körülmények között, majd ösz-

szehasonlítva, mely csíkok felelnek meg a hígítási soron a liposzó-

mába bezárt DNS koncentrációnak, kiszámíthatók a DNS mennyiségek.

A mosási felülúszók és a csapadék hígítási aránya 2 a 1,5-hez ami

400x ill. 300x hígítást jelent a kiindulási DNS-hez képest. Látha­

tó, hogy az előre elkészített liposzómához adott fág esetén a li- 

poszómához asszociált fág DNS mennyisége kisebb mint amikor elvé­

geztük a bezárást.

IV. 2. Eukarióta sejtek genetikai transzformációja

IV. 2. 1. LMTK sejtek transzformációja

Az egér L sejtvonalának tk típusa /LMTK / a szakirodalom 

alapján (54, 55) egyike a legjobban transzformálható sejtvonalak­

nak. Ezért először a liposzóma transzformációs rendszerünk 

hatékonyságának vizsgálatára LMTK- sejteket használtunk fel /8. 

táblázat/. 10-20 ^jg pAG60 plazmid-DNS-t használva a kalcium-fosz­

fát koprecipitációs módszer néhányszor 10 ^-os nagyságrendet mu­

tatott. Telítési liposzóma koncentráció felett /200 nmol PS/5xlO^ 

sejt/, s a Ca-foszfátos módszernél alkalmazott glicerin sokkolás-
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Transzformációs frekvencia
pAG60 DNS/ 

5xl03 sejt

Módszer

glicerin sokk nincs sokk

CP pAGőO DNS 

(11,2 jjg) 1-4x10 3 3-9x10 4

^gtWESneoDNS 

(0,8-3,0 pg)

CP

0,4-2,0x10 4

^gtWESneo fág 

(0,2 pg)

LUV

1,5-5,5x10 4 0,9-2x10 3

8. táblázat: LMTK sejtek transzformációja. A liposzómával való 

transzformáció során 200 nmol foszfolipidnek megfelelő liposzómát 

alkalmaztunk 5xl05 sejtre, ami 0,2 pg pAG60-nak megfelelő ^gtWES- 

neo fág DNS-t zárt be, míg a kalcium-foszfát módszerrel /СР/ 

transzformált ^gtWESneo fág DNS 5-20 pg-ja 0,8-3,0 ug pAG60 DNS- 

-nek felelt meg. -: Nem vizsgáltuk.
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sal valamivel kisebb volt a frekvencia. Glicerin sokk nélkül a LUV- 

-ba zárt fág meghaladta a 10 ^-os nagyságrendet. Ez annál is érde­

kesebb volt, mert tisztított fág DNS-sel a Ca-foszfátos módszert 

frekvencia /0,4-2,6x10 V 5 - 20 /jg fág DNS-sel. 

liposzóma transzformációs körülményekéi /közvetlenül a transzformá­

ció után alkalmazott glicerin sokk/ a glicerin sokk nélkülihez ké-

használva a Más

pest kb. további kétszeres növekedés volt elérhető.

IV. 2. 2. HeLa sejtek- transzformációja a kalcium-foszfát kopreci- 

pitációs és a hagyományos liposzómás /REV/ módszerekkel

A továbbiakban a kisérleteket egy a kslcium-foszfátos koprecipi- 

tációval relatíve alacsony hatásfokkal transzformálható ssjtvonal- 

lal végeztük, amelynek pAG60-nal való transzformációját az iroda­

lomban már korábban közölték (48). A kapott eredmények a 9. táblá­

zatban láthatók. Egy kis /0,1 ^ig/ és egy nagyobb /5,6 ^jg/ DNS meny- 

nyiséggel elvégezve a transzformációt glicerin sokk nélkül is, a 

kapott értékek 3-4-szer kisebbek voltak a glicerin sokkos megfele­

lőjüknél. Tisztított ^gtWESneo fág DNS-sel a transzformáció frek­

venciája valamelyest kisebb volt /11. táblázat/.

A pAG60 plazmid CsCl-dal tisztított, több mint 50 % szuperheli- 

kális formát tartalmazó preparátumát viszonylag nagy hatásfokkal 

sikerült a REV-be bezárni /60 ug plazmiaból kiindulva 14,8 ^ig-ot 

kaptunk 8 jjmol PS-ben a mosások után/. Ennek 400 nmol-jával transz- 

glicerin sokkal /vagy anélkül/ 3-4x10 ^-es transzformá-fcrmálva,
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T ranszformációs

DNS/lemez (jjg)

frekvencia

2,5x10 411,2

2,3xl0~45,6

1,0xl0-40,5

3,0x10 50,1

9. táblázat: HeLa sejtek transzformációja kalcium-foszfát 

koprecipitációs módszerrel. /3,5 árával a transzformáció után 

25 % glicerinnel sokkoltuk a sejteket/.
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pg DNS/ 

lemez

imol foszfolipid/ transzformációsglicerin sokk

frekvencialemez

-53x10+

0,74400 t

4xl0"5

1,5x10 5+

0,0950
-53x10

-51x10+

0,0095
-51,5x10

táblázat: HeLa sejtek REV-be zárt pAGéO-nal való transzfor-10.

mációja.



- 47 -

Transzformációs frekvencia

' pAG6Q DNS/ 

5x10^ sejt

Módszer

glicerin sokk nincs sokk

pAGáO DNS 

(5,6-11,2 pg) 2,5x10 4 0,9x10 4

CP

^gtl'JESneo DNS 

(1,5-3,0 pg) 1,1x10 4 5,1x10 5

pAG60 DNS 

(0,5-0,7 /jg) 3xl0"5 4x10 5

^gtWESneo fág 

(0,30 pg)

RÉV

3,1x10 5 1,2x10 5

^gtWESneo DNS 

(0,10 pg) 1,4x10 5 0,3x10 5

táblázat: A kalcium-foszfát és a RÉV módszer hatékonyságá­

nak összehasonlítása HeLa sejtek esetében.

11.
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ciós frekvenciát értünk el. Kisebb mennyiségű foszfolipidet fel­

használva /ugyanolyan DNS-liposzóma aránynál/ a hatásfok valame­

lyest csökkent /10. táblázat/. A kalcium-foszfát és a RÉV módszer

hatékonyságát mutatja a 11.táblázat összehasonlítva őket a maximá­

lisan elérhető efficienciájuknál.

IV. 2. 3. Transzformáció LUV-ba zárt fággal

4 ,mg/ml-es fág oldattal készítve a LUV-ot kb. 220 ^ig fág DNS 

asszociált 4 jjmol PS-LUV-hoz a mosások után. Különböző mennyiségű 

liposzómával vizsgáltuk a transzformációs folyamat hatásfokát /12. 

táblázat/. Glicerin sokkot alkalmazva az elért maximális transz­

formációs frekvencia kb. kétszerese volt a kalcium-foszfáttal elér­

hetőnek. Glicerin sokk nélkül találtunk egy koncentráció optimumot 

/10-50 nmol foszfolipid/5xl0^ sejt/, ahol a transzformációs frek­

vencia több mint egy fél nagyságrenddel meghaladta a kalcium-fosz­

fát módszert. Kisebb koncentrációjú fág oldatból kiindulva /0,64 

mg fág DNS/ml/ kisebb DNS koncentrációjú liposzómát kaptunk /35,2 

/jg ^gtWES DNS/ 4 umol PS/. 200 nmol PS-пек megfelelő LUV-val elvé­

gezve a transzformációt /glicerin sokkot alkalmazva/ kisebb hatás­

fokot kaptunk /13. táblázat/.

Az előre elkészített LUV-hoz adott fán transzformációs képessé­

ge igen alacsony volt, sőt ha nem távolítottuk el a liposzómához

nem asszociált fágct centrifugálással, akkor további csökkenés kö­

vetkezett be (14. táblázat/.
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nmol foszfolipid/ pg pAG60 DNS glicerin sokk transzformációs
lemez lemez frekvencia

5,1x10 4+

200 1,65

0,5x10 5

4,1x10 4+

80 0,66

3x10 5

7,6x10 5+

36 0,26

1,5x10 4

2.6x10 5+

20 0,17

1,4x10 3

1,2x10 4+

2 0,07

7,1x10 4

0,1x10 4+

4 0,02

0,2x10 4

12. táblázat: HeLa sejtek transzformációja különböző mennyiségű 

liposzómával. 1 pírral foszfolipidnek megfelelő liposzóma 55 jjg 

XgtWESneo fág DNS-t tartalmaz.
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Transzformációs

^ig DNS/lsmez

. frekvencia

1,8x10 40,26

5,1x10 41,65

13. táblázat: HeLa sejtek transzformációja különböző DNS 

5xl05 sejtre (egy lemez) 200koncentrációjú liposzómákkal.

nmol foszfolipidet használtunk.
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Transzformációs frskvencia

pAGáO DNS/ 

5xl03 sejt

Módszer

glicerin sokk nincs sokk

'XgtWESneo fág 

(1,7 /jg) 5,lxl0-4 0,5x10 5(200nmol fi.)

LUV

(20nmol fi.) '^gtWESneo fág 

(0,17 jjü) 2,0x10 4 1,4x10 3

^gtWESneo fág 

(0,17 jjg)

LUV + fág

3,5x10 5 -5(ó óra ink., dcf.) 6x10

(óOnmol fi.)

^gtWESneo fág 

(0,5 jjg)

LUV + fág 

(5' ink., dcf.) 0,5x10 5 0

(oOnmol fi.)

14. táblázat: HeLa sejtek transzformációja LUV-hoz asszociált 

^gtWESneo fággal. Az optimálisnak talált liposzóma mennyiségeket 

hasonlítottuk össze.
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A HeLa sejtek kalcium-foszfáttal, REV-vel és lUV-val való transz- 

formációjának tipikus képét mutatja a G413-szelekció és a kristály- 

ibolyával való megfestés után a 9. és 10. ábra.
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ábra: HeLa sejtek transzformációja a/ CP-vel (5,6 ^ig pAG60 DNS/ 

5x10^ sejt), b/ LUV-ba zárt ^gtWESneo tággal (200 nmol fi.

1,65 jjg pAG60 DNS/5xl0^ sejt), с/ REV-be zárt pAGóO-nal (400 

0,74 yjg pAG60 DNS/5xl05 DNS). 3,5 órával a 

ció után 25%-os glicerinnel sokkoltuk a sejteket. 48 órával a 

transzformáció után a sejteket 10 cm-es Petri-csészére tripszinez- 

tük át és 400 yug/ml G418-tartalmú tápoldatot adtunk. A túlélt, 

transzformáns kolóniákat 18 nap múlva festettük meg kristslyibolyá- 

val.

9.

,azaz

nmol

fl-, transzformá-azaz

*
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ábra: HeLa sejtek transzformációja a/ CP-vel (5,6 jjg pAG60 

DNS/ 5xl05 sejt), b/ LUV-ba zárt ^gtWESnso tággal (20 nmol fi., 

0,17 jjg pAGóO DNS/5xlO^ sejt), с/ РчЕУ-be zárt pAG60-nal (50 

0,09 ^g pAG60 DNS/5xlO^ DNS). 48 órával a transzfor­

máció után a sejteket 10 cm-es Petri-csészére tripszineztük át és 

400 |jg/ml G418-tartalmú tápcldatot adtunk. A túlélt, transzformáns 

kolóniákat 13 nap múlva festettük meg kristályibolyával.

10.

azaz

nmol fi., azaz
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V. EREDMÉNYEK MEGVITATÁSA

V. 1. Nagy molekulatömegű DNS liposzómába zárása

A különböző molekulatömegű DNS-ekksl elvégzstt bezárási kísér­

leteink igazolták azt /az irodalmilag is megfigyelt, de összefüg­

géseiben nem vizsgált/ tényt, hogy a Ca^+-EDTA kelációs módszer a 

nagy molekulatömegű DNS-t csak kis hatékonysággal zárja be (ЗА, 

АО, AI). Adataink /А. ábra/ azt mutatják, hogy ennek oka a DNS 

kiterjedésében kereshető: a vizsgált /0,5-32 kb-os/ tartományban 

a lineáris DNS nagyságának /hosszának/ logaritmusával egyenes 

arányban csökken a bezárási hatékonyság logaritmusa. A negatív 

töltésű DNS, a negatív töltésű PS-liposzómákhoz csak úgy tud asz- 

szociálni, ha azok belsejében helyezkedik el, ehhez pedig a vezi- 

kulumok mérete túl kicsi egy bizonyos DNS nagyság után*, a LUV li- 

poszómák mérete a 200-1000 nm-es tartományba esik /úgy hogy a ki­

sebb átmérőjű populáció dominál (30)/, míg egy 1 kb-os DNS ЗАО nm 

hosszú és 2 nm átmérőjű (55). így érthető, hogy a több mint 50 % 

szuperhelikális szerkezetű plazmidot tartalmazó pAG60 /6306 bp/ 

preparátumra háromszor akkora bezárást kaptunk /7. taolázat/, 

mint ami a lineáris méretéből következett volna /А. ábra/.

Az irodalom szerint legáltalánosabban használt módszer, az un. 

RÉV nagy DNS molekulákat is jó hatékonysággal zár be (A0, AI), 

viszont így a molekulák nickelődnek és törhetnek (35). Mi ezt a 

következőképpen magyarázzuk: a RÉV preparálása során a vizes ol-
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datot /amely tartalmazza a DNS molekulákat/ apró, szubmikroszkó- 

pos cseppekre diszpergáljuk /2. ábra/, amslyeket szerves fázis 

vesz közre, így a DNS molekulák összetekeredés, csavarodás és haj- 

lás révén kompaktabb szerkezetet vesznek fel, ami nagy bezárási 

hatékonysághoz vezet /hiszen a szerves oldószer eltávolítása után 

a liposzómák belsejében "találják magukat"/. Azonban az ilyen ál­

lapot kialakítása /ultrahangozással/ a DNS egyik vagy mindkét szá­

lának töréséhez vezet /különösen a nagy molekulatömegű DNS viszkó­

zus oldatának esetén/. így a rádioaktívan jelölt DNS-sel kapott 

REV-bezárási értékek /ez a módszer terjedt el az irodalomban a be­

zárás mérésére/ nem adják meg az intakt nagyságú DNS valódi bezá­

rási adatait. Ha a REV-bezárás végtermékeit vizsgáljuk, akkor 

szükséges a DNS koncentrálása, hogy a nagy mennyiségű, de hetero­

gén degradálódási termékeket vizsgálhassuk /6. és 7. ábra/: a szu- 

perhelikális plazmidszerkezet /természetesen a plazmid nagyságá­

tól függően/ jobban ellenáll a RÉV képzés során történő degradáci- 

ónak, mint a lineáris fág DNS. Az intakt állapotú termék aránya a 

plazmid molekulatömegének növekedésével szintén lecsökken.

Mindezek alapján véltük úgy, hogy a fágfejbe zárt DNS /termé­

szetes kompakt szerkezete révén/ nagyobb hatásfokkal lesz csoma­

golható LUV-ba mint a csupasz DNS és ezen művelet enyhe módja

fogja, hogy ne történjen DNS degradáció. Az ily módonbiztosítani

képezett liposzómáknoz a DNS olyan nagy mértékben asszociált,

hogy ez több nagyságrenddel meghaladta a csupasz DNS-sel elért be­

zárásokat /5. ábra ill. 1. táblázat és 4. ábra/ és egy nagyság­

renddel a kis molekulatömegű DNS-sel elért eredményt /4., 5. ábra
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ás 7. -táblázat/. A liposzómához asszociált DNS mennyisége jelentő­

sen függött a fág stabilitásától /EDTA hatását a rövidebb DNS-t 

tartalmazó fágfejek viszonylag jól tolerálják, míg a vad lambdá- 

val megegyező, vagy annál nagyobb DNS-t tartalmazó fágck EDTA ha­

tására hamar szétesnek Mg^+-ion elvonás miatt (57)/. Ezért a vad 

lambdánál rövidebb rekombináns fágokkal tovább növelhető a lipo- 

szómába beépített DNS aránya /2. táblázat/. Arra, hogy a liposzó­

mához asszociált fágból mennyi volt a liposzómába zárva és mennyi 

helyezkedett el a liooszómák felületén, közelítőleges becslést a- 

dott a liposzóma képzés utánni proteináz-K kezelés, ez ugyanis ké­

pes az EDTA-val fellazított fágfej degradációjára. így a fág DNS- 

-e kiszabadul és a differenciál centrifugálás nem ülepíti ki csak 

liposzómába zárt DNS-t /s az épen maradt fágok kis hányadát/. En­

nek alapján adataink /2., 3., 4. táblázat, S. ábra/ azt mutatták, 

hogy a fág DNS-eknek legalább a fele stabil asszociációba került 

/azaz beépült/ a lipcszómával. Mindezen adatok azt is mutatják, 

hogy a fág vagy inkább a fágfehérják egy része rendelkezik egy bi­

zonyos kötődési képességgel a negatív töltésű foszfatidil-szerin 

■ liposzómákhoz /az elkészített LUV-hoz adott fág DNS ill. fágfe­

hér je egy része is stabil asszociációba került a liposzómákkal/. 

Megnéztük, hogy a fágok milyen mértékben maradtak meg eredeti 

szerkezetükben a liposzóma képzés után /a preparátumokat néhány

csepp kloroformmal kezeltük, majd megtitráltuk őket NM259 bakté­

riumon/. Az 5. és 6. táblázat alapján azt mondhatjuk, hogy a fá­

gok függetlenül attól, hogy LUV-ba zártuk vagy LUV-hoz adtuk

őket, túlnyomórészt elvesztettek eredeti, aktív /baktérium fertő-
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ző/ képességüket. Ezen EDTA-függó folyamat /a proteináz-K ás a 

centrifugálás-felszuszpendálás mindezt természetesen fokozza/ 

azonban időben jóval lassúbb lefutású, mint a liposzóma /LUV/ kép­

ződése ill. a fágok LUV-hoz asszociálódása, mert /és ez az insta­

bilabb ^cI857Sam7 esetében jobban látható/: a kiülepíthetcség na­

gyobb a liposzómák jelenléte esetén, mint nélkülük.

A fágok REV-be zárása megerősíti a csupasz DNS-nél tapasztalta­

kat: adataink azt mutatják, hogy a stabilabb fág /ÄgtWESneo/ job­

ban védi a degradálódástól a fág ONS-t, mint az instabilabb 

')cI857Sam7 /közel kétszeresen: 3. és 4. táblázat/. Továbbá a fág­

ba zárt DNS intaktabb maradt a RÉV preparálás után mint a csupasz 

/7. ábra/. A fágtiter meghatározások /5. és 6. táblázat/ pedig 

azt mutatják, hogy közel két nagyságrenddel kevesebb ép fág marad 

meg a REV-képzés után, mint a LUV-nál, de ennek túlnyomó része 

asszociált a REV-hez.

A DNS liposzóma általi védettségét mind a LUV, mind a RÉV ese­

tében igazolja az a tény, hogy SOS és hőkezelés szükséges /7. áb­

ra/ a mintáknak az agaróz gélen való futtatásához: csak így ka­

punk a csupasz DNS-re jellemző futási képet, egyébként a liposzó­

ma /mint a fágfej/ akadályozza a szabályos elektroforézist.

V, 2. Szövettenyésztett sejtek transzformálása.

Liposzómáink transzformáló képességét először egy kalcium- 

-foszfát módszerrel jól transzformálható /és ilyen célra gyakran
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használt/ sejtvonallal, az LMTK--val vizsgáltuk meg. Az iroda­

lomban leírt (54) 10 ^-os nagyságrendet kaptunk, ha a kísérlete­

ket CsCl-on tisztított pAGóO plazmid DNS-sel végeztük el, kalcium- 

foszfát-DNS koprscipitációt használva. Azonban ez a módszer jóval 

kisebb eredményt adott a (^gtWESneo fág DNS-ére. Mivel úgy talál- 

hogy a 10 ^-es /maximális/ transzformációs frekvencia a fág 

DNS 10-20 ^ig-jával volt elérhető, valószínűnek tűnt, hogy a DNS 

nagyság az oka a pAG60-nál alacsonyabb transzformációs képesség­

nek, nem pedig a preparátumok estleges szennyezstságe /fág DNS-t 

a CsCl-on tisztított fágból proteináz-K kezelés után fenolozással 

és alkoholos kicsapásokkal állítottuk elő/. A LUV-ba zárt fággal

tűk,

történő transzformáció, amelyet 200 nmol foszfolipiddsl /lemezen­

ként 5x10^ sejttel/ végeztünk el, akkor a fág DNS kalcium-fosz- 

fátos transzformációját többszörösen meghaladó értékeket kaptunk,

de alatta maradtunk a pAGoO plazmidos kalcium-foszfátos értékek­

nek. Ha a transzformációk során nem alkalmaztunk glicerin sokkot,

akkor a pAG60 CP-tal ás a fág LUV-val történő transzformációja kö­

zel azonos értékeket adott. Ha a sokkolást /2'; 25 % glicerin/ a 

transzformáló anyag hozzáadása után 30'-cél végeztük el, akkor a

• •.»

CP esetén gyakorlatilag nem történt változás a nem sokkclthcz ké-
_7

pest, míg a LUV esetében az eredmények meghaladták a 10 ^ -os nagy­

ságrendet. Mindezen jelenségek magyarázatára a HeLa sejteknél

visszatérünk.

Megállapítva azt, hogy a liposzóméink képesek a CP-vel jól

transzformálható LMTK sejtvonal transzformációjára, részletesebb

vizsgálatokat végeztünk el HeLa sejteken, mert kíváncsiak vol-
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tunk, hogy a mi megközelítésünk milyen eredményre vezet a nem s- 

lég. jól működő CP-hez képest. Különböző koncentrációjú DNS-sel 

azt kaptuk /az LMTK--hoz hasonlóan/, hogy a 10-20 jjg-os tartomány­

ban van a transzformáció optimuma /9. táblázat/, s a tisztított 

^gtWESneo DNS-sel jelentősen kisebb eredmény volt elérhető mint a 

pAG60 DNS-sel /11. táblázat/. A hagyományos RÉV módszer mindezek­

nél csekélyebb hatásfokkal működött, s a fág DNS /ill. fsa/ és а 

plazmid DNS között nem volt jelentős eltérés /10. és 11. táblá­

zat/. Talán a fágfej védőhatását mutatja az, hogy a REV-be zárt 

fág valamivel jobban transzformált mint a REV-Ьеп lévő csupasz

DNS.

Ehhez képest igazi meglepetést hozott a LUV-ba zárt fággal tör­

ténő transzformáció /12. táblázat/, ugyanis ennek, frekvenciája

egy nagyságrenddel meghaladta a RÉV módszert és optimális feltéte­

leket biztosítva /mindkettőnek a maximumánál mért értékek/ a CP

módszernél is hatásosabbnak bizonyult. Ennek feltétele azonban az

volt, hogy kellő töménységű fágból induljunk ki a LUV preparálása 

során. A kiindulási fág koncentráció csökkentése ugyanis együtt­

jár a beépült fág DNS lipidhez viszonyított mennyiségének a csök­

kenésével, s ez kisebb transzformációs frekvenciához vezet /13. 

táblázat/. A fág és a liposzóma együttes jelenléte nem elégséges

feltétele a transzformációnak, mert a LUV-hcz adott fág legalább 

két nagyságrenddel alacsonyabb értékeket adott /14. táblázat/, pe­

dig a fág mellett lévő Mg^+-ionok liposzóma romboló hatásának el­

kerülésére megfelelő mennyiségű EDTA-t használtunk. Azonban para­

dox módon, ha a fágot differenciál centrifugálással eltávolítót-
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tűk /a LUV-hoz adás után 6 órával/, akkor a transzformációs érték 

számottevően nőtt. Mindez valószínűleg azért következett be, mert 

a LUV-hoz asszociált fágok egy része bejuttatta valamilyen módon 

a DNS-ét a liposzómába.

A LUV-ba zárt fág REV-hez képest nagyságrenddel nagyobb transz­

formációs frekvenciáját több tényező magyarázhatja, amelyek közül 

a legfontosabbnak az tűnik, hogy megnövekedett a liposzómába zárt 

/intakt állapotban maradt/ DNS mennyisége. Ennek elérése valószí­

nűleg azáltal sikerült, hogy megnövekedett a DNS-sel töltött lipo- 

szómák aránya az üres LUV-okhoz képest. Mivel a liposzóma képződé­

sekor a fágok szerkezete felbomlik, a fágburok védőhatáss a lizo- 

szórr.ákka] szemten cssk kis mértékben és közvetett módon /рГ-. 

ahogy az RN-ázzal megfigyeJték (2?): RN-áz kezelés érdekes módon 

megnövelte néhányszorosára a LUV-ba zárt poliovirus titer ét./ érvé­

nyesült. Mindezt alátámasztja, hogy a LUV-ba zárt fágok PK kezelé­

se csak kis mértékben csökkentette a transzformációs hatásfokot.

A LUV koncentráció változtatása, a glicerin sokk alkalmazása 

vagy nem alkalmazása jelentős külöbségeket okozott /az LMTK- sej­

tekhez hasonlóan/ a transzformációs frekvenciában. /А 30'-es gli­

cerin sokk a HeLa sejtek esetében változó sikerrel volt alkalmaz­

ható. A kísérletek több mint a felében a sokk során lejött a sej­

tek nagy része, azonban az olyan kísérletben ahol a sejtek rögzül­

ve maradtak a lemezen az eredmény valamelyest meghaladta a glice­

rin sokk nélküliekét/. A CP-os, a glicerin sokkos és sokk nélküli 

eredmények ábrázolása /11. ábra/ jelentős különbségeket mutat. 

Mind a kalcium-foszfátos, mind a LUV-os transzformáció /glicerin
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!sokkal/ a megfelelően magas DNS /liposzóma/ koncentrációs tarto­

mányban telítést ér el /természetesen ennél jóval nagyobb mennyi­

ségek a transzformáció csökkenéséhez vezetnek/. A kalcium-foszfá- 

tos, nem glicerin sokkos eredmények /nem árázolva/ hasonlóak a 

glicerin sokkos megfelelőjükhöz, úgy hogy az abszolút értékek leg­

alább 3-4-szer kisebbek voltak. A glicerin sokk nélküli LUV 

transzformáció egy optimumgörbét adott 20-100 nmol foszfolipid/ 

sejt tartományban. A glicerin sokk hatásmechanizmusa /az iro­

dalom szerint/ egyrészt az, hogy egy makropinocitózisra emlékezte­

tő folyamat szerint /érzékeny a sejtlégzésgátlókra és a klorok- 

vin, az ammonium-klorid és egyéb lizoszómagátlók növelik a glice­

rin sokk hatását/, másrészt más ozmotikus sokkhoz /pl. DMSO (59)/ 

hasonló hatása miatt elősegíti a DNS sejtmagba jutását a lizoszó- 

mális rendszerből. Ezek alapján valószínű, hogy a DNS felvétel és 

a sejtmagba jutás mechanizmusa más: míg a kalcium-foszfát-DNS ko- 

precipitátum a sejtekhez adás utánni második órától jelenik meg a 

sejtekben és 8-10 óra múlva éri el a csúcspontot (53), addig a li- 

poszómák tartalmukat már 30' múlva bejuttatják (42) a sejtekbe, 

így érthető, hogy a CP módszer esetében 4 óra után, a liposzómás 

géntranszfer esetében 30' után /olyan sejteknél amelyek ezt kibír­

ják/ hatásos a glicerin sokk. Véleményünk szerint a mi liposzómá- 

inknál a glicerin sokkra kapott eltérő viselkedés oka az lehet, 

hogy-- a LUV-hoz kötődő fágfehérjék a liposzómák olyan komplexét a- 

lakítják ki, amely nagy liposzóma koncentrációban a kalcium-fosz­

fát csapadékhoz hasonló módon kerül a sejtbe /ill. sejtmagba/. 

Míg alacsonyabb liposzóma koncentrációnál /a sejt liposzóma kötő-

1
10ä

I

I
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helyeinek telítésénél: kb. loVsejt, azaz kb. 100 nmol PS/10^ 

sejt (37, 40, 41, 43)/, ill. az alatt a "hagyományos" liposzóma 

bejutási mód jut érvényre.

A transzformáció hatékonyságát kifejezhetjük az egységnyi DNS 

/1 jug/ által, adott számú sejten /10°/ elérhető transzformánsok 

számával. Ha a különböző módszereket összehasonlítjuk, akkor az 

általunk képzett liposzómák hatékonysága szembetűnően magas /ter­

mészetesen, ha a fág DNS-be épített pAG60 méretét vesszük számítá­

sainkhoz alapul/. Ez azt mutatja /15. táblázat/, hogy adott számú 

DNS molekulából módszerünk képes a legtöbbet hatékonyan /transz- 

formációt okozva/ bevinni a sejtekbe, pontosabban több sejtet 

transzformálni.
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Heia transzformáció
tr*/106sejt

/ к
/ \1000- / оо \/

\_/
У
/ \/

/ \ x"и — о— ф neo LUV-ban
—ф neo LUV-ban 

+ glicerol sokk
—x— pAG-60 CP 

♦ glicerin sokk

/100- /
\/ / ✓✓✓ \' /* ✓/

// ✓ \?/ \
/

A00 nmol fl/106 sejt I
3,30 >jg DNS/106 sejt 33,0

10 ♦
АОu

0,3300,032

ábra: a Ca-foszfát /glicerin sokkal/ és a LUV módszer /glice­

rin sokkal és anélkül/ transzformációs frekvenciájának DNS /és 

lipid/ koncentrációfüggése, IHeLa sejtekkel vizsgálva.

11.
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Transzformációs

0AG6O DNS/ 

5x10^ sejt

Módszer frekvencia

trVloSejt
hatékonyság 

tr+/10^se jt/^igDNS

pAG60 DNS 

Ш,2 pg) 250 22

CP

’XgtWESneoDNS 

(1,5 pg) 110 73

pAG60 DNS 

(0,5 pg) 30 60

^gtWESneo DNS 

(0,1 pg)

RÉV

14 140

^gtWESneo fág 

(0,3 pg) 31 103

15. táblázat: Különböző módszerek hatékonysága /a legnagyobb 

transzformációs frekvenciát mutató körülmények között/, HeLa 

sejtekkel; /gl.s. +/-: glicerin sokk van/nincs/.
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A 15. táblázat folytatása.

Transzformációs

pAG60 DNS/ 

5x10^ sejt

Módszer frekvencia

tr+/10°sejt

hatékonyság 

tr+/10°se jt/jjgDNS

^gtl'JESneo fág 

(1 ,ó5jjg, gl.s. + ) 510 309

LUV

'XgtWESneo fág 

(0,17pg, gl.s.-) 1380 3117
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VI. ÖSSZEFOGLALÁS

Megvizsgáltuk a különböző molekulatömegű, csupasz DNS LUV-ba és 

REV-be való bezárhatóságát. RÉV esetén a DNS molekulatömege nem be­

folyásolja a bezárhatóságot, viszont a DNS méretének növekedésével

csökken az intakt állapotban maradt DNS mennyisége /a REV-képzés

során alkalmazott ultrahangozás miatt törik a DNS egy vagy mindkét

szála/. LUV esetében a DNS méretének növekedése a bezárás erőtel­

jes csökkenéséhez vezet /kettős logaritmikus összefüggés/, de a 

DNS intakt állapotban marad a bezárás után. Megállapítottuk, hogy

ezen jelenség oka a DNS tárbeli kiterjedésében van: a 200 - 1000

nm-es kiterjedésű negatív töltésű LUV-ok csökkent statisztikai va­

lószínűséggel zárják be a nagyobb molekulatömegű, negatív töltésű 

DNS molekulákat /lineáris DNS esetén ez az összefüggés kifejezet­

tebb/.

Ennek alapján úgy véltük, hogy a kompaktabb szerkezetű /töltés 

leárnyékolt/ DNS LUV-ba nagyobb hatásfokkal lesz bezárható még a 

nagyobb DNS méretnél is. Mivel a természetben előforduló DNS egyik 

legtömörebb szerkezetű és /fehérjébe becsomagolt/ formája a fágfe- 

jekben van, s a fágok olyan rendszerek, amelyekben a nagy molekula­

tömegű DNS könnyen kezelhető állapotban van, a további kisérlete-

ink céljára a vad és rekombináns lambda fágökat választottuk. Meg­

állapítottuk, hogy a DNS nagy /a csupasz DNS-nél két nagyságrend­

del jobb, a REV-vel hasonló/ hatásfokkal zárható fágok formájában 

LUV-ba, ha az eljárás során az EDTA adagolás fokozatosan és kis
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mennyiségekben történik. A vad lambdáénál kisebb DNS molekulatöme­

gei rekombináns fágok esetében a liposzómához való asszociáció to­

vább növelhető az EDTA-val szemben megnövekedett ellenállóképesség 

miatt. Mivel ugyanakkor a fág DNS elveszti /a liposzómán belül is/ 

a baktérium fertőző képességét, azaz a fágburok szerkezete felbom­

lik, valószínűleg nincs akadálya annak, hogy a fág DNS-э az eukari-

óta sejten belül könnyen szubsztrátja tudjon lenni a transzformáci­

óban fontos szerepet játszó enzimeknek.

Megvizsgáltuk, hogy a módszerünkkel képezett liposzóma mennyire 

alkalmazható szövettenyásztett sejtek transzformálására. Azt kap­

tuk, hogy a kalcium-foszfát módszerrel jól transzformálható LMTK

sejteket a kalcium-foszfát DNS koprecipitátumhoz hasonló mértékben

transzformálhatjuk az általunk készített liposzómákkal. A kalcium-

-foszfátra kevésbbé recipiens sejteket megvizsgálva azt tapasztal­

tuk, hogy módszerünk több mint egy nagyságrenddel jobban működik a

hagyományos RÉV módszerhez képest és meghaladja a kalcium-foszfát

DNS koprecipitációt is. Mindennek oka elsősorban az, hogy megnöve­

kedett a DNS-t tartalmazó liposzómák aránya az üres LUV-okhoz ké­

pest. A fág fehérjeburok az EDTA hatására történő fellazulása mi­

att csak kevéssé képes a lizoszómális degradáció csökkentésére. A

DNS sejmagba jutásának növelését a továbbiakban olyan fuzogén fe­

hérjéknek a liposzómába való beépítésével képzeljük el, amelyek 

/pl. a Sindbis vírus peplonja/ a lizoszómába való bekerülés után, 

a savas pH hatására, fuzionálnak a lizoszóma membránnal. Ily módon 

a lizoszómába került anyag /pl. vírus DNS/ kikerül a sejtmag köze­

lébe vándorolt lizoszómából, s így elkerüli a degradációt.
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Az a lény, hogy létezik egy olyan liposzdma koncentráció tarto­

mány, ahol glicerin sokk nélkül is nagy hatásfokú transzformáció 

érthető el, annak a lehetőségét adja, hogy egyrészt a rendkívül ér­

zékeny, másrészt a sejtszuszpenzióban növő /más módszerekkel na­

gyon alacsony hatásfokkal transzformálható/ sejtvonalak is jól

transzformálhatok lesznek módszerünkkel. A továbbiakban ennek a

vizsgálatát fogjuk elvégezni.

Összefoglalóan megállapíthatjuk, hogy módszerünk képes a nagy 

molekulatömegű DNS-t intakt állapotban, nagy hatásfokkal a liposzó- 

mába csomagolni. Ily módon jó hatékonyságú rendszer alakítható ki

az eukarióta sejtek nagy molekulatömegű DNS-sel való transzformáci­

ójára.
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