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всtlan marad, amely a differenciált sojt magjának reak- 

tiválvsához szükséges lehet, kivéve az osztódási képes­
séget ,

1969-ben Harris óo Cook közölte, hogy ha csirke 

eritrocitét fuzionáltok egy hypoxantin-guanin foszfori- 

bosil íranszforáz /ШРКТ/ enzim hiányos egér sejttel, a 

hot erőkar ionban kimutatható volt a HGPíT enzim jelenléte 

/3/. Írről az enzimről gélelektroforotikue vizsgáié tolrkel 
bizonyítható volt, hogy csirke specifikuo /4/ . Eseket a 

kísérleteket is besugárzott sejtekkel végezték. Amennyi­
ben az egér sejtet non sugározták be, tehát nem késztették 

osztódó állapotának megszűntetéséro, sikerült kompi©mentáit 
hibrid sej tvonalakat nyerniük, enelyokben kimutatható volt 

a csirke specif Паю HGPRT enzim jelenléte, viszont csirke 

eredetű kromoszómát, illetve csirke eredetű felületi 
antigént nem lőhetett kimutatni /5/* Eb teljesen eltérő 

volt az eddigi ismeretektől, ui. ha két nem differenciá­
lódott sejtet fuzionáltak egymással, akkor a hibrid sejtben 

mindkét szülő кгоглоazómaál 1 onánya negtalólható részben vagy 

egészben. Abban az esetben viszont, ha sikerült olyan mu­
tációt választani, amellyel lehetséges volt a besugárzás 

hatását utánozni és ezzel hosszú aktiválódás! időt biz­
tosítani a differenciálódott partner számára, akkor si­
került olyan hibrid sejteket létrehozni, amely csirke
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eredetű kromoszómát io tartalmazott. 1973-ban Као komple­
mentéit különböző ciestronban mutálődott adenin igényes 

mutánsokat, amelyekben ki tudta mutatni a csirke orodetü 

konpleraontáló kromoszómát /6/.

2. CÉLKITŰZÉS

Érdékeo probléma, hogy as olyan típusa hybridbon, 
amely oen látható csirke eredetű kromoszómát, sem csirke 

eredetű felületi antigént nos tartalmas, mi a sorsa a 

csirke specifikus éneimért felelős információnak. Erről 
a csirke specifikus információról eddigiekben csak as 

ismert, hogy as oostódások során viszonylag stabil marad 

a hibrid sejtben, nem ssolektiv körülmények között is /5/* 

A hibrid sejtben jelenlevő csirke eredetű információval 
kapcsolatban a továbbiakban két kérdés merül fel*, 

i/ Milyen formában van jelen a hibrid sejtben 

11/ Hogyan történik as idegen eredetű információ
replikádé ja a hibrid sejt ШЗ osintósio fázisán 

belül.

i/ Valóosinüleg egy kis darab csirke eredetű l:r ómat inról 
lehet ssó, amelyí a/ centroncron szekvenciát tartalmaz­
hat óo ekkor mint kromoszóma viselkedik, viszont any-
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nyíre kicsi, hogy mikroszkóppal nem kimutathatój 
b/ bakteriális epissómahoz hasonlóan lehet önálló ШЗ 

/lerónatin/ szegment, illetve integrálódliat a füslóe 

partner kromoszóma állományába*
Peltételozhotően nem egyetlen gént hordozó ШЗ 

darabról van sző. Ezt az iß bizonyltja, hogy lm egérben 

tumort képző ПОРИСТ egér sej tvonal volt a csirke vörös- 

vérsejt fúziós partnere ós a hibridben csirke kromo­
szóma nem volt kimutatható, a hibrid tumort képző 

képessége csökkent, de ez nem tumor ozupreoasiónak volt 

a következménye. A hibridek ugyanis X besugárzott új­
szülött egérben 100 Sí-bon, felnőtt egérben pedig az 

izolált hibrid vonaltól függően alacsonyabb száza­
lékban /5>eP8S%/ képestek tumort. Mivel az újszülött, 

besugárzott egérnek nincs Innunrondezere óo itt a tumor­
képződés gyakorisága 100 5$, ez arra utol, hogy a felnőtt 

egér iixiunrendszero valamilyen módon felismeri a hibrid 

sej tokét óo immunológiai reakcióval inaktiválja /7/. 

Ebből feltételezhető, hogy a HGPRT onzinen kívül - amely 

citoplasmatikus enzim, tehát immunológiai reakció kivál­
tásában nőm vehet részt - más csirke eredetű fehérjék 

is jelen vannak a hibrid sejten belül illetőleg a fel­
színén, jóllehet ezeket az alkalmazott in vitro techni­
kákkal nem sikerült kimutatni.



- О -

11/ A replikái ódáé pi’oblénáját tekintve fölmerül a 

kordáé* hogy van-e kitüntetett Időpont a hibrid 

□ejt DE szintézis fázisán belül a csirke eredetű 

infoxnádó replikáládásárc• Ha icon* ekkor azonos-e 

es a partner sejt ПОРОД génjének replikáddá idő- 

pontjával*
A 11/ pontban vázolt problem megoldását tűntük ki 

távolabbi colul, ugyani© a replikáiddá© кórdéadnok neg- 

vúlaezoláouval adatokat kaphatunk arról ia, hogy a csir­
ke eredetű információ milyen formában működik a hibrid 

selten bellii. Közeli célnak* éo с дапка céljának egy 

olyan modellrendszer kidolgozását tűztük ki* amely segít­
ségével egy adott gén repllkáolős időpontját aeghatáros­
aik azon oejtvonal ШЗ szintézis fázisán belül, amelyet 
a későbbiekben fúziós partner sejtként használunk fel.

Emlős sej trondozerokben eddig hasonló problémát 
főleg biokémiai módszerek alkalmazásával oldottak meg, 
mert genetikai rendszer non állt rendelkezésre egyetlen 

gén replikádén időpont jártak meghatározására. Biokémiai 
technikával állapították meg a riboozémális cisztronok, 

a globin messenger, as SV 40 virus éo az immunoglobulin 

gének replikáolés időpontját /8/. Az alkalmazott módsze­
rek a következőkön alapultak: Ш0 ozintésia /3/ fáziséra
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szinkronizált sejteket brondezoxi-uridinnel /BUCII/ 

pulzus jelöltek az 3 fázis különböző periódusaiban.
A BUdR az ujonan replikálódott DHS-be a tinidin helyére 

épül be, és nagyobb molsulyánál fogva azt "neheziti".
A "nehéz" DÚS centrifugálássál elválasztható a többi­
től, és amennyiben rendelkezésre áll a kérdéses gén 

neooengere, a ribosaónális cisatronok esetében a ribo- 

saónális 1ШБ, DIÍS-RIÍS hibridizációs technikával megái- 

lapitható, hogy a kérdéses gén as 3 fásis mely perió­
dusában replikálódik.

Alacoonyabbrendü szervesetekben sikerült a nitrozó-* 

guanidinnek /ШШ/ azon hatását kihasználni, hogy az 

ISTIIG elsődlegesen a replikációs villában okoz mutációt. 

Ennek a hatásm. к a kihasználásával sikerült megállapí­
tani élesztőben /Saccharomyces Cerevisiae/ az erithronycin 

rezisztenciáért felelős gének replikációs időpontjait /9/. 

Az ISTIIG emlős sejtek esetén azonban nen mutat ilyen 

specifikus hatást /10/.
Mi a BUdK-nek azt a hatását igyekeztünk kihasználni, 

miszerint a DU3-be beépült BUdR hibás bázispárooodást okoz 

a DITS replikációk során és igy mint mutagén hat /11/. 

Amennyiben lehetséges a BUdR nutagén hatását kihasznál- 

ni, a szelekciós technika helyes megválasztásával elvben

c-
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bármely gén replikáéiós időpontba no ghatározhat ó. Ha 

egy о fázisra szinkronizált szövetkultúrát as S fázis 

különböző periódusaiban pulzusáéiölünk BUdR-rel és egy 

adott mutánst szelektálunk, a mutációs gyakoriság csak 

ott fog jelentősen megemelkedni a kontrolihoz képest 
ahol a BUdR pulzusjelölés ideje egybeesik az adott gén 

replikáiódásának időpontj ával.
Ahhoz, hogy a vizsgálatot megfelelő pontossággal 

lehessen elvégezni egy igen pontosan S fázis eledére 

szinkronizált Icaitúrát kellett előállítani. Ehhez egy 

olyan sejt-vonalat kellett választani, amelynek kromo- 

szónaszáma viszonylag állandó. Ez egyben azt is eredmé­
nyezi, hogy az egyes sejtek generációs idejének varia­
bilitása is szűk határok között mozog.

3. AHYAGGK ÉS MÓDSZEREK

Sejtvonal: A kísérleteinkben OHG-IC^ jelzésű sejtvonalat 

használtunk. Ez kinai hörcsög óváriamból származik, 
kromoszóma száma 20 /1. ábra/. Generációs ideje 12.5 

óra, /Gls 4 h 42 p; S: 4 h 10 p; G2: 2 h 54 p; M: 50 p/ 

A sojtvonal kontakt gátlást nem mutat ami megkönnyíti a 

sejt kezelését nagyobb sejtsürüségek esetén. 00-90 í5-os
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hatásfokkal képes kolóniát. A legtöbb nutáno izolálás! 

munkát is oson a sejten velőstók} auxotrof, /12/ drog 

ro sión tens /13/ hőérzékeny /14/ mutánsok.
Tenyészt>ss A sejteket Pl2 tápfolvadékban /15/ növeltük 

5 % fötálls borjú savó kiegészítéssel /Р12+5РС/. BUáR 

alkolmasása esetén tinidint nem tartalmazó táptalajt 

alkalmaztunk szintén 5 % fötálls borjú savó kiegészi- 

tóosal /Pl2 tim*"+5PC/. A tenyésztés üveg /Orion/ Petri 
csészékben 5 % СО,, tons!óban, 37°C-on történt. A sejtek 

továbbvitelét а szokásos tripszinezésos módszerrel végez­
tük, Sálin Dg tripszin oldat segítségével /16/.
Kronosaóíap. pro; aráláot A preparálás előtt a tenyészete­
ket kolcemiddol /0.2/ig/nl/ kezeltük* a metafásioos 

sejtek folssaporitáac érdekében* illetve a mitotikuö 

indes számítása esetén azért* hogy a blokkolási periódus 

alatt osztódó sejteket összegyűjtőül;, hogy azokat számol­
ni lehessen. A tenyészeteket triposinoztük, a sejteket 

erőteljes pipeitázással a Potrl csésze felületéről el­
távolítottul;* majd 5 perces centrifugálássál ülepítettük 

/000 ford/porc/. A sejteket 37°C~on 20 percig hipotoniás 

oldatban /0*75 И КС1/ kezeltük* majd ismételt, 5 perces 

centrifugál ás után jégecetsnetanol 1*3 arányú keveréké­
ben fixáltuk. Ezután hideg, nedves tárgylemezre csöp­
pente t tűk és levegőn történő száradás után 25 percig
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1í50 arányban hígított Giensában /рП=6.8/ festettük.
^H-tinidin /%-gdR/ beépülés mérése; Л tenyészetekhez 

0.1-0.5 jtiGi/ral ^П-TdR-t adtunk /spec.akt.: 19«6 Ci/nLl/. 

Adott inkubációs idő után as bosses sejtet tripssin ol­
dat segítségével eltávolitottűk a felületről és 0.49/u 

póruonagyságu cellulóz acetát ssürőre vittük /Sartorius/. 

20 ml hideg fisiológiás sóoldatfcal, majd 20 ni hideg 

5 íl-os trlklorecetoav /ТСЛ/ oldattal mostuk. Ssáritás 

után ocintillációs ssánlálóval toluolo3 koktélban 

/Liquifluor/ ssánoltuk.

netafázisos sejtek ssána
összes 3ejtosán

В ■ uIlitotikus Index:

Autoradlográfia: Mindkét tipuou autoradiográfias kiser­
iét ben /szinkronizáltsági fok meghatározás, kromoszóma 

replikádé vizsgalat/ 15 perces, 0.5 jiC/nl %-TdK pul­
zus jelölést alkalmaztunk F12 tim"+5FC tápfolyadékban.
A szinkronizáltsági fok meghatározásánál a sejteket 

fedőlemezen tenyésztettünk. Az izotóp pulzusjelöléot 

követően a sejteket azonnal fixáltuk 10 %-os formaiinban, 

majd desztillált vizes mosás után, két óráig hideg 5 %-os 

TCA oldatban áztattuk, a nem inkorporálódott izotóp el- 

távolitása céljából. A kromoszóma replikációs vizsgálatok­
nál az izotóp pulzusjelöléot követően ÍO”^! TdR adással
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az isotóp további bcópülocót megakadályoztuk♦ A szinkron 

osztódásnak induló sej tokból - egy órás colceiaiü blok­
kolás után - kromoszóma preparátumot készítettünk* 

amelyet as előzőhöz hasonlóan dcsstíllált vízben, majd 

5 55-os ®ОА-Ъап mostunk. Az igy előkészített prepará­
tumokat 50°C-os Ilford K5 autoradiográfiúa emuisióba 

merítettük* Lecsopegteiós után szárítottuk és tis napig 

sötétben opponáltuk 4°C-on. Az auíorediográfiák előhí­
vását a megadott gyári előírás oserint végeztük. Ezután 

a preparátumokat 1*50 arányban hígított Giemsával /pH*6.3/ 

footettük.
Kolónia képző képoasór» mérése: 60 ma 0 Petri coóssóbe 

ismert csórna /300-600/ sejtet vittünk. A sejteket Coul­
ter Counterbon 200p hígításban számoltúli. 5-7 nap el­
telte után a kolóniákat festettül! és számoltuk# Kémiai 
anyagokkal történt kezelés eseten a különböző koncentrá­
cióknál kapott kolóniassánot a kezeletlen kontroll szá­
zai ókában ábrázoltűk.
Kolónia fostés* A csészéket a kolóniái: kifejlődése után 

/6-10 nap/ fiziológiás aőoldattal mostuk, 10 К—os for­
malin oldatban fixáltuk és 1 &-os kristályibolya oldat­
tal festettük 5 percig.
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Se;; taslnkronisáláo: P12+5FC tápfolyadékban 6-10 óráig 

olőtenyésstett logaritmikus növekedési fázisú sejtekhez
10 órán keresztül 10~‘1'И tinidint adtunk. A tini dint 

tartalmazó táptalaj eltávolítása után a sejteket fizio­
lógiás sóoldattal mostuk, majd F12+5PC tápfolyadékban,
11 óráig tovább tenyésztettük. Ezután a sejteket 10”% 

hidroxiureában /Ш/ tartottul*: 10 órán keresztül. A HU 

eltávolítását is fiziológiás oóoldatos nosással végeztük. 

Az igy 3 fázi3 kezdetére szinkronizált kultúrát a kí­
sérlet Jellegétől függően vagy F12+5FC, vagy P12 tin~+ 

+5PC tápfolyadékban növeltük tovább. A szinkronizálás 

ninden lépését 37°C-os nelogosobában, előnolegitett 

tápfolyadékokkal végeztük.

\

4. ЕШЗШЁТСЖ

4/1 Szinkronizált kultúra előállítása.
4/1/1 А Xe/:gyakrabban használt szinkronizáló eljárások

Első lépésként egy igen pontosan Gl-3 átmenetre 

szinkronizált kultúra előállítását kezdtük meg. 
Az irodalomból számos szinkronizálási módszer
ismeretes, a leggyakrabban használtak a következők:

V ■;
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с/ asoIoik:!.. uhesus; Ibgakadályosím ö sej tök­
nek о fáciobo lépését, asoabon nincs hatással 
gs 2 fásieban lövő sejtekre esel: bo tudják 

főjesni Ш8 implikációjukat és osztóddá után 

a következő G1 fuels vécén negálInak /2/.
4/1/1/3 Konbinált uődssorol:: Pontosabb osinkronisécié

eléréséhez a fexmt ordított oslnkronizálási techni* 

kálint kombinálni szokták. dl is est as utat vulass* 

ioituk* Rendszerünket Поуп és auahatáreai által 
közölt notoúika módosításával dolgoztuk ki 
/22/. ás eredeti közleményben a szerzők először 

magas koncentrációjú tinidin adásával a sejteket 

olöesinlamnisáljálc, majd a tinidin gátlás után 

kapott részlegesen szinkron osztódé sejteket le­
rázással összegyűjtik és Ш-val kecelik, amely a 

sejteket a Ш.-1 átnőne ton gátolja* Ш. est a nód- 

ősért annyiban váltosattauk, hogy Г12 tápfolyadék­
ban véges tűi. a scinkrouisál áo t és a tinidin adást 
követően a nifcosisoo sej tokot non ráztuk le, liá­
non egy órao inkubálási ide után Ш késelést sikál« 

oastuak. Így nagyobb ozeau sejtet lehet könnyeb­
ben kezelni, oni a mutációs kísérletekben 

előnyöoobb.

-
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4A/2 1 oil...-;.. no:idsoon ^3S, s::A ....г; •

4/1/2/1 Marias koncentráelóiu tinidéns Kint ш* örül­
te tttík a mgao koncent. ueléju tini din gátlás 

non ad tökéletesen osinkronisált kultúrákat* 

viosont optiaálio désiobon csak igen kevéssé 

toxikus* esért ideálisan оШшв előssinkro- 

nisálásm* Karikánk első lépéseként os optinális 

gátié hátúm désist fellett uegállopi tani * A 

*Ш1 gátié hatásának »érésére olyan móúmz&Ft al- 

baümstunk* usellyel c gátié koncentrációban 

adott Ш adása után oostéda sortéi: neimyiaégébŐl 
következtetni lebet a gátié hatás »értékére» A 

G2 fázisban lóvé ©ejtökre a Tdh-nok nincs hatása, 

tollát esek a sajtok ш{*аа koncentrációjú ТШ 

jelenlétében mvwbúlozxü. befejezik a 02 fázist 

éo oestédásba lépne!:» ilu özeket az osztódé sej­
teket blokkoljuk /pl»s kolcouiddol/ és ssáaolékos

lé a:;-5Ш5

uefmytségühel ne^atárossu!;» úgy tökéletes Tűk 

gátié listás esetén annyi sejt osctodik* 

auennyi u 02 fázisban volt és es annyi időt
vess igénybe ölni a 02 fásba naössa. kilónkéso 

esetben egy G2«nyi idő eltelte után is lehet 

találni osstédé sejteket, auolyok ooimyisége
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arányos a gátló hatás aértékével.
A magas koncentrációjú ТсШ adásával ősidőben 

két órás kolcemid gátlások alatt számoltuk a 

raitotilms indexet /Йц/. Tökéletes TdR gátlás 

esetén, mivel a CIIO-K^ sejt G2 fáslsának as 

időtartama éra, as első 2 órás kolconid 

gátlás alatt as oostódé sejtek aránya /%/ 

meg kell egyessen a kontroll értékkel, amely 

egy nem késéit de szintén random clossláou kul­
túra két órás kolconid keselése után mérhető.
A második két órás kolconid gátlás alatt as 

osstődó sejtek aránya a kontroll felérő kell 
csökkenjen, illetve a harmadik kétórás gátló 

periódus alatt nem kapunk oostódó sejtet. Est 
as elméleti levesetesnek megfelelő lefutást 

5xlO**2M koncentrációjú Tdfí adásával lehetett 

negküsolitoni /2. ábra/.
A TdR gátlás időtartamát 10 órában állapí­

tottuk neg. Bs as Idő valamivel hooosabb, mint 

ami ahhos szükséges, hogy egy G2 fás is elején 

levő sejt elérje a követkeső 3 fásis elejét 

/G2:~3 órai H#~l óra; Gl:^ óra/.
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Követkéső loptokónt meg kellett állapítani 
a különböző koncontráciéju TdR azinkronízóló 

hatását, illetve toxikusságát. Est cs elősőek- 

hes hasonlóan, a mitotikus index mérése alapján 

végestük. A 10 órás TdR gátlás felssabaditáoa 

utón két órás kolcemid gátlások alatt csúfoltuk 

a mitotikus sojtok arányát /П^/. Ebből kiderült, 

hogy as 5xlö~2M TdR bár tökéletes gátlást ered­
ményes, g sejtekre toxikus, mert osinkron, de 

igen kevés ssámu osstédé sejtet találtunk. 

Továbbiakban a 10“2М koncentrációjú tinidint 

hassnáltuk, amely ugyan nem bistosit tökéletes 

gátló hatást, de kevésbé toxikus. /70 % túlélés/ 

/3. ábra/ Az ábrából látható, hogy a mitotikus 

hullán sséleoaóge ^ 4 óra, ami alátánasstja ast 

as elképselést, miszerint a magas koncentrációjú 

TdB as 3 fásis egyik pontján sen gátol elsőd­
legesen, hanem as 3 fásis lefolyását lassítja. 

Ssórt a sejtek S fázison belüli eloszlása egyen­
letes.

4/1/2/2 А Ш keselés kesdőpont.iáiiai: merliatárosása
Mint már említettül: a HU as S fásiou sejtekre 

toxikus. Mivel a magas koncentrációjú TdR gátlás 

nem bistosit megfelelően éleson osinkronizált



/

I
leül túrét# ki kellett válaostani azt as idő­
pontot# tinikor a lehető legkevesebb 005 t van 

S fásioban. Elmek nególlapitáoáro ogyróest 
felhaasnáltuk 0 fdít gátlás utáni nltotikus 

hullán időbeli helyét# náarásat %-TÜH pulsus 

jelöléssel negállapitottuk net as időpontot 

colkor legkevesebb a beópitőa а TÖA old' station 

fral-ciába /4* ábra/. E két adat birtokában as 

opt mái is Időpontot а Ш keseléé aogkesdéeóro 

0 SMS gátlás oegesüntotéee utáni 10-11. órában 

állapítottuk meg.
4/-/2/3 ..■.... jmaaüift .>»,.A.A,oTt.vo. .u. jöä&JäSBI

А IW koncentrációját ac irodaimból rendclkesésre 

álló adatok alapján XQ^%«ban válaostottuk mg 

/22/* As optimális Ьозокишпи kecelóöt úgy 

határostul: mg# hogy Milönböső hoeameágu Ш 

kecelóa után mértük a %-fdK beépülés nüvo- 

kodósőt a TCA oldhatatlan frakcióba. Ienorve а
CH0-&J, sejt 3 fásietbak időtartamát /~4 óra/
olyan hoeasu Ш ко soldo esOkségee# amelynél а
3П-Ж beépülóo 0 HU fcosoléo folssabaditása
után a 4. óra vágóig emelkedik# оsután pedig
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N„
30 5x10~2 MTdR 1 x10-2 M Td R

20

10

4 8 12 óra4 8 12

3« ábra. Különböző koncentrációjú TdR gátlás 

után kapott szinkron osztódó sejtek.
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további osáaottové beépülés mm tapasztalható.
Az orednőnyekot ess 5* ábra tortolnossa. ШЫ51 

látható, hogy 10 Óra Ш késelés «вШсабоов ahhos, 
hogy аа olnéletl követelményeket nogküselithco- 

oük. s icy kapott osinkron kai túrák esiakro- 

nisálteági fokát báron félő nédon határostűk 

i/ %-Tdíí beépülés méréeóvol a TOA oldhatat­
lan frakcióba.

ii/ %-TdE pulsuoj olöléesol /15 porc/ analyot 

шtoradiofpPÁfia követett* Kanok a aőd- 

osomei; a öocííoö£Óv©1 nocáilcpitható as 

adott Időpontban ШО-t esintétteáié oojtek 

aránya*

«•

.

iii/ nitotikuo index néréoool.
Az eredményeket а 6. ábra autóija* Ab ébrén 

feltüntettük as életciklusánálisiéből шаг korábban 

tenort 5t G2 óo M értékeket, anölyok jő ogyOsőot 
tartatnak a eeinkron kultúrát jeiloasé görbék 

lefutáséval* Koléniaképeő képesoég űóréoo alap­
ján a kultúra túlélése 30 ú9 sni megfelelő ogyo- 

sésboa von a kapott nitotikuo csuoo értékével.
Megállapítható, hogy essél a rendszerrel 

a CHO-K^ ocj tvonalból S festőre 1 gon pontosan 

ccinlz-anise.: t kultúrákat lőhet; nyerni, cntóynek 

segítségével а 2* pontban felvetott probléma 

megoldására nőé nyílik.
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5. ábra* Ш köteles és hooosának kimérése.
—#5 óra; А—А 7*5 óra; о—о 10 óra 

IIU késelést követő %-TdIí inkorporáció.
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f iával jól nett aejtek aránya;----- nitotiku.3
index két órás kolcenid gátlások után.

6. ábra.
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4/г 4,та/йадшшА1йа, .мсшШмй жШйжм;-
4/2/1 ü&óri. .а_Ш£,2 h&u Várásatásunk csórt esett a 

IlÖPSf gáa outénsokra, i»rt ilyen mtécXát vi- 

oaonylse könaarea soeleJst álhatók ealőc sejt Ш-» 

túrákból* A BSPuf onala ш osssenciólia éneim 

e sejteknek# ui* a táptalajból bekerüló hipoxantint# 

illetve cuonint alakítja 1Ш ill. GIXP-vÓ, Saber- 

bon in vivo körUlstánysk kösött ennek as enslsriok 

a hiánya as un. kooch-riyimn ooindrónát eroduó- 

cyesi* ШКЛГ outánsote ecüŐs sejtkul túráidból köz­
vetlen sseXokeióvnl aatim tűből it adással /6~tio~ 

guania# ö-eseguaain* 6-©erl»rtoim**Ín/ történik, 

лг icy nyert oatinetfcbolit rosis3tenS mtánsok 

tulnyonó többsébe ШЯВ9 onsiis aktivitás hiányos 

uutáno# asonban előfordul núo tipusu rosiestcncia le 

/14/. As antlnotnbollt rosisstenela okai а к övöt- 

késők lehatneks
a/ Csökkent ШР íT aktivitás, illetve

tosott osubostrát opeoifitáQ# oninek követ- 

kestóbon as ensla as antimetsböiitot neu 

használJa asubostratként. 
b/ Csökkent antlmtabolit transzport* 

e/ A do novo purin bloszintdsis csökkent food

*
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back gátlássá as antlaetaballt által, aoinok 

i-övetkcstőben az
й/ nukleotidok és Így ac ontiiüQtabolit nukipó­

tlójának fokosott boáidon, 

с/ Jukiootid fooaforixás illetve a ribonuklootid 

difoosfái reduktás ensinek megváltоsott 

onuboc trat Opecificit áoa.
Ili aseXoktálé antiriotnbolitként a G-tíoeuxmint válása 

tot tűk, осеку a CXIG sejtvonal oootébea preferenciá- 

lleea а ШЕ2? onoio aktivitás hiányos mtánsokra 

őse laktál Akj!»
:.iuta:‘ó:s ne/rfoleló konoentrácá ó,1 áaaL kiválcostuBas

llitagénnek a 2. fejostbeii érültéttok alapján a 

broooöeco^luridint /ВШН/ választottuk. Л BUili 
oeefölelő koncentrációját túlélési görbe alapján 

állapítottuk mg, rundon eloszlású kultúrákban. 

Egy-egy cséssében 300-300 sejtet kecoltünk 16 

órán át, különböző koncentrációjú BüdU-rol, uajd a 

ШсШ eltávolítása után 5-7 nappal ocáooltuk a kifej­
lődött kolóniákét. Л túl ölési görbét a 7* ábra nu- 

tatja* űrnek alapján a 10“% SUdH koncentrációt vá~
1osztottuk, ooi kb. 30 & túlélést jelent. Ugyanilyen 

túlélési értéket kaptunk ssinkron kultúrái 3 fásioána

> /

4

4/2/2
■
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\

Indukált mutációk számaи

10® sejt

48 0

72 8,8

96 15
120 35

X • и <1Ы £3, • Л BUdii indukált mutációk GxpresGsióo 

ide J ónok kiuóróoo.
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9. ábra. lletabolikus kooperáció
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sáliunk, eni a aelnkroalaéláe végéin kb* 1,5*10^ 

ectftesáara nőtt. л túlélés oro&aényét figyelembe 

kb* i-őtóö^ túlélő 004tot Ba a
saintáiikéati sód tssőü elegendőnek Msonyult a 

mi dő lés syaborloőc mérésére* A lóul túrákat 10“% 

Rjd^-aal ko sei tűi; a mintáiéi függően 0*2* Illetőleg 

2*4* érában. А Ш :.oseléc úté» a Imitúrákat 

mostuk és 10"% Ш . adásával a ШШ további beépü­
lését mgsű^dályoetuk• A 10~% késelést a 

ssinkron kultúrák oestodása után a kovotkoső G1 

fésloba» megmentettek, /0-10 érával oc 3 fúoie 

xaegkoaééss után/* Túlélési kísérletekben kimu­
tatható volt, bogy q 10“% WŐB as 3 fő si о minőkét 

fölében ажоаое *réqybca csökkenti a 005tok túlélését 

és os гжсщ$рвш£к a ronda* kaitaaeikben kapott értők­
kel 16 éré» 10*% ШШ keselés után. А Ш&E púi- 

ouosc.1 végsőit mtáolőe kísérletek ©rednényét c 

rüsodik tábla ж tátija.
As ci^dnőnyokből létbaté, begy 1/ as Indukált 

saituciŐe frekvencia lényegesen megemelkedik cs S 

fásle első Lét éráéiból: ВШВ |?ulsuoéolöléoe után«
11/ Hési ©oolkedéet taposs tálba tuníi go 3 féslo 

cidoodlk két érádénak pulnuoáolSXéookor, amire két 

nagyórásat adható.
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INDUKÁLT MUTÁCIÓK SZAMA /106 SEJT*

(

S fáziskísérlet✓
0-2 óra 2-4 óra

0,571 4
*

1,352 3,54

0,423 4,77

2* tábla* S tÚZ'lQSXi CBSinÜ'OíOn IvUltttrák 1ЖкШ
pul2ua^olölúoö után lopott ínáukált 

sutáéi ok* 72 cx-éo onprcaosióe idS*
»
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а/ А ШРЩ? gén implikációja as 8 fázis második 

órájának végén történik és a szinkron kul­
túra részleges pontatlansága miatt a máso­
dik két érában is megjelennek mutánsok.

Ъ/ Az első két illetőleg a második két érában 

izolált mutánsok természete eltérő.
A imitációs frekvencia emelkedésének alapján 

megállapítható , hogy а ШРПТ enzimért felelős 

gén a GHO—K-^ scjtvonal S fázisának első felé­
ben replikáiódik* Az 8 fázis több részre bontá­
sával illetőleg az izolált, mutáns kolóniái: 

egyedi jellemzésével mód nyílik arra, hogy a 

mutáció frekvenciájának az 3 fázis második két 

érájában való emelkedését pontosan értelmezni 
lehessen illetve a HGPRT enzimért felelés gén 

replikáddá időpontját pontosabban meghatároz­
zuk .

Ezzel az eredménnyel bizonyltottűk, hogy 

emlős sejtek esetén is felállítható egy olyan 

genetikai rendszer, amely segítségével egy 

adott gén replikáiodaadnak időpontja meghatá­
rozható a sejt ВИЗ szintézis fázisán belül. 

Tehát az eredeti célkitüzes, hogy egy hörcsög
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ас csirke vörüsvérsojt hibrid sejtben Jelen­
levő íűö£*c:i információ replikáiodaadnak ven-о 

kitüntetett időpontja a hibrid DBS osintésia 

fásisán belül, én lm vea mogogyesik*»e os a 

hörcsög sejt ШВ® génjének replikdeioo idő­
pontjával, ennek a rendeseméit a segítségével 
aßi vaiéolthatá •

4/3
пасjós ni-üáaatá:iaк i^nnniainnáoiba.

isált
Ш. túrával lendelkestünk, kísérletet tettünk a 

CEO—1Ц ocjtvonal kroooesébái replikáciőo ointása- 

tának mgállapi lására. autcradiöfpáfia segitségével * 

Az irodai ónból eddig ilyen irányban csak kevés 

visogáüőűáo történt, 'lseket ugynevesett ”visssa- 

pörgetéöeo** псИшиегшХ végesték, amelynek lényege' 
as, bogy Isotop tinidin pulsus Jelölés után külün- 

bösé időpontokban kxmzonzám preparátumot kéosi- 

tottefc és ast autoradiogrufuliák. As életciklus 

adatok birtokában valamint os Isotop pulsuo után 

eltolt idő alapján következtetni lehet orra, hogy 

as adott preparátum as életciklusénak mely réss ében 

kapta as isotóp tinidin Jelölést. Ily mádon sikerült

ШдгоХ d fásisra igen pontosan iSWBIftOB
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negállapitani egyes kromoszómák későn replikáió- 

dó oso@3entdeinek helyeit /24/, illetve Ct-inl 
sikerült a kinai hörcsög X íamuossóimjának imp­
likációé rjintásatát leírnia /25/*

Ili felhasználva as S fázisra szinkron kul­
túrát 0*; 1.; 2*i 3.? 4. órában 15 perces %~$dR 

pulsusjolOldat adtunk, majd a ssinkron osstódás- 

nak induló sejtekből kromoszóma preparátumot ké­
sei tettünk éa azt mitoradiograf áltűk. kaját 

rendeserünkben sikerült bárom kromoszóma impli­
kációé mintázatát aegállapitsai /X; 111/1; 111/2/ 

/10-12. ábra/* As X lamnossóciara vonatkoztató meg­
figyelések mgegyeznek as irodalomban leírtakkal, 

de részletesebb képet mutat, ugyanis eddig esed: 
as volt ismeretes, hoa/* as X kromoszóma egyik 

fele ш 3 fázis eledén, a másik fele as 3 fázis' 
második fe ében replikái ódik* A násik két kro­
moszóma /111/1; 111/29 11-12. ábra/ replikádén 

mintázata eddig neu volt ionért. A többi krono- 

ssánara vonatkozólag hasonló replikációs mintásat 

a jelenlegi technikával non adható neg, bár való­
színű, hogy as izotóp jelölés hosszának váltós- 

tatásával illetve az autoradiof;ráfiáo technika 

finomításával ezekre is nyerhetők adatok*
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Ennek a módszernek a finomításával, össze­
kapcsolva az előzőekben leirt mutációs rendszer­
rel, mód nyílhat arra, hogy egy sejt ШБ rep­
likádé j át vizsgálhassuk mind genon, mind kro­
moszómáidé szinten, ami segítséget nyújt ahhoz, 
hogy a sejtciklus S fázisánál-: történéseit job­
ban megértsük.

5. MEGBESZÉLÉS

Ilivel emlős sejtekkel dolgoztunk és egy, a bak­
teriális konjugációs géntérképezéshez hasonló időbeli 
térképezési rendszert dolgoztunk ki, az eredmények 

értékelésekor figyelembe kell venni az emlős ШЗ szer­
veződésének és replikádé j ónak lényegesen bonyolultabb 

voltát. Egy emlős sejt kb. 1000-szer több BIJS-t tartal­
maz, mint egy E.coli baktérium. D1JS replikádé ja, szemben 

a baktériummal, egy időpillanatban lCp~10^ replikáddá 

pontban folyik. Tehát amikor egy kiválasztott mutáció 

alapján meghatározzuk a mutációért felelős gén rep­
likái ódáfli időpontját, figyelőmbe kell venni, hogy 

abban az adott időpontban még további lCp-10^ gén 

replikádé ja folyik.
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Egy násik probléoa, amlyet non lehet figyel- 

aon kívül hagyni az, hogy as onloo sejtek diploid 

állapotúak. Tehát elvben egy autódénak a gyakorisága 

nagyságrendben kellene lennie /1x10"*^ outé- 

ciés gyakorlatot feltételesve as egyik alléira/*
As, hogy lnlO~^ nagyságrendben négis lehet inutánco­
kat izolálni est mutatja, hogy egyes gének valósai- 

nüleg haploid állapotban vonnál: j élen a gonooban.
Ennek oka rőasben a se3t leültúrákban végbenené krono- 

ozónaátrendösŐdéo részben as X krooooséiaán levő gének 

esetén az egyik X krcoooséna inaktiválódáso illetve 

hin állatból ozároasé se útvonal esetén az X Irrono- 

osóna haploid állapota lehet. A 11GPHT génről kiruta t- 

tál-:, hogy X kronoozéoáboz lokalizált /26/ a CHO sejt 

esetén is /27/, oi.iely kínai hörcsög ováriunból elő­
állított sojtvoaol. Kronossénál csali részben egyes­
nek oeg az állatban található kromoszénákkal, viszont 

ШЗ tart Ina 97 5»-o az állaténak. Ez egyik X kronoosona 

intakt állapotban van jelen, a melk valószínűleg a 

sejtvonalban jelenlévő f,ujn kroooos&iák alkotásában 

vesz részt /20/. Ilivel а ПОЛЯГ autóéiéo gyakoriság 

4x10"° nagyságú, ez valószínűleg egyetlen autódét

-121x10
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Kössönctét mondok a Szegedi Biológiai Központ 
Genetikai Intését dolgoséinak, hogy munkámat segítették.




