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1. BEVEZETES

1965-ben kBzblte Herris, hogy UV inaktivélt Sendad
virussal sikeriilt killdnféle differencidlt sejteket /csirke
VVT, nyul makrofdg, patkény lymphocyta/ fuziondlnie egy
humén dagenat eredetili sejtvonallal /Hlela/ /1,2/. A létre-
hozott fuziondlt sejtekben /heterokarionok/ a differencid-
1édott sejtelk, amelyek eredetileg DNS ssintésist, a patkdny
lymphocyta e a nyul makrofédg kivételdvel NIS szintézist
sem mitattek, o fuzidé kivetkestében a Hele sejt citoplaz-
méjdnak hatdsdra DNS illetve RNS szintetizéld tulajdon-
sédgukat viessanyerték. Ezgzel a hibrid rendsserrel sikeriilt
kimutatni bisonyos nem fajspecifikus faktor/ok/ jelenlétét
tenyészetben tartott sejtvonalban /Hele/, amely/ek/ egy
differencidlt dllapotban 1év8 sejtet kordbbi funkeidinak
visazadllitdsdra késztette, amit a sejt differencidlddédsa
sordn megsziintetett. Ezgel e technikdval jOl vizsgdlhaté a
differenciélt sejt magjdben végbemens véltoszésok sora, aminek
kivetkestében az eddig inaktiv mag ujbél DlS-t illetve RSt
szintetisdly az aktiv sejt citoplazmdjdnak hatdsdra. A
differencidlt sejt magjdnak reaktivdlddésa hosszu folyamat
/5-10 nap/ emelyet zavar, ha a hybrid sejt- a Hela sejt
megjénak hatdsérs - osztddik. Ennek kilkilsstbbldésdre o lela
sejt magjdt fuzid el8tt Rtg illetve ¥ sugdrsdssal insktivél-
tdk. Az ilyen besugérzott sejt biokémiai ektivitdse vdlto-



zotlan marad, emely a differencidlt sejt magjdnak realt-
tivdldsdhoz szilkedges lehet, kivéve az osztdddsi képes-
géget.

1969~ben Haryis ée Cook kizllte, hogy ha csirke
eritrocitdt fusiondltak egy hypoxmantineguenin foszforie
bosil transszferdz /JHGPRT/ enzim hidnyos egér sejttel, e
heterokarionban kimtathaté volt s HOPRT enzim Jelenléte
/3/+ Frr6l oz enzimrél gélelektroforetilus vizegdlatoldal
bizonyithaté volt, hogy cairke specifilkus /4/ « Dseket a
kisérleteket is besugdrzott sejtekkel végeztdk. Amennyi-
ben az egér sejtet nem sugaraztdk be, tehdt nem késstettélk
opztédd dllapotének megssiintetésére, sikeriilt komplementdlt
hibrid sejtvonalakat nyerniiik, emelyekben kimutathatd volt
8 ceirke specifikus HGPRT enzim jelenléte, viezont ceirke
eredetll kromoszdémét, illetve coirke eredetil felilleti
antigént nem lehetett kimutatni /5/. Iz teljesen eltéré
volt a2 eddigi ilsmereteltfl, ui. he két nem differencid-
16dott sejtet fuziondltek egyméssel, akkor a hibrid sejtben
mindkét sziilé kromoszdmadlloménye megteldlhatd réezben vagy
egéozben. Abban az esetben viszont, he sikeriilt olyan mue
tdeidét védlaszteni, amellyel lehetséges voli e besugdrazds
hatdsdt utdnozni és ezzel hossmu aktivdldddsi 146t biz~
togitani a differencidlddott partner szdmdra, akkor si-
kexriilt olyan hibrid sejteket létrehosni, eamely csirke



eredetil kromoszdndt is tertalmasott. 1973~ben Kao komple-
mentdlt killbnbbed cisstronban mutdlddott adenin igdnyes
mténookat, amelyekben ki tudte mmtatni a cairke eredetil
komplementdld kromoszdmdat /6/.

2. CErRIlizEs

frdekes probléme, hogy az olyan tipusu hybridben,
amely sen léthatd coirke oredetil kromoszémét, sem csirke
- eredetil feliiletl antigdnt nem tartelmasz, mi o sorse &
ecsirke specifikus ensimért felells informécidnak. Brrdl
a ecsirke specifikus informdcidrdl eddiglekben csalk az
ismert, hogy ez osstéddsok sordn vissonylag stabil mared
a hibrid sejtben, nem szelektiv kirillmények kbzitt is /5/.
A hibrid sejtben jelenlevl ceirke eredetil informédcidval
kapesolatban a tovdbbiakben két kérdés meriil fel;
i/ Milyen forméban van jelen & hibrid sejtben
ii/ Hogyan t8rténik oz idegen eredetii informécid
replikdeidja a hibrid sejt DNS sszintézis fdzisdn
beliil.

1/ Veldeziniileg egy kis dared csirke eredetil kromatinydl
lehet s26, amely: a/ centromeron sszekvencidt tartelmasz-
hat és ekkor mint kromoszdme viselkedilk, viezont any-



nyire kicei, hogy mikroszképpal nem kimutathatd;

b/ bakteridlis episzdméhoz hasonldan lehet Undllé DNS
/kromatin/ szegment, illetve integrdlddhat a fuzide
portner kromoszdme dlloménydbe.

Peltételozhetfeon nem egyetlen gént hordozd DIS
darabrdél van szé. Bzt az is biszonyitja, hogy ha egérben
tumort képad HGPRT™ egér sejtvonal volt a csirke viris-
vérsejt fuzids partnere és s hibridben ceirke kromo-
széma nem volt kimutethaté, o hibrid tumort képsé
képessdge csbkkent, de ez nem tumor szupresszidnslk volt
8 kivetkezménye. A hibridek ugyanis ¥ besugdrzott uj-
o2illitt egérben 100 %~ban, felndtt egérben pedig az
izoldlt hibrid vonaltdl fligplen slacsonyabb ssdzo-
16kban /5-85% / képestok tumort. Mivel az ujssiilitt.
besugdrzott egérnek nince immnrendsszere és itt o tumor-
képzfdés gyakorisdga 100 %, ez arra utal, hogy & felnStt
egér immmnrendszere valemilyen médon felismeri e hibrid
sejtoket és immimoldzisi reskeidvel inaktivdlje /7/.
EbbSl feltétoleshets, hogy & HOPRT ensimen kiviil - emely
citoplesmatikue engim, tehdt immnoldgial reckeid kivdle
tdsdban nem vehet réost - mids ceirke eredetil fehdrjék
is jelen vannek @ hibrid sejten belill illetlleg a fel-
gzinén, jéllehet eszeket az elkalmazott in vitre techni-
kékkel nem sikertilt kimutatni.



11/ A veplikélédde problénijdt tekintve felmerill a

kérdds, hogy van-e Lkitiintetett 1dfpont a hibeid

sejt DNS gzintdzis fdzisdn belll & ceirke ercdetll

informdeid replikildddadra. Ha igen, aklior azonog-e

ez o partner sejt HOPRT génjének replikdcids 145~

pontjévals

A 44/ pontban védzolt probidéme megolddsdt tlstille ki
tévolabbi eélul, ugyanis & rveplikdlddds L/ 1dseinok meg-
véleszoldadvel cdatokat kephatunk errdlis, hogy & coire
ke eredetil informécid milyen formdben oiilkldilk o hibrid
sejten beliil. Kfzmeli célnak, dés ¢ mmka cdljdnalk egy
olyen modellrendager kidolgoszdsdt tilztilk ki, emely segit-
ségével egy adott gén replikdcide idSpontjét meghatéroz=-
zuk agon sejtvonal DNS szintdzis fdsledn belill, amelyet
& késdbbiekben fuzide partner sejtként hasgndlunk fel.

Emlfs sejtrendszerekben eddig hosonld problémét
f6leg biokémiel médegerek alkalmasdedval oldottak meg,
mert genetikail rendszer nem 11t rendelkesésre egyetlen
gén replikdcides 1d6pontjdnak meghatdrozdedra. Biokémiei
technikdval dllapitottdk meg a riboesémdlis cisstronok,
e globin messenger, az SV 40 virus és az immunoglobulin
gének replikdeids idSpontjdt /8/. As alkalmesott médeze~
rek o kivetkezlfkin alepultak: DNS psintézis /8/ fdzisodra



szinkronizdlt sejteket bromdezoxi-uridinnel /BUAR/
pulzus jelSltek az 8 fésis Iii1Onbozd periddusaiban.

A BUAR az ujonan replikdldédott DNS-be a timidin helyére
éplil be, és nagyobb molsulyéndl fogva azt "nehezitiv.

A "nehéz" DS centrifugdldssal elvdlaszthatd a t6bbi-
t61, és amennyiben rendelkezésre 41l a kérdéses gén
messengere, a riboszdémdlis cisztronok esetében a ribo-
szémélis RUS, DNS-RES hibridiszéciés technikéval megdl-
lapithatdé, hogy a kérdéses gén az S fézis mely perid-
duséban replikdlddilk.

Alacsonyabbrendii szervezetekben sikeriilt a nitrozde
guanidinnek /MNNG/ azon hatdsdt kihaszndlni, hogy az
MG elsSdiegesen a replikécids villdban okoz mutdcidt.

+Ennek a hatdsnal a kihaeszndldsdvel sikeriilt megédllapi-
tani élesztSben /Saccharomyces Cerevisise/ az erithromycin
resisztenciadry felelds gének replikédcids iddpontjait /9/.
Az MING emlds sejtek esetén azonban nem mutet ilyen
specifikus hatdst /10/.

Mi a BUdR-nek azt a hatdsdt igyekesztiink kihaszndini,
miszerint a DHS-be beépiilt BUAR hibds bdzispdrosoddst okoz
a DNS replikdcidk sordn és igy mint mutagén hat /11/.
Amennyiben lehetséges a BUAR mutagén hatdsédt kihaszndl-
ni, a sszelekcidés technika helyes megvdlasztdsdval elvben
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bérmely gén replikdcids idSpontja meghatdrozhatdé. Ha
egy 5 fézigra szinkronigdlt szdvetkulturdt az S fdzis
-kiflonbB2z8 periddusaiban pulzusjelfliink BUdR-rel és egy
adott mutdnset szelektdlunk, o mutdecids gyakorisdg csak
ott fog jelentfsen megemelkedni a kontrollhoz képest
ahol a BUAR pulzusjel®lés ideje egybeesik az adott gén
replikdldéddsdnak idSpontjivale.

Anhoz, hogy a vizsgdlatot megfeleld pontossdggal
lechessen elvégezni egy igen pontosan S fdzis elejére
gzinkronizdlt lulturdt kellett elféllitani. Ehhez egy
olyan sejtvonalat kelleti védlasztani, amelynek kromo-
szénaszéna viszonylag dllandé. Ez egyben azt is eredmé-
nyezi, hogy az egyes sejtek generdcids idejének varia-
bilitésa is szilk hatdrok kozttt mozog.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Seltvonal: A kisérleteinkban CHO-K, jelzésii sejtvonalat
haszndl tunk. Eg kinei hircstg ovédriumbdl szdrmazik,
kromoszlma széma 20 /l. dbra/. Generdcils ideje 12.5
6ra, /Gl: 4 h 42 p; S: 4 h 10 p; G2: 2 h 54 p; M: 50 p/
A sejtvonal kontakt gdtldst nem mutat ami megkinnyiti a
sejt kezelését nagyobb sejisiiriiségek esetén. 80-90 F~o08
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hatdafokkal képez koldnidt. A legtibd mutdng izoldldei
mnkdt is esen e sejten vépesztdk; suxotrof, /12/ drog
rezigstens /13/ h8érzékeny /14/ mténsok. |
Tenyésztig: A sejteket F12 tépfolyadékban /15/ nbveltilk
5 % fotdlis borju savd kiegdszitéssel /F1245FC/. BUAR
elkalmasdse esetén timidint nem tertelmasd tdptalajt
slkalmastunk sszintén 5 § LEtdlis borju sevd kieglesi-
téosel /P12 tim +5PC/. 4 tenyésztés tiveg /Orion/ Petri
esészékben 5 % CO, tenzidben, 37%w~on ttrtént. A sejtek
tovidbbviteldét o szokdmos tripszinesdsos médszerrel véges-
tiik, Salin D, tripesin oldat segitadgével /16/.

ozdma propordids: A preperdlds elftt o tenyésuete-
ket kolcemiddel /0.2 mg/ml/ kezeltilk, a metafdzisos
gejtek felszaporitdsa drdekében, illetve e mitotilus
index szémitdsa esetén azért, hogy a blokkoldsi periodus
alatt osztéds sejiteket Usszegyiljteli:, hogy azoket szimol~
ni lehessen. A tenyészeteket tripszinestilk, o sejteket
erfteljes pipettdcdosal a Potyri cadpse felilletdrll el-
tévolitottuk, majd 5 perces centrifugdldssal lepitettilk
/800 ford/perc/. A sejteket 37%won 20 percig hipotonids
oldatban /0.75 M KC1/ kegeltilk, majd ismételt, 5 perces
centrifugdlds utén jégecet:metancl 113 ardnyu keveréld-
ben fixdltuk. Bzutdn hideg, nedves térgylemesre colp~-
pentettilk és levegln tUrténd ssdredde utdn 25 perecig




1:50 ardnyban higitott Giemsdban /pH=06.8/ festettiik.

i : éplilés gge: A tenyészetekhesz
0.1=0.5 pCi/ml 3n-'rdn-t adtunk /spec.akt.: 19.6 Ci/mi/.
Adott inkubdcids id8 utédn az Ussszes sejtet tripszin ol-
dat segitsdgével eltdvolitottuk a felilletrfl és C.45 m
pérusnagysidgu celluldz acetdt saziirdre vittilk /Sartorius/.
20 ml hideg fizioldgids sboldatnl, nejd 20 ml hideg

5 %-o08 trirlorecetsav /TCA/ oldattal mostuk. Szdritéds
utdn scintillécids szdmldldval toluolos koktélban
/Liquifluor/ szdmoltuk.

Hitot index: 1 = Betafdzisos sejtel gzd

I Ssszes sejtszdn

Jutoradioprdfia: Mindkét tipusu sutoradiogréfids kisér-
letben /szinkronizdltsdgi fok meghatdrozds, kromoszdma
replikéeid vizsgdlat/ 15 perces, 0.5 uC/ml “H~TdR pul-
gus jeltlést alkalmagtunk F12 tim +5PC tdpfolyadékban.

A szinkronizdltsdgi fok meghatdrozdsdndl a sejieket
fedSlemezen tenyéssziettiink. Az izotdp pulzusjeldlést
kovetden a sejteket gzonnal fixdltuk 10 %-os formalinban,
majd desztilldlt vizes mosds utdn, két Ordig hideg 5 o8
TCA oldatban dztattuk, a nem inkorporélédott izotdp el-
tdvolitdsa ¢61j4b6l. A kromoszdéma replikdcids vizsgdlatok-
nél ez izotdp pulzusjeltlést kovetden 10~ TdR eddssal



ez izotlp tovdbbi bedpilldéedét megakaeddlyoztuk. A szinkron
osztéddenal induld sejitekbll - ogy Ords colcemid blok-
kolds utén - kromoszdéme prepardtumot készitettiink,
amelyet az ¢lfzfhiz hasonléan desztilldlt visben, majd

5 %=os TCA-ban mostunk. Az igy eldkészitett prepard-
tumokat 50°C-o0s Ilford K5 sutoradiogrifids emlszidba
meritettilic. Lecsepegtetds utdn szdritottuk és tig napig
gttétben expondltuk 4°C-on. Az sutoradioprdfidk eléhi-
végdt & megadott gydri elfirds szerint végesztilk. Bzutdn
a prepardtumokat 1:50 ardnyban higitott Giemsdvel /pH:6.8/
feotettilk, |

iemert szdm /300-600/ sejtet vittiink. A sejteket Coul~-
ter Counterben 200x higitdsban ssdmoltuk. 5-7 nap el=-
telte utén o kolonidkat festettilk és szémoltuk. Kémiai
anyagokkal tUrtént keszelds esetén a LIlinbbz8 koncentré-
cidkndl kapott koldniaszdmot o kezeletlen kontroll ssd-
zaldkédban dbrdzoltuk.

Lénia festdéa: A codsmdket a koldnidk kifejléddse utdn
/6=10 nnp/ fiziolégide sboldattal mostuk, 10 F=os fore
melin oldatban fixdltuk és 1 f-os8 kristdlyibolye oldat-
tal festettilk 5 percig.




Sejtszinlkronizdlde: F12+5FC tdpfolyadékban 6-10 érdig
elétenyéaztett logaritmikus nbvekedési fdzisu sejtekhez
10 6rén kereszilil 107°M timidint adtunk. A timidint
tartalmazé tdptela] eltdvolitdsa utdn a sejteket fizio-
1l6gids séoldatiel mostuk, majd F12+5FC tdpfolyadékban,
11 éréig tovédbb tenyésstettilk. Bzutén a sejteket 107°H
hidroxiuredban /HU/ tartottuk 10 érén keresztiill. A HU
eltévolitdadt is fizioldgids sdoldatos mosdssal végesztiik.
Az igy S fézis kezdetére szinkronizdli lkulturdt o ki-
sérlet jellegdt8l fiigglen vagy Fl245FC, vagy F12 tim +
+5FC tépfolyadékban nbveltllk tovébb. A ezinkronizdlds
minden 18pését 37°C-os melegszobdban, elémelegitett
tdpfolyadékokkal végeztiik.

4. EREDMENYEK

Elsb 1épésként egy igen pontosan Gl-5 dimenetre
szinkronizdlt lultura el8dllitédsdt kezdiiik meg.

Az irodalombdl szdmos szinkronizdldsi mdédszer
ismeretes, a leggyakrabban haszndltak a kivetkezll



shenilus médsger: Mitotikus sejtek lerdzdsa.
Iz a médezer azt o jelenséget haszndlja ki, hogy
oz osstddd sejtek kevédsbd tapadnak o tenyészib-
edény felszinén, mint az'intarféziaoa sejtek
és igy egyezeril rdzdssal eltdvolithatdk, Ussse-
gytij thetdk.
4/1/1/2 Kémiai médss

laras antréacioiu  timiding A mages kon-
oantrﬁaiésu TdR a sejtek S fdzisdt lassitja,
valbeziniileg ACTP hidnyt okozve /17/. A DHS
gzintézis inicideidja megtirténik magas kon-
centrdcidju TdR jelenlétében is, de az elon-
gécidé lelmssul. Az életeiklus méds fdzisdban
1év6 sejtekre hatdstalan, eczdlial a se)tpopu-
ldcid ttbbeépge az 8 fdsisban gylilik Ussze.

b/ Hidroxiuveas A WU kizdréleg S fdzisu sejtekre
hat - ezekre toxikus - illetve e mds fdzigban
1év6 sejteket nem engedi belépni sz S fdzisba.
A WU gdtolje a ribomukleotid reduktdsokat /18/
ezdltel o sejtek dAATP és ACTP pooljai liresek.
/19/ Bz S fdzisu kromatinre veldssziniileg kiz-
vetlenill is hat /20/; ezzel magyardshatd toxi-
kus hatdse az S fdzisu sejtekre.




nek S mnm 18péeét, asonben nincs zmm
S fészigban 16v8 sejtelre ezelk be tudjdk

fejesni DUS replikdeibjukat o ossidédds utdn

e kivetkesS Cl fdsis végén megdllnak /21/.

\ gzorels Pontosabb ssinkronisdceid

aim a fernt enlitett szinkronizdldsi techni
kékat kombindlni ssoktdk. i is est as utat vilaoss
tottuk. Rendsgeriinket IMeyn és mmnlatdreai dltal
/22/. iz eredeti kizlemdényben a szerszlk elszir
nogas koneentrdeidju tinidin addsdval o sejtoket
6l8ezinironisdljdky madd o tinidin ghtlds utén
kapott »éezlegesen szinkron osgtddd sejteket le-
résdescl Usssegyiijtilk s HU-val keselik, amely a
gejteket a Gl-5 dtmeneten gdtolja. I ozt o nméd-
szert annyiban vdltosatteuk, hogy F12 tdpfolyndék-
ban végestil: e ssinivonizdidst és e tinidin addat
ktvetSen o mitoszisos sejteket nem rdstuk le, ho-
nen egy érds inkubdldei 1456 utdn U kezeldat alkal
moastunk. Igy nogyobd ssédmu sejtet lehet kimnyeb-
ben keselni, ami a mtdcids kisérletekben
el8nytaobb.
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tetill: o mogons koncent: ﬁciéjn tinddin pgdtlds

nen od tUkéletesen szinkronisdlt lmlturdkat,
viszgont optindlis ddésisban csak igen kevéesé
toxikugs, ezdrt idediisan clkalimas elfssinkro-
nizéléora. Bunkénk elsl lépdselént as optindlis
gdtlé hatdsu ddézistiellett megdllapitani. A

TdR gdtld hotdpinak nérfeére colyan mbédesert al-
almpgtunl, amellyel & gdtld koncentrdcidban
adott TdR addsa utén osstddd sojtek nennyledgdbll
kivetkeztetni lehet o gdtld hatds nértéidére. A
G2 fdzigban levd sojtekre a TdR-nck nines hatéso,
tohdt ezek o sejtek mogns koncentrdeidju Tdn
jelenlétében mavartalerml befojezik o G2 fdsist
és ooztéddoba 1épnek. Ho ezeket az oesztddé sej-
telet blokkoljuk /pl.: kolcemiddel/ ée szdzalékos

gétlé hatds esetdén ceok annyi sejt osstddik,
anennyl o G2 fdsisban volt és ez annyi id6t
vess igénybe mint a G2 £ézis hossse. Sllenkend
esetben ogy G2-nyl 1d6 oltelte utén is lehet
taldlnl osstddd sejteket, anelyelk mennyisépge
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arédnyos a gdtlé hatds nértékével.

A magas koncentrdcidju TdR addsdval egyidfben
két Ordes kolcemid gdtldsok slatt szdmoltuk a
mitotilus indexet /Ny/. TUkéletes TAR gdtlds
esetén, mivel a CHO-K, sejt G2 fdzisdnak agz
idftartems ~3 6ra, az eleb 2 drde kolcemid
gétlds alett az osztddd se]tek ardnya I8/
meg kell egyeszen a kontroll értékkel , amély
egy nem kezeli de szintén rendom elosszlédsu kule
tura két dérde kolecemid kezeldse utdn mérhets.
A mésodik két Ords kolcemid gdtlds clatt az
osztédé sejtek ardnya o kontroll felére kell
estkkenjen, illetve g harmadik kétérds gdtld
periédus elatt nem kapunk osztéddé sejtet. Ezt
az elméleti levemetésnek megfeleld lefutdst
5x10™2M koncentrdcidju TdR eddsdvel lehetett
megktizeliteni /2. dbra/,

A PAR gdtlds idStertamdt 10 Srdben dllapi-
tottuk meg. Ez az 1d6 valamivel hosszabd, mint
ami shhosz saziikséges, hogy egy G2 fdzies elején
levé sejt elérje o kbvetkezS & f£dzis elejét
/G2:~3 brag Minml Sra; GlinG Ora/.



Mol

centrdcidju Tanr

2. ébra. Kiltnbtz8 kon

gétldé hatdsa.—— — kontroll



4/1/2/2

Kbvetkez8§ 1épdaként meg kellett dllapitani
a killtnbbzé koncentrdcidju TAR szinkronisdld
hatdedt, illetve toxikussdgdt. Bzt az eldzfek-
hez hasonldan, a mitotilus index mérése alapjén
végeztilks A 10 Ords TdR gdtlds felszabaditdsa
utdn két Ords kolcemid gdtldsok alatt szdmoltuk
a mitotikus sejtek ardnydt /Ny/. BbbS1l kideriilt,
hogy az 5x1072M TaR bdr tukéletes gdtldst ored-
nényez, a sejtekre toxikus, mert szinkron, de
igen kevés szdmu osztédd sejtet taldltunk.
Tovébbiakben & 1072M koncentrdeidju timidint
heszndliuk, amely ugyan nem bistosit tokéletes
gétlé hatdst, de kevéebé toxilkus. /70 % tulélés/
/3. ébra/ Az Abrdbdl ldthatd, hogy a mitotikus
hullém szélessége ~~ 4 Ora, ami eldtdmasztje ast
az elképgzeldémst, miszerint a magas koncentrdcidju
TdR ¢z 8 fdzis egyik pontjén sem gdtol elsld-
legesen, henem ag S5 fdzis lefolydsdt lagsitjic.
Sulrt a sejtek 5 fdzison belilli eloszlésa egyen-
letes.
A HU kezeles kezdOpontjanalk meghatiroziss
Mint nmér emlitettilk a HU az S fdzisu sejtekre
toxikus. Mivel a magaes koncentrdcidju TR gdtlds
nem biztosit megfelelfen élesen szinkronigdlt




Il turdt, ki kellett vdlosstanl nst sz 146~
pontot, anikor o lehetd legkevesebb sojt ven

§ fdsicban. Ennok negdllepitdsdre ogyrdest
felhagendltuk o TdR gdtlds utdni nmitotikus
mullém 146beld helyét, mésvéset “H-TdR pulsus
JelBléeoel mopgdllapitottuk ast sz id6pontot
smikor legkevesebd a bedpitds o 104 oldhamtatian
frokeidba /4. dbrn/. P két edat birtokdban as
optindlis id8pontot o HNU keselés mepkesddedre
& TdR gdtids megesiintetdse utdni 10-11. drdban

HU koncentréeididt ae irodalombdl rendellosdare
6116 odatok elapjdn 10" u-ben vélasstottul: mog
722/« Az optimdlis hosswmusdgn keseldst ugy
hatdroztuk meg, hogy kUlinbzd hossmusdgu HU
keselés utén mértilk o “H-0dR bedpillés nbve-
kedéedt o TCA oldbatatlon frokeidbe. Ismerve o
CHO-K, sejt S fdsisdnak idbturtendt /~4 ére/
olyen hosssu HU kemelds suiltedges, amelynél o
3nran bedpilés & MU kezeldée felszabuditéss
utdn o 4. Ore végdic emelkedik, osutda pedig
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3. ébra. Kilonb8zd koncentrdcidju TAR gdtléds

utédn kapott szinkron osztddd sejtek.



- Dh -

10

x 103 cpm
(3]

4. dbre. 107°M TR gétlds utdn 2 Ords
pulzusjelvlésekben mért H-TdR
inkorpordcid.
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tovibbi esdmottevl bedpiilés nen tepasstalhatd,

Az eredményeket ez 5. bre tartelmesse. EbbEL

1éthaté, hogy 10 ére IV keselds ssilkedges ahhosm,

hogy az olnméleti kivetelményeket megkizelithes=

oiik. Az igy kepott ssinkwon lulturdk esinkvo=

nisdltedgl fokét hivom £éle médon hatdrostuk mg.
1/ pevan vedpilée mérésével o TCA oldhatate

lon frakeddbo.

11/ u-7an pulsusjertidesel /15 pere/ emelyet
autoradiogréfia kivetott. tanek o méde
szernek o segitedgdvel megdllepithaté as
adott idSpontban DiES~t ssintetisdld gojtek
ardnya.

111/ mitotikue index méréesel.

Az ovednényeket o G. dbwe mitatie. Az dbvén
foltintettil: as életeiklusanalizisbfl mdr kordbban
iomert 5, G2 68 ¥ Srédkeket, amelyok j& opyesdst
mutatnel o ssinkron ulturdt jellemsd pgUrbék
lefutdodval, Koléniaképel Lépesade nmérdoe elap=
Jén e ulture tuldidse 30 %, ami megfelell egye~
sdésben van o kapott mitotikus csucs drtékével.

Hogdllapithetd, hogy oszel o rendemerrel
& CHO-E, sejtvonalbdl S fdsiera igen pontosan
poinkronisdlt kulturdkat lohet nyeyni, cmelynek
segitodgével o 2. pontban felvetett probidme
negolddsdre néd nyilik, '



D6

2 4 6 8 10 6ra

5. é&bra. HU kezelés és hosszdnak kimérése.
o-—a5 Ora;A---A7,5 éra; o—o01l0 Ora
HU kezeldst Lovet§ ~H-TAR inkorporécid.
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6. ébra. A kulture szinkronitds fokénal kimérése.

0w 0 H=TAR inkorporicil; e--e autoradiogré-
fidval jelzett sejtek ardnya;-—- mitotikus
index két érés kolcenid gdatlésok utédn.
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GRS % Ennd

Wért g JOPAT odng Vdlasotdsunk asdrt esett a
HOPRT gén mutdngokya, mert ilyen mutdeidlk vie
szonyleg kinnyen sselekidlhaték emlls sejt imle
turdkbél. A HOPRT ensinm nem esesencidlis encime
e sojteknelk, ul. o téptalejbél bekerills hipoxantint,
illetve guanint alakitjs IMP 111, GMP-vd. Bubere
ben in vivo kbrlllmények kUsltt ennek asz ensimnmelk
& hidnye az un. Lesch-Nyhan gsindréndt eredud-
nyezi. HOPRT™ muténgok emlfe sejtiulturdibél kige
vetien mueloheidval antine tebolit addosal /G-tio-
guanin, S-asaguanin, Gemerkartopurin/ ttrtdnik.
Ag igy nyert antimetsbolit resisstens mtdnsok
tulnyoné tUbbsége BOPET ensim ektivitde hidnyos
miténgs, agonban elffordul mds tipusu reszisstencic ie
/14/. As entimetabolit resisstencia okel o kivete
kezlk lehetneks
a/ Cptkkent HOPAT aktivitde, illetve wmegvdle
tosott ssubsstrdt epecifitds, aminelk kivet-
kestében az oncim az antimotabolitot nem
hagzndlje ssubsgtrdtidnt.
b/ Cstitkent antimetabolit transsport.
¢/ A de novo purin blossintésis collkkent foed




back gdtldse az antimetabolit dltal, aninek
EOvetkestdben oz "kihignl®,. '
&/ A mukleotidok és igy oz entimetabolit nukleo-
tidjdnak fokozott bomldsn. |
e/ ilukleotid foszforildz illetve o ribonukleotid
difopzfdt reduktds ensimek megvdltozoti
szubszirdtapecificitdna.
i ssolektdld antimetabolitként a G-tioguanint vélase
tottuk, anely a CHO sejtvonal esetében preferencid-
ligan a HOPRT ensim aktivitde hidnyos muténsokra
szelektdl A .

mta@ﬁmak a 2. fejostben emlitettelk alap;én a

dint /BUAR/ vdlasztottuk. A BUER
megfeleld lkoncontrdcidjdt tuldldsi gbrbe alapjén
&lepitotiul meg, randon elossidsu lul turdkban.
Bgy-egy csészében 300-300 sejtet kezeltiink 16
épdn 4t, LilGnbBzS koncentréeibju BUdR-rel, majd e
BUAR eltdvolition utdn 5~T7 nappal ssémoltuk e kifej~
1848tt koldnidkot. A tuléldei gbrbét a 7. &bro ma-
tatjo. Bmek alopjdn e 10™%M MR Loncentrdécidt vi-
lasstottuk, omd kb. 30 % tulélést jelent. Ugyanilyen
tuléldel értdket kaptunk gsinkvon hulturdk § fdzisdne
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ébra. BUAR tulélési gbrbe



A HOPRT™ mutdnook izoldidedndl hérem probldmdt
kellett mepvisagdini.
4/ Wi az optindlis koncentrdeidje & szelek-
td16 antimetabolitnak /G-tioguanin/
11/ Mennyi 146 ozlikodges o mutegdn kezelés
_utdn o mutdeidk kifejlSddadhes /oxpresszide
148/

114/ 2 sselektdlds sordn honyan vdltosik o kapott
mutdns koldnidk esénma o sojteliriiedstf) figod
en /motabolikus kooperdeid/

1/ Olyan 6-tioguanin koncentrdeidt kellett vdlasse
tani, amelyndél a vad tipusu gejt nem mutat nive-
koddat. Ext tuldlési kisdrletben koldnia kdpudei
képeandp nérése alepidn dllapitottuk meg. Kildne
bz koncentrdeidiu G-tiopuenin jelenlétében nbe-
voltilk a vad du ogy bistosan HOPRT™ /G-tioguonin
rosipstons/ oejtot. A kapott tuldldel glrbdéket mutat
Ja & 8. ébra. Ennek alepjdn 5 ug/ml G-tioguanin
koncentrdeidt vdlasstottuk a mutdngok sselokw
tdldodra.
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100—
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10

°le

Tuleles

(e .

1 2 3 4
pg/ml 6-tioguanin

8. dbra. O-tioguanin tulélési gtrbe.
o— o érzékeny sejt;

o—orezisziens sejt.




41/ As expresssids 146 meghatdrosdsdhon 1:.106
sejtet kezeltink 10™%M DUAR-ndl 16 dvén Levesatill,
4 mtegdn eltdvolitdos utdn o wmtdnosgselekeidt
E18nbUal idSpontokban kosdillk megs. As eredudénye~
ket az 1. tddbla foglelje Usowe. UbLLEL ldthatd, hogy
logaldbd 72 éra cltelte oslkedges ahhom, hogy o
keletkosott mutdeidhat detektdlni lohessen. Usdrt
tovibbi kisdrleteinkben 72-96 (ra exmpresenids 146¢
hagytunk o mitdeidk kifejlédéadhen.

114/ Ismevetes ooy hogy o sejtek un. nmetabolilus
koopordeidje kivetkestdben ntvekvd sejtelixliedéy
mellett, o kapott mutdns koldnidk ssdme ceblkken /23/,
onngk o kivetkestdbon, hogy o vad usu sejtek dt-
adjdk o ndr motabolizdlt antimetabolitot a klrmyeud
sejtelknek, igy s mutdns sojtelmek is, amelyek igy
elpusstulnak. Tehdt meg kellett dllepitsuk o mu-
téno sejtek koldnia képsb Lépesadpdt Lilltnbdlsl sejt-
glirlisdgol: esetdbon. Hlillnblad eclriedel vad tipusu
sejthes, el8zbleg izoldlt HOPRY™ mmutdne pedteket
edtunk, 15 sejt/on® kencentréeidben 68 5 ug/ml
G=tioguanin jelenlétében vissseiszoldltuk o HGPRT™
mitdne 0ejtekb6l keletkosett koldnidiat /9. dbra.
legdllapithatd, hogy a eojtstirtiedy lényegesen nem
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Expressids id6 Indukdlt mutacidk szama
(6ra) 106 sejt
48 0
72 88
96 15
120 35

1. tébla. A BUdR indukdlt mutdcidk expresszids

idejének kimérése.
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100L ...... \

10+

Tulelés %%

0016 016 16 16 160
x103sejtlcm2

9. ébra. Metabolikus kooperédcid



befolydsoljn a mutdns gejtek tuldléedt. A kisér-
let alapjén tovébbiakban e 16*10°sejt/cn® sejt-
siiriiséget vélasztottuk /80 % tuldlés/, amely meg-
fel annak a kirlilménynek, amikor egy 100 mm §
Potri ceéozébe 1x10° sejtet ssélesztink. Az igy
kapott korrekeids faktort figyelembe vettiilk a
mtdng koldénidk valddi szdménak megdllapitdsdhoz.
A fenti hérvom adet birtokéban pontos szelelk-
c¢idés rendszert lehetett Usspedlliteni, amely
segitesdgével kvantitetiven lehet mérni o mutagén
kezelds hotdsdra 1étrejtvé HGPRT™ mutédnsok szdmdt.

g s o . : : e : *
A HGPRT pén replikdcios idépontidnak meghatéroziga

4/2/4

ge it S-fasigan belill.

Az eldzSekben ismertetett szinkronizdcids rendszer
illetve mtédns szelekcids szisztdme segitségével,
kisérletet tetiiink a HGPRT gén replikdcids 146~
pontjénak megdllapitdsdra a GKQ~K1 gejt S~fdzisdn
bellil. Elel 1lépésben a célunk az volt, hogy a
létrehozott rendszerrel kimutathaté-e az, hogy &
HGPRT pgén az S-fézis elsl illetve mésodilk felében
replikdlédik. Ezért az életeiklus adatokbll illetve
szinkronizdlds kerekterizdldsskor egyardnt kb. 4
Srdnek edbédé S fdsist két egyenls, két dérds perid-

duere osztottuk. Bgy mintdhoz 5x10° pejtet ssinkvoni



néltunk, ol o suinkvonizdlés véglre kb. 1,5%10°
sejtondore nStt. A tuléids orednményét Ligyelembe
véve ez kb, 5-6x10° tuldl6 sejtet jelent. Iz a
mintdnkénti eojtssén elegendSnek bisonyult o
mitécids gyakorisds nérésére. A lulturdint 20™%
BUdRenel kezeltll: & mintdsdl fugpben O-2. illetSleg
2-4. évébun. 4 DUAR keselés utén o bulturdkat
mostuk ds 10™% Tan addsdvel o DUAR tovdbbl bedpli-
1806t megakaddlyontuk, A 107% TR eseldst o
szinkron kulturd: cestdddse utdn ¢ Livetkens G1
fdniobon megoslintetilllz, /0-10 Swével ao S fhsis
negkendéoe utdn/. Tuldldei kisdrletekben kimue
tathaté volt, hogy o 1070 BUAR az § fdois nindkét
felében amonos avényben celikenti o sejtel tuléldedt
és oo megeryesl ban kepott Grtéie-

zagscl W% mtdeid
mémodil tébla mﬂ%m

rednényokbSl ldthatd, hogy i/ asz indukdl
mtdeids frekvencia ldnyegesen mepemellkedik as 8
fdsie olel két érdjdnok BUAR pulsusjolildse utén.
13/ Wénl emolkeddst toposstalbatunk ag 8 fésie
ndsodik két Sréjdnek pulsusjelBlésekor, emive két

mmrdsat odhntd.




INDUKALT MUTACIOK SZAMA /108 SEJT

kiserlet |S fazis
0-2 ora 2-4 o6ra
1 4 057
2 3,54 1,35
3 4,77 042

2s t€blde § Pdsierc szinkron kulturdk BUAR
pulzugjeltlése utdn kapott indukdlt

mutdcidlk. 72 érds oxprosszils 1485.
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a/ A HGPRT gén replikdcidja az S fézis mdsodik
Srdjdnak végén tUrténik és o szinkron kul-
tura részleges pontatlansdpa miatt a méso-
dik két Sréban is megjelennek mnténgpk.

b/ Az elel két illetSleg e mésodik két Ordban
izoldlt mutdnsok természete eltéxd.

A mutdeids frekvencia emelkedésénel alapjén
pegdllapithaté, hogy a HGPRT enzimért felells
gén a CHO-K, sejtvomal S fdzisdnak olss felé-
ben replikdlédik. Az S fézis t6bb részre lLontd~
gdval illetSleg oz izoldlt, mutdns koldnidk
egyedi jellemzésdével méd nyilik arra, bogy &
mitdcié frekvencidjdnak az S £dzis mésodil L6t
éprdjdban vald emelkedését pontosan értelmezni
lehesaen illetve a HGPRT enzimért felells gén
replikdécidés idSpontjét pontosabban meghatdroz-
zuk.

. Bgzel az eredménnyel bizonyitottuk, hogy
emids sejtek esetén is feldllitheid egy olyan
genetikai rendezer, amely segitedgével egy
adott gén replikdldddsdnak i1dSpontje meghatd-
rozhatd a sejt DIS szintdsis fézisdn belill.
Tehdt az eredeti célkitiizée, hogy egy hiresidyg



4/3 3

levs idegen informé

o8z sejt NOPRT pénjének replikdcids idb-

pontjdval, ennek a rendeozernek o segitadgdivel
negveldsithatd.

Hivel S fdzisra igen pontosan szinkronisdli
' . kiasdérletet tetsilnk a
tdnak megdllapitésdra sutoradiogriéfis segitasdpdivel.
Az irodalonbll eddip ilyen irdnyban csak kevés
vizpgdlédds tUrtént. Bzelket ugynevesett "visssa-
plrpeténen® nddozerrel végesték, amelynek lényege
azy hogy izotdp timidin pulsus jel¥lés utdn killlne-

na prepavdtunot késsi-

Pdltdk, Az dletciklus
adatok birtokdban volomint s isotdp pulsus utdén
eltelt 148 alepjén Lbvethesteini lehet arwrs, hogy
az adott prepardtum as dletcikiusdnak mely rémzében
kapte az izotdp tinidin jelBléet. Ily ndédon sikexiilt

W‘Qm & m‘t 208 i*,g_;.gs;
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megéllapitani egyes kromossdnmdk kéaln replikdld-
dé szegrentjeinek mit 724/, illetve Chunak
gikeriilt a kinai hireslg X lkromossdndjdnok rep-
likécibs mintdsatét leirnia /25/.

i felhassndlve az S5 fésisrs ssginkron kul-
turdt Oui 1o 205 3o 4. Orddan 15 perces ~H-TdR
pulzusjelBlést adtunk, majd o ssinkron osztddds-
nak indulé sejtekbSl kromoszéma prepardtumot ké-
szitettiink ds azt autorediografdltuk. Sajdt
. rendsseriinkben sikeriilt héirom kromoszéme repli-
kdcides mintdsatit megdllapitani /X; III/1; I11/2/
J10=12. dbra/. Az X kromoszdémirs vonatkoztatd meg-
figyelések megegyesnek az irodalomban leirtakkel,
de részletesebb képet mutat, ugyanis eddig csek
%mtmm,muxmmam
fele ag S fdzis elején, a mdsik fele ag 5 Pdsis’
nésodik feldben replikdlddik. A mdsik két kro-
mossdme JII1/1; 1I1/2; 11-12. dbra/ replikdcids
mintdzata eddig nen volt ismert. A tUbLL kromo=
szénéra vonatkosdlag hasonlé replikdcids mintizet
a jelenlegi technikéval nem adhatdé meg, bir vald-
szinil, hogy ez izotép jelBlés hosssdnak véltoz-
taténdval illetve az sutoradiogrifids technike
finomitésdvel ezekve is nyerheték adatok.



4 dra

10. débra

- ‘12

CHO-E, sejt X kromoazdéndjdnak
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Ennek aAmédszernak a finomitdsédval, Ussze-
kapesolve az elézSekben leirt mutdeids rendszer—
rel, néd nyilhat arra, hogy egy sejt DS rep-
likéeidjat vizagélhaséuk.mind genom, mind kro-
moszdénélis szinten, ami segitséget nyujt shhoz,
hogy e sejtciklus S fézisdnak tUriéndseit job-
ben megérisiik.

5. MEGBESZIELES

Mivel emlée sejtekkel dolgoztunk és egy, a bake
teridlie konjugdcids géntérképezéshez hasonld idébeli
térképezési rendszert dolgoztunk ki, az eredmények
értékeléseckor figyelembe kell venni az emlds DHS szer-
vezddésének és replikécidjénak lényegesen bonyolulitabb
voltét. Egy emlds sejt kb. 1l000-gzer t¥bb DNS-t tartal-
maz, mint egy E.coli baktérium. DNS replikdcidja, szemben
a baktériummal, egy iddpillanatban 103--104 replikécids
pontban folyik. Tehdt amikor egy kivédlasztott mmtédcid
alapjén meghatdrozzuk e mtécidért felells gén rep=-
likélédédsi idSpontjét, figyelembe kell venni, hogy
ebban oz adott idSpontben még tovdbbi 10°-10% gén
replikécidja folyilk. ‘
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Egy mdgik probléma, amelyet nom lehet figyel-~
men kiviil hagyni az, hogy az emlds sejtek diploid
éllapotuak. Tehdt elvben egy mutdcidnak o gyckorisdige
121012 nagyedgrendben kellene lennie 171070 mitée
cifs gyekorisdgot feltételezve az egyik ollélra/.

Az, hogy 1210~° nogységrendben mégis lehet muténso-
kat izoldlini aszt mmtotja, hogy egyes gdének vaoldssi-
niileg haploid dllapotban vannak jelen a genomban.
Ennek oka részben a sejtkulturdkbon végbemend kromo=-
szémadtrendezfddés részben oz X kromoszdmén levl gének
esetén az egyik X kronossfmo inekiivdléddsa illetve
hin &1latbdl szdrmazd sejtvonal esetén az X kromo-
széma haploid dllapote lehet. A HGPRT génrdl kimutote-
| zénéhoz lokeliszdlt /26/ o CHO sejt
esotén is /27/, emely kinai hireslg oviriunbdl ¢ld-
éllitott sejtvonal. Fromossoiméi csak réscben egyes-
nek meg oz dlletban taldlhaté kromoszléndikal, viszont
DS tartlma 97 S-a az éllatének. Az egyik X kromoszdna
intakt dllapotban van jelen, o ndsik valdsszintileg a
sejtvonalban jelenlévs "uj" kromoszémék ellotdsdban
vesz résst /28/. livel o HOPRT™ mutdcids gyekorisdg
4::3.0"6 nagysdigu, ez valdszinilleg egyetlen mutdeidt
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jelent, anoly o gén haploid éllapotéra utol. Eso-
tilnkben oz nen ismert, hogy o mdsik HGPR? @116l
elvesztéodérfl vapy inoktivildsdrdl van-e 8zle.
Hivel kimtathaté, hogy o CHO-K, sejtvonal X kro-
nogsdénéjdnek egyik kerja as S fdzis elsS felében
replikdlédik /26 ds ezen munks/ valdeszinlisgithetjik,




6. USSZEFOGLALAS

ﬁa/mmwgmatﬁlmimmmsﬁm
szinkronizdlt lulturdt 41litottunk ¢l mogos kon-
centrdeifju timidin és hidroxiures kombindlt keze-
1éssel . |

B/ Sikeriilt egy olyan genetikai rendszert Usszedllitoni,
anely segitségével egy adott gén replikdlédésinak
idSpontje megdllapithatd a DNS sszintetizdld fdzison
beliil. Pnnek a segitedégével megdéllapitotiuk o CHO-*K)_
sejtvonel HOPRT génjének replikdilddisi idSpontjdt.
Az dltalunk kidpitett rendsser nmbédot ad tovdbbl gének
replikdléddsl idSpontjdnak megédllepitdsdrs is enlds
sojtekben, genetikai médezerckkel.

€/ A szinkron kulture tovébbi elkolmasdsdval megdllopi-
tottukacm-x.lmjtvomlhm
replikdcids mintdsatdt cutoradiogrifids médezerrel.
Ibb8l az X kromosséma replikdeidja nz irodalombdl
ismert volt, est a jelen technikdvel finomitani lo~
hetett. A mdsik két kromossdnire vonatkozé adatok
/III/1; 111/2/ eddig nem voltek ismertelk.
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