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Bevezetés 1

1. Bevezetss

Dolgozatom annak a munkénak az Osszefoglalasa, amelyet 1994 tavasza Ota végeztem a Szegedi
Biologiai Koézpont (SZBK) Genetikai Intézetének Emldssejt Genetikai Csoportjaban, Raskd Istvan
vezetésével.

Egyetemi diplomam megszerzésétol (1991) 1994 aprilisaig az SZBK Biokémiai Intézetének
Kotoszévet Munkacsoportjaban dolgoztam, itt irtam diploma dolgozatomat is "A csirke porc
kapcsolofehérje gén expresszidjanak analizise" cimmel. Az ott toltott évek alatt megismerkedtem a
molekularis biologia alapvetd eszkoztaranak jelentds részével, a sejttenyésztés alapjaival valamint a
génexpresszids szabdlyozas vizsgalati médszereivel. Munkam eredményeit 6t nemzetk6zi konferencian
mutattuk be poszteren, ezek koziil hAromnak az absztraktja rangos nemzetkozi folyoirat mellékleteként is
megjelent {1500, 1501, 1502}; tovabba két cikkben {394, 1492} vagyok tarsszerzo.

Erdeklédésem azonban a bioldgiai mas teriileteire is elvezetett. Az SZBK Genetikai Intézetében
Alfoldi Lajos professzor mellett baktérium genetikai térképezések szamitogépen torténé modellezését
végeztilk, és a tényleges kisérletek soran fellépo érdekes torzulasokra sikeriilt ramutatnunk {1494}.

Raské professzor munkacsoportja kezdetektol fogva fontos feladatanak tekinti egyes genetikai
betegségek molekuléris diagnosztikdjanak kidolgozasat, illetve a molekularis diagnosztikai modszerek
alkalmazasat. A Szent-Gyorgyi Albert Orvostudomanyi Egyetem Gyermek- és Neuroldgiai klinikaival,
valamint a gyulai Pandy Kéalman Korhaz 1. sz Belgydgyaszati Osztalyaval kollaboracioban a
Duchenne/Becker féle muszkularis disztrofia, a cisztikus fibrozis, a Huntington féle vitustanc és a tireoid
karcinomak molekulardiagnosztikajanak kidolgozasaban vettem részt. Eredményeinket nemrég
publikaltuk {1505, 1237, 1512}.

Doktori disszertacidom eredményeit két kozleményben {681, 1436} és két nemzetkézi konferencia
absztraktban {846, 1503} publikaltuk. Ezen kiviil, mivel a mar kozolt eredményekkel szorosan
kapcsolodik, belevettem rengeteg még nem publikalt eredményt is, amelyek egyben tovabbi kutatasaink
iranyat is kijelolik.

A dolgozat irasakor igyekeztem keriilni a laborszlengben alkalmazott kifejezéseket, azonban ez nem
mindig sikeriilt. Nem vallalkozhattam ugyanis arra, hogy pontos magyar kifejezéseket alkossak azok
helyett, amelyeket angol megfeleldjiik tikorforditasaval alkottunk és hasznalunk a laboratériumban, mint
példaul a sejtek "felkerekedése" (round up); "kilemezelése" (plating, seeding); "blokkolasa" (arrest,
block); (fel)tripszinezése, a felszin "biitykei" (blebs, knobs) és "fodrosodasa" (ruffling), vagy az angolbol
atvett "blott" sz6, amelyet nem is tudunk helyettesiteni, angolul egy t-vel irunk és magyarul tt-vel
mondunk (és ezért tt-vel irva hasznalom a dolgozatban).

Hasonloképpen magyarazatra szorul a hivatkozasok szamozasa is. A csoportban a feldolgozott
cikkeket irodalmi adatbazisban tartjuk nyilvan, ami mind a cikkek fellelésében, mind kézirataink irdsakor
igen nagy segitséget nyijt. A dolgozatban a hivatkozasokhoz a cikkek azonositd szamait hasznaltam, ami
nagyban megkonnyiti, hogy a kés6bbiek soran a megfeleld kiildnlenyomatot sziszifuszi keresgélés nélkiil

azonnal megtalalhassuk.
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2. Koszonetnyilvanitas

Eddigi palyafutasom €s a dolgozat megirasa soran nyujtott segitségiikért halas koszonettel tartozom:

Edesapamnak, aki allatorvosként a bioldgia és az élévilag szeretetét belém oltotta, és a palya felé
elinditott,

Raské Istvannak, aki csoportvezetoként megteremtette a csoportban folyd munkak anyagi hatterét,
tudomanyosan Osszefogta a sokszor roppant szertedgazé munkat; akinek széles latokorére és
tajékozottsagara barmely tudomanyos probléméaban szamithattunk, és a legjobb baratként segitett, ha
szitkségiink volt rd. Nem utolsésorban pedig azért, mert Kkitlintetett bizalmaval akkor, amikor
palyafutasom megtorpant. Remélem azéta sikeriilt e bizalmat megszolgalnom.

Professor C. Stephen Downes-nak akivel k6z6s palyazatunk munkam elméleti és anyagi bazisat
biztositotta, €s hogy laboratériumaban Cambridge-ben és Coleraine-ben vendégként dolgozhattam,

Zakany Jozsefnek és Dedak Ferencnek, akik kezdeti botladozasaimat iranyitottak, és végiil
megtanitottak az 6nall6 kutatdbmunkara,

Fekete Endréné, Fekete Ildiko, Lehdcz Istvanné, Radoné Dudas Maria, Simon Ferencné és Vo6ros
Andrea asszisztenseknek, akik nem csak azoknak a laboroknak a miikodoképességét tartottak fenn, ahol
dolgoztam, hanem rengeteg kisérletes munkat is végeztek velem, nekem, helyettem; és akiktol az
alapvet6 technikakat megtanultam,

Borda Stefania, Csiszar Agnes, Czibula Agnes, Endreffy Emoke, Gerencsér Akos, Jakab Katalin,
Kalmar Tibor, Mérocz Moénika, Santha Miklds, Somodi Zsolt, S. Jayne Devlin és Zvara Agnes, jelenlegi
¢és egykori kollégaimnak, hogy munkatarsaim voltak és hogy mind fizikai, mind szellemi segitségiikre
barmikor szamitani lehetett,

Palmai-Pallag Timeanak és Mariana Toma-nak a mitotikus ellenérzépont vizsgalatokban nyujtott
segitségiikért,

Duda Ernének és Kiss Istvannak, hogy dolgozatomat atnézve segitettek azt végzd forméba onteni,

Professzor Dr Kiss Ibolyanak, aki emberségbdl és kollegialitasbol egy életre sz616 példat nyujtott,

Alfoldi Lajos professzornak, hogy a genetikai modell megalkotasaval kapcsolatos munkaba bevont,
amely els6 kozleményem anyagat is képezte; valamint, hogy a nehéz idékben mellém allt,

Hadlaczky Gyulanak, hogy a monoszémikus sejtvonalakat rendelkezésiinkre bocsatotta,

Cserpan Imrének az ALU repeat és Kpn repeat konstrukcidkért,

Pay Anikonak és Koszd Zsuzsanak a cDNS klonok szekvenalasaért,

Pay Anikonak, Szabé Gébornénak €s Kotogany Editnek az aramlasi citometrids mérésekeért,

Té6th Sandornénak, Mitrov Etelkanak, Borka Andrasnak és B Nagy Balazsnak abraim kidolgozasaért,

Végiil, de nem utolsésorban a csaladomnak, hogy mindezt tiirelemmel viselte.
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3, [Elméletl attekintés

3.1. Az EUKARIOTA SEJTCIKLUS ES SZABALYOZASA

3.1.1. A sejtciklus szakaszai L
Az eukariota sejtciklust a fénymik- /
roszképos  vizsgalatok alapjan  két ~o |

szakaszra, az interfazisra és a mitozisra

osztottak. A vizsgalati mddszerek toké-

/
\

letesedésével az interfazist tovabbi i

harom szakaszra, a preduplikaciés Gy, a G2

szintetikus S és posztduplikacios G

szakaszra valasztottak szét (3.1.1 4bra). ‘\ R
0000000000

Ezen kiviil a sejtek lehetnek a nyugalmi

G, fazisban. Ebben a fazisban szoktak

megmaradni azok a sejtek amelyek gya-

3.1.1 dbra. Az eukariéta sejtciklus Iépései,

korlatilag egyaltalan nem, vagy csak nagyon ritkan osztédnak, de elvileg osztodasra késztetheték. igy Go

fazisban van az idegsejt in vivo, de sejttenyészetben részben dedifferencialédva osztodhat, vagy a

limfocita, amely bizonyos anyagok (antigének, lektinek) hatasara osztédasnak indul.

Egy atlagos emlds sejt generacios ideje 16 Ora,
ebbdl az interfazis mintegy 15 orat vesz igénybe, mig a
fennmaradé egy oraban jatszodik le a mitdzis €s a citoki-
nézis, a tulajdonképpeni sejtosztddas (3.1.2 abra).

A szintetikus fazis leglényegesebb pontja a DNS
replikacidja, azonban szamos egyéb komponensnek,
nukleotidoknak, és a DNS-hez csatlakozo egyéb mo-
lekulaknak (hisztonok, poliaminok...) is ekkor kell
megszintetizalddnia. A centridlumok duplikacidja koz-
vetleniil az S fazist megeldzden jatszddik le.

Az osztddasi fazis a kromoszomak megjelenésével
kezdddik. A profazis elején a centriolumok a sejt két
polusara vandorolnak, és a mikrotubulusok minden

iranyba kisugarazva a centriolumokbdl asztereket for-

13

G2 fazis

12

11

0
15 1
M 2
3
G1 fazis
4
S fazis 5
(DNS szintézis)

malnak. A kinyalé mikrotubulusok Gsszessége, a hozzajuk asszocialt fehérjékkel egyiitt a mitotikus orso.

A mikrotubulusok egy része alkotja azt a hal6zatot amely Osszekoti a két centriolumot mikdzben azok

vandorolnak a polusok felé¢, mas mikrotubulusok a kinetochorokon keresztiil a kromoszémak centromer-

jeihez kapcsolodnak. Ezek a régiok katalizaljak a kromoszomék vandorlasat a mikrotubulusok mentén. A

profazis végére a maghartya lebomlik, a kromoszémak megrovidiilnek, kondenzaltabba valnak. A metafa-

zis soran a mikrotubulusokhoz kapcsolodott kromoszomak a sejtek egyenlitéi sikjaba rendezddnek. Az
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anafazis alatt a leanykromatiddk elvalnak egymastdl, és a mikrotubulusok iranyitisaval az ellenkezd
polusok felé vandorolnak. A telofazis a szakasza a kromatiddk dekondenzal6dasanak. A profazis alatt
lebomlott magmembranbdl keletkezett vezikulak egyesiilve felépitik a két leanysejt magjat. Mindezzel
parhuzamosan végbemegy a citoplazma és a membran osztddasa, a citokinézis.

Néhany kiilonbség mutatkozik a ndvényi és allati sejtek mitdzisa kozott. A legtobb magasabbrendii
ndvényi sejt nem tartalmaz centri6lumokat, egy ezzel analdg régio szolgal mikrotubulus szervezd koz-
pontként. Ennek oka, hogy a ndvényi sejtet koriilvevd sejtfal megakadalyozza annak alakvaltozasat. A
telofazis alatt a Golgi apparatusbol szarmazoé fragmoplaszt vezikulakbdl 1j sejtfal formalodik.

Hasonloképpen, kiilonbségek tapasztalhatok a Saccharomyces cerevisiae és az allati sejtek mitotikus
osztddasa kézi)'tt, a sarjadzé ¢élesztd sokkal egyszerﬁbb osztddasi apparétussal rendelkezik. Az S fazist
novekszik. Az élesztésejtekben a centriolum helyett a magorsé polustest (spindle pole body, SPB) talal-
hat6, amely ugy osztddik, mint az éllati sejtek centridluma, ezzel jelezvén a magosztédas kezdetét. A
megkett6z6dott polustestbdl az egyik a bimboba vandorol, és a beldliik eredd magors6fonalak iranyitjak a
kromoszomak vandorlasat. Végiil a bimbo elvalik a sziil6i sejttdl. Az élesztd anyasejt és leanysejt mind

méreteit tekintve, mind pedig biokémiailag eltérnek egymastol.
3.1.2. A sejtciklust szabalyozé kinazok és foszfatazok

3.1.2.1. A XENOPUS OOCITAK ERESET ES AZ EMLOSSEJTEK MITOZISBA LEPESET KOZOS FAKTOR SZABALYOZZA

A sejtciklust szabalyozé transz hat6 faktorok jelenlétére az elsé bizonyitékot emlds sejtekkel végre-

hajtott fuzids kisérletek szolgaltattak.
Progeszteron
Ha G,, S vagy G, fazisos sejteket ®
fazionaltattak mitotikus sejtekkel, az = == = —
interfazisos sejtek kromoszomai ko-

L ) G, blokkolt Meiozis | Meiotikus
rai mitotikus kondenzacidba (prema- oocita (metafazis) interfazis
ture  chromosome  condensation, H'm"’afselt
PCC; 6.2.21 dbra) kezdtek {680}.

—>
Ha G, sejteket fuzionaltattak S fazi-
sos sejtekkel, a radioaktiv timidin metafazisos Els® osztodas
7t ohocty ot vcs blokk
beépiilése DNS szintézist jelzett a G, Meio(;is I
sejtmagban is {679}. - -
Jtmag HaTsy 3.1.3 dbra. A karmosbéka oocitdk in vitro érése.

A mitozis aktivalasaért felels
transz hat6 faktor azonositasat a Xenopus laevis fejlodd oocitain végzett tanulmanyok hoztdk meg. A
béka ovariumaban fejlédd oocitak sejtciklusa a DNS replikaciot kdvetd G, fazisban leéll, és az oocitak
igy is maradnak kb. 8 honapig, mialatt 1 mm atmérdjiire novekednek. A him karmosbéka stimulaciojara a
petefészek sejtjei progeszteront termelnek, melynek hatasara a G, fazisban blokkolt sejtek belépnek a
meiozis elsé szakaszaba, majd azon végighaladva sejtciklusuk ismét leall a meiozis masodik szakaszanak
metafazisdban. A metafazisos blokkbol a megtermékenyités hatasara lépnek ki, és fejezik be a meiozist.

Az oocita érés folyamata in vitro is el6idézhetd és tanulmanyozhato (3.1.3 abra).
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Ha a meiozis masodik szakasza- Progeszteron

nak metafazisaban blokkolt oocitak- L ¢ @
bol mikroinjekcidval citoplazmat vit- @ ‘ @ ’
tek at a G, blokkolt sejtekbe, az ooci-

tak progeszteron hianyaban is meg-

kezdték az érés folyamatét {678} e

(3.1.4 abra). A meiozis masodik me-
tafazisaban blokkolt sejtekben jelen-

G, blokkolt Meiozis | Meiotikus Metafazisos blokk
oocita (metafazis) interfazis meiozis Il

lévé anyagot érést serkentd faktor-
nak, MPF-nek (maturation promot-
ing factor) nevezték el.

A késobbi vizsgalatok soran ki-

deriilt, hogy az MPF a mitdzis bein-
ditasanak is kulcstényezbje. Ha egy
metafazisban blokkolt szomatikus emldssejtbél mikroinjekcidval citoplazmat juttattak at a G, fazisban
blokkolt Xenopus oocitdkba az oocita érését az is beinditotta. Amikor hasonloképpen blokkolt em-
16ssejtekbdl interfazisos emldssejtekbe vittek at citoplazmat azok mitdzisba Iéptek, jelezve, hogy a sejt-

faziods kisérletekben szerepl6 transz haté faktor valoban az MPF.

3.1.2.2. A MPF PROTEIN KINAZ ENZIM, AMELYNEK AKTIVITASA TOBB SZINTEN SZABALYOZOTT

Az MPF biokémiailag ciklin de-

pendens protein kinaz (CDK) enzim.

MPF aktivitas

>

Interfazis Interfazis Interfazis

Egyszerlibb rendszerben, mint ami-

Relativ szint

lyen a korai békaembrid, a CDK ak-

tivitast egy bioldgiai oszcillator sza- e
balyozza, amely teljesen fliggetlen W

azoktdl az eseményektol, amelyeket

indukal, in vitro citoplazma extrak- Mit6zis Mitozis Mitozis | Ado

tumban is miikoédik (3.1.5 abra).

Emlos- és élesztosejtekben to- oszczllalo akttwtasat :

vabbi szabalyozasi 1épcsdk alakultak
ki, amelyek biztositjak, hogy a CDK aktivitas valtozasai (eképpen a sejtciklus eseményeinek beinditasa)
eltolédjanak mindaddig, amig a novekedés feltételei szuboptimalisak, illetve a kovetkezd sejtciklus
eseményt megeldzd Iépések még nem fejezédtek be. Eképpen, a legtébb sejtben a CDK oszcillatort,
habar megtartja valamelyes autondmidjat, intra- és extracellularis jelek sokasaga befolyasolja.

A sejtekben az inaktiv CDK mennyiségileg tobbé-kevésbé allandé feleslegben van a normal sejtcik-
lus soran, €s a katalitikus aktivitas szabalyozasa elsddlegesen poszttranszkripcionalis. A CDK aktivalasa-
hoz egy szabalyozé alegység - ciklin - kétddése, valamint egy konzervalt treoninjanak CDK aktivator
kinaz (CAK) altali foszforilacidja sziikséges. Az aktiv CDK/ciklin komplex inaktivalhaté egy ugyancsak
konzervalt Thr/Tyr par foszforilalasaval, vagy CDK inhibitor alegységek (CKI) kotédésével {682}.
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3.1.2.2.1. A CDK katalitikus alegysége

A CDK-k kozeli rokonok mind méretiiket (35-40 kDa), mind szekvenciajukat tekintve. Kozos jel-
lemzojiik, hogy ciklint kotnek, amely aktivald, szabalyoz6 alegységiik. A CDK definicié nem jelent
kizardlagos biologiai funkciot, és habar a legtobb ismert CDK a sejtciklus szabalyozasaban jatszik szere-
pet, a mas egyéb folyamatokban részt vevd CDK-k listaja folyamatosan bdviil.

Sok protein kinaz koézeli rokonsagban all a CDK-kal, de csak viszonylag kevésrol mutattak ki, hogy
ciklin fiiggd aktivitassal bir. A Schizosaccharomyces pombe sejtekben egyetlen f6 CDK-t azonositottak
(Cdc2); S. cerevisiae-ben a 6 CDK (Cdc28) mellett nemrégiben egy masodik (PHO85) és egy harmadik
(Kin28) kinazt is. Emberben a CDK-k noévekvd listaja az alapitétaggal (Cdc2, masképpen Cdkl)
pombe prototipus Cdc2, a S. cerevisiae Cdc28, valamint a gerincesek Cdk2 jelii fehérjéin alapulnak.

A tipikus CDK Kkatalitikus alegység 300 aminosavbodl allé core és foszforilalatlan monomerként
inaktiv. A human Cdk2 harom dimenzios kristalyszerkezete mutatja, hogy inaktiv allapotaért két fontos
szerkezeti tényezd felelds: 1) a szubsztrat kotd helyet a kinyuld T hurok lefedve tartja, 2) az ATP kotd
hely alkotasaban részt vevé aminosav oldallancok ugy helyezkednek el, hogy az ATP foszfatcsoportjai a
hatékony foszfat-transzferhez nehezen poziciondlhatéak. Mindezidaig nem sok ismeret gyllt &ssze

azokrdl a konformacios valtozasokrodl, amelyek a ciklin kotodésével illetve a foszforilacidval jarnak.
3.1.2.2.2. A CDK aktivitas elsédleges reguldtora a ciklin alegység

A ciklineket eredetileg olyan fehérjékként definialtdk, amelyek mennyisége oszcillal a sejtciklus
soran. Ma mar sokkal pontosabban definialva, azok a fehérjék tagjai e csaladnak, amelyek k6todnek, és
aktivaljak a CDK katalitikus alegységet. A ciklinek kozti homoldgia gyakran csak egy viszonylag
konzervalt 100 aminosavas doménre, a ciklin box-ra korlatozodik, amely a CDK kotéséért és aktiva-
lasaért felelds. Az itt bekdvetkezd mutaciok mind a kétodést, mind az aktivalast gatoljak, jelezve, hogy a
két funkcio nehezen valaszthaté szét. Mindegyik CDK a ciklinek egy speciélis alcsoportjaval 1ép csak
kapcsolatba, bar ezen alcsoportok tagszama valtozo lehet. Egyetlen ciklin tobbféle CDK-hoz is kotddhet.

A ciklin funkcidja els6sorban annak mennyiségi valtozasaival szabalyozott, karakterisztikusan megnd
egy-egy specifikus sejtciklus esemény elott. A ciklineket ennek alapjan gyakran azon sejtciklus szakasz

alapjan kategorizaljak, amelyben megjelennek. A korai Xenopus embrioban a mitotikus ciklin - Ciklin B -

crv s

crvy

az ubiquitin fliiggo proteolitikus rendszer végzi. Ehhez egy rovid szekvenciamotivum (a destrukcids box;
PSTAIRE) sziikséges a ciklin aminoterminalis végéhez kozel. A lebontas beinditd szignalja lehet a
mitozis soran megnovekedd Cdc2 aktivitas is, bizonyitékok vannak ra, hogy az ubiquitin rendszer egyes
komponenseit a Cdc2 aktivalja. A ciklinek ubiquitinnel torténé "megjelolését” az ubiquitin ligaz

aktivitassal rendelkezd APC (anaphase promoting complex) enzimkomplex végzi.
3.1.2.2.3. A CDK foszforildcio altali aktivdlasa

A ciklin kotdédés mellett a teljes CDK aktivalashoz sziikség van egy konzervalt treonin aminosav
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(Thrys, a human Cdkl1-en; Thrie a human Cdk2-n) foszforilaciojara is. A Cdk2-ben a Thre a katalitikus
alegység szubsztratkotd helyét lefedd T hurkon beliil helyezkedik el, foszforilalasa a T hurok
eltavolodasaval felfedi a szubsztrat koto helyet. A foszforilacié a ciklin kotohelyet is befolyasolja, néveli
némely CDK/ciklin par kétodését; ugyanakkor a ciklin kétés erdsitheti a foszforilaciot is. A Thrisone
foszforilacigjaért felelés enzimet (CDK aktivalé kinaz; CAK) nemrégiben jellemezték. A CAK egy
tobbalegységes enzim, katalitikus alegysége az erdteljesen konzervalt, a CDK-k csalddjaba tartozé
MOI15. A human CAK masik f6 alegysége szintén egy ciklin, a Ciklin H. A CAK tehat maga is egy
ciklin/CDK komplex, ennek alapjan a MO15-6t Cdk7-nek nevezték at. ‘

A normal gerinces sejtciklus sordn a Thrisne foszforilacidja a ciklin kotéssel parhuzamosan
emelkedik és csokken. A foszforilacié ezen valtozasai valdszinlileg nem kotédnek a CAK aktivitas
valtozasaihoz, amely latszélag nem valtozik a sejtciklus soran, hanem valdsziniileg a ciklin kotédés
foszforilaciot eldsegitd funkcidjahoz kapcsolhatéak. A CAK aktivitas eképpen nem korlatozé tényezd a

normalis sejtosztédas soran, bar regulacioja fontos lehet bizonyos névekedési koriilmények kozétt.
3.1.2.2.4. A CDK aktivitas gatlasa foszforilaciéval

A CDK/ciklin komplex inaktivalasanak szamos mddja van. A fentiek alapjan a ciklin eltavolitasa,
illetve a Thrieone defoszforilalasa nyilvanvalé lenne, ez utobbi jelentdsége azonban még bizonytalan. A
ciklin csokkent szintézise illetve megndvekedett degradacidja viszont nyilvanvaléan fontos in vivo.

A CDK/ciklin komplex inaktivalasanak masik modja két, az amino terminushoz kézeli hely (Thr,, és
Tyrs) foszforilacidja. A Cdk2 esetében e két aminosav oldalldncai az ATP k6t6 hely belsejébe nyllnak,
foszforilacidjuk ezaltal nyilvanvaldan befolyasolja a kinaz aktivitasat. A gatlas mechanizmusa ismeretlen,
a Tyr,s foszforilacidja nem interferal az ATP kotédésével. Mindkét aminosav a T hurok alatt helyezkedik
el, tovabbi hangsulyt adva annak a konformacids valtozasnak, amely a T hurok eltavolodasat, ezaltal a
szubsztratkotd hely felszabadulasat okozza.

A Thry4 és Tyrs foszforilacidja kiilonosen fontos a Cdc2 mitotikus aktivalasaban. Csakugy mint a
Thr\ foszforilacidja, a Thrys és Tyr,s foszforilacioja is emelkedik a ciklin B szint emelkedésével kézel
parhuzamosan, ahogy a sejt a mitozis felé kozelit. A Cdc2/Ciklin B komplex eképpen inaktiv allapotban
van mindaddig, amig a két aminosav defoszforilalasa a G, fazis végén aktivalja azt. Ez a hirtelen defosz-
forilacié az e helyen hat6 kinazok és foszfatazok aktivitasanak dsszehangolt valtoztatasaval jon létre.

A Tyrs kindz a Weel, amelyet eredetileg S. pombe sejtekben azonositottak. Thrys kindz aktivitast
nemrégiben detektaltak Xenopus embridban €s human sejtekben is. A Weel kinaz aktivitasa leesik mitd-
zis alatt, hozzajarulva a gatlé foszforilacios aktivitas ebben a fazisban torténd leeséséhez. A mitdzis alatti
lecsokkent Weel aktivitas foszforilacié kovetkezménye, de az ezért felelds kindzok még részben
ismeretlenek, és fajonként valtozéak lehetnek. Hasadoélesztében a Weel gatlasat a Niml protein kinaz
végzi foszforilalva annak C terminalis katalitikus doménjét. Magasabbrendli eukariéta Niml homol6-
gokat még nem talaltak.

A Thrs és Tyr s defoszforilalasat egy kettds specifitasi enzim végzi, a Cdc25. A Cdc25 aktivitasa a
mitdzis soran emelkedik nagyrészt N terminélis részének foszforilacidja miatt. A mitozis soran e foszfori-
lacidért felelds kinaz aktivalddik, a defoszforilaciot végzd foszfataz pedig inaktivalédik. A Cdc25

aktival6 kinaz lehet maga a Cdc2, ezzel elegans pozitiv feedback szabalyozo kort valdsitva meg. Pozitiv
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feedback a masik komponenseken is
megvalosithaté: a Cdc2 aktivalhatja
azt a kinazt, amely a Weel-et inakti-
valja, illetve gatolhatja azt a fosz-
fatazt, amely a Weel-et aktivalja és a
Cdc25-6t inaktivalja (3.1.6 abra).

3.1.2.2.5. CDK gatlas
alegységek kotddése dltal

inhibitor

A CDK szabilyozas negyedik
fontos - gatlo - mechanizmusa egy
meglehetdsen

heterogén fehérje-

csalad (CKI) tagjainak kotddése altal

f‘—%

T T E
Tn:—fiu—

G | (]

3.1.6 dbra.A ciklin dependens kindzok aktivitdsdnak szabdlyozésa
kindzok és foszfatdzok dital.

jatszodik le. Jelenleg a csalad hét tagjat azonositottak: S. cerevisiae-bdl a Farl-t, amely a Cdc28/Cln

komplexet; a p405c5®>_t amely a Cdc28/Clb komplexet; és egy harmadikat, amely a Pho85/Pho80

komplexet gatolja. A tobbieket emlésokbdl izolaltak: a p21¢r'™af! és a p27%P! amelyek preferencialisan a
Cdk2/ciklin és a Cdk4/ciklin komplexeket gatoljak; valamint a p16™* és p15™ 8, amelyek a Cdk4/ciklin

és Cdké/ciklin komplexekre specifikusak.

A gatlas mechanizmusara vonat-
kozo ismereteink jelenleg megleheto-
sen vazlatosak. A legtobb CKI a
Thrsone CDK/ciklin

komplexhez kotédik és kozvetleniil

foszforilalt

gatolja a kinaz aktivitast. Sok eset-
ben (Farl, p40, p21) a CKI-kat sajat
célmolekulajuk foszforilalja, ami a
fehérjeszubsztrat  koétdhellyel valo
interakciora utal.

A p21 CKI esetében a szabalyo-
zas legfobb mddja transzkripcionalis.
A p21 transzkripcidjat a p53 inditja

be, amely transzkripcidés regulétor-

Emids sejtok
TAg ? Oregedés  ps3 TGFp o
| \ | |
| |
v ¥ AY v
P16 P24 P21 P27 cdr
‘\ . \ .~
CkinD1  CikiinD Ciklin £~ Cikiin A Cikiin B
CDK4 cDK2 CDK2 e CDK2 CDK1
apa” v PoNarpos |
| o1 s [ e W]
START ‘1‘ A
: !
CLN2/CDC28 cdc2  CLBSICDC28 cdcidiode2
[ [ | T
;1 | | |
FAR1 umi sic1 umi
A
1
|
afaktor > FUS3 Eleszt6

3.1.7 dbra. A CDK inhibitorok, és a killonbozé CDK/ciklin

komplexek kdzotti interakcio.

ként leallitja a sejtciklust DNS karosodas illetve sejtoregedés esetén. Jelentds mennyiségii p21 van

aktivan osztddé humén és egér fibroblasztokban; ez a p21 alapszint biztositja azt a limitet, amelyet a

CDK komplexek aktivalédasahoz meg kell haladni. A transzkripcids kontroll szintén fontos lehet a

p15" B esetében is. A p21 fehérjecsalad masik tagjat, a p27-t, egyes sejtekben sajatos poszttranszlacids

modifikaciok regulaljak. Osszetett mechanizmusok vezérlik a Farl hatdsat is, amely a Cdc28/Cin

komplexeket gatolja G, fazisban, ha az élesztdsejteket a-faktorral kezelik. Csakigy mint a ciklinek, a

CKI-k szabalyozasaban is fontos az allapotspecifikus degradacio (3.1.7 abra).
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3.1.2.3. Az EMLOS SEJTCIKLUS KULONBOZO SZAKASZAIT MAS ES MAS CDK/CIKLIN KOMPLEXEK SZABALYOZZAK

A hasad6élesztoben a sejtciklus szabalyozasa Cdc2-Cycling
8 CyclinA

elsddlegesen a G/M atmenetnél, a mitdzisba vald
belépésnél valosul meg. A S. pombe sejtekben egy o
CDK Katalitikus alegység, a Cdc2, talalhato, amely a
cdcl3 gén altal kodolt ciklinhez, a Ciklin B-hez

kotodik. A sarjadzd éleszté és az emlos sejtek Cdk2,4,5

L . « CyclinD
sejtciklusa ezzel szemben a G,/S atmenetnél

szabalyozodik. E sejtek késéi G, fazisaban van egy
olyan pont, amelyet meghaladva a sejtciklus mar nem
all le, hanem egy teljes kor (S-G.-M) megtétele utan
tér vissza ismét G, fazisba. Az e ponton vald
atmenetet kiviilrdl jovo szignalok, novekedési fak-
torok, illetve parosodasi feromonok befolyasoljak.

A S. cerevisiae esetében a kiils6 szignal - a paro-

sodasi feromon - a ciklus leallasat okozza, hianyaban,

és amennyiben megfeleld mennyiségii és mindségii
tapanyag jelen van, a sejtciklus zavartalanul "jar". A pontot, ahonnan mar nincs megéallas, sarjadzo élesz-
toben ezért START pontnak nevezik.

Emlds sejtekben a helyzet forditott. A kiviilrdl jovo szignalok itt ndvekedési faktorok, amelyek
atlenditik a sejtciklust e ponton. Novekedési faktorok hidnyaban a sejtciklus leall. Emlds sejtek esetében
e pontot ezért restrikcios, R pontnak nevezik.

A sarjadzé élesztoben a f6 CDK-hoz (Cdc28) sejtciklus specifikusan tobbféle ciklin kapcsolodhat.
Emlds sejtekben a sejtciklus szabalyozasa még tovabb bonyolddik, a kiilonbozo ciklinek legalabb hétféle

kiilonbdzd CDK Kkatalitikus alegységgel kapcsolodhatnak (3.1.8 abra).

3.1.3. A sejtciklus ellen6rzépontok

ADNS ) (1 - ot
kérosodasok ;:'tje:a;‘::?
A sejtciklus egymas utani folyamatainak szigoru Toma patieel
.2 oy s v o u . resr / A kromoszéma
sorrendjét a sejtciklus ellendrzdpontok biztositjak replikacio? rotézis szegregaci6
megfeleld volt?

azaltal, hogy "figyelik"” a sejtciklus egyes 1épéseit, a ——

ciklus eldrehaladasarol szignalokat kozvetitenek a G2 e
szabalyoz6 ciklin dependens kindzok felé, és
befolyasoljak  azok  aktivitasat.  Katasztrofélis
genetikai kovetkezményekkel jarna ugyanis, ha a sejt
tovabblépne a ciklusban egy megel6zo 1€pés teljes, és
tokéletes végrehajtasa nélkiil. Erre szolgaltat példat a Az ol6z0

3.1.2 fejezet elején leirt kisérlet; ha S fazisos sejteket

S
A tapanyag
ellatas
megfeleld?

Elég nagy-e

arra kényszeritenek, hogy mitézisba Iépjenek egy i
)

mitotikus sejttel torténd fizidé soran, a mitotikus

sejtekben jelenlévd MPF az S fazisos kromoszomak  |3.1.9 dbra. A sejiciklus ellendrzdpontok.
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crer

kondenzacio letalis kovetkezményekkel jar.

A metafazis soran a mitotikus orsé ellentétes pdlusairdl eredé mikrotubulusai a testvérkromatidak
kinetochorjahoz kapcsolédnak. Ha az anafazis elébb indul be, mint hogy ez megtérténne, olyan
leanysejtek alakulnak ki, amelyek hianyz6 vagy extra kromoszomakat tartalmaznak (nondiszjunkcio).

A sejtciklus szabalyozasaban ezért olyan pontok vannak, amelyek figyelik az elézéleg "kotelezben"
végrehajtand6 1épések tényleges bekovetkeztét. Ezeket a figyeld mechanizmusokat hivjak sszefoglaléan

sejtciklus ellendrz6 pontoknak (3.1.9 abra).

3.1.3.1. MEGFELELO-E A TAPANYAGELLATAS?

Els6sorban élesztdsejteknél miikddik az az ellendrzépont, amely a kdrnyezet tapanyagellatottsagat fi-
gyeli. Optimalis koriilmények kozott a sejtek szaporodasa eldtt nincs akadaly, ha azonban barmilyen tapa-
nyagbol nem all elegendd rendelkezésre, a sejtek nem haladnak 4t a START ponton, osztédasuk Gi-ben

megall.
3.1.3.2. MEGFELELG-E A SEJTEK MERETE?

Ezzel részben 6sszefiigg, hogy a START ponton a sejtek csak akkor haladnak &t, ha elértek egy meg-
feleld méretet. Erre legnyilvanvalobb bizonyitékot a weel mutans S. pombe sejtek szolgaltatjak. A wee
skot gaelic nyelven torpét jelent, ami arra utal, hogy a weel” sejtek a megfeleld méret elérése elott 1€pnek
be mitdzisba, mivel a Cdc2 gatl6 kinazanak funkcidja kiesett. Ezzel ellentétes hatast okoznak egyes cdc2

mutacidk. Itt a sejt ndvekedését nem koveti osztodas, ezért a sejtek meglepden hossziak is lehetnek.

3.1.3.3. A REINICIACIOS ELLENORZGPONT

Politéniaval és poliploidiaval jaré fejlodési allapotokban a sejtek anélkiil Iépnek be Gjra az S fazisba,

"

hogy az azt megel6z6 M és G, fazisokon keresztiilmentek volna. A normélis sejteken ez az
ellendrzépontok miikodése kovetkeztében lehetetlen, a sejtciklus nem mehet tovabb az el6z6 M és G,
fazisok lejatszodasa nélkiil. Kisérletes koriilmények kozott ezen ellendrzopont mikddése kikapcsolhatd
pl. topoizomeraz II inhibitorokkal. Malignusan transzformalt ragcsalosejtek ezen ellendrzépont hibajat

mutatjak, amely kémiai reverz transzformacié soran helyreall.

3.1.3.4. A DNS k.irosopdsok G; ELLENGRZOPONTIA B i _— pee——

Rad24
Az S fazist kdvetden bekovetkezett DNS karo- m

sodasokat egy hatékony szenzorrendszer észleli, és a ®g@
sejtciklust mindaddig nem engedi tovabbhaladni, %ﬁé
; o i A P I [ e’ )

amig a reparacids rendszer a hibakat ki nem javi- Wi

totta. A DNS karosodasok reparacidjanak kovetkez- @ —~

tében kialakult egyesszali DNS szakaszokhoz kap- - e a2
[ (.}

csolédnak a Radl7, Rad24, Mec3, Ddcl és Rad9 U

fehérjék. A Mec3 hozzakstddik a Ddcl-hez, ezt a 9, Sl

kotodést segiti eld a Rad17, amely feltehetdleg egy |3.1.10 dbra. A DNS kdrosoddsok G ellenérzépont-
endonukleazt kédol. Mind a Rad9, mind a Rad24 |jdnak milkodésében részt veve fehérjék.
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fehérjekomplex aktivalja a Mecl kinazt, amelynek foszforilacios targetje legalabb a négy megjelolt
fehérje. A foszforilalt Rad9 kotédik a RadS3-hoz annak FHA2 (fork head associated) doménjén
keresztiil. A Pdsl1 aktivalasa szintén sziikséges a sejtciklus leallitdsahoz. A feltlintetett foszforilacios és
direkt kapcsolatok azonban még részleteiben nem feltartak (3.1.10 abra) {1068}.

A Rad53 illetve Pdsl fehérjékrol a szignal részleteiben nem feltart 1épéseken keresztiil a Chkl
kinazhoz keriil, amely foszforilalja a Cdc25 foszfatazt. Ez a foszforilacié azonban nem azonos a 3.1.6-0s
abran lathatéval, amely a Cdc2 hatasara, pozitiv visszacsatolasként a Cdc25 foszfatazt aktivalja. Itt a
Cdc25 gatld foszforilacidja torténik, amelynek kovetkeztében a Cdc2/Ciklin komplex a Ti/Y:s

pozicidkon foszforilalva inaktiv marad. Ez pedig a ciklus blokkjahoz vezet {1506}.

3.1.3.5. AzS FAzISOS ELLENGRZOPONT

Ha a sejtek valamely hatas kovetkeztében anélkiil 1épnek mitozisba, hogy a DNS teljes replikacidja
befejez6dott volna, annak éretlen mitotikus kromoszéma kondenzacié a kovetkezménye. Ezen
ellendrzopont hibatlan miikodése jellemz6 a normal €s transzformalt human sejtekre, valamint a normal
ragesalosejtekre, bar az jabb adatok alapjan okadain savval a HelLa sejtek is PCC-be kényszerithetok
{1507}. Transzformalt ragcsalosejtekben ez a pont hibas: a DNS replikacidjanak hosszan tartd gatlasa pl.
hidroxi-ureaval a sejtciklust a G,-nek megfelel6 allapotra allitja be. A sejteket ezutan koffeinnel kezelve
éretlen kromoszoma kondenzacié idézhetd eld {367}. Kémiai reverz transzformacié hatasara az
ellenérzépont mitkodése helyreall {681}.

A replikacios ellendrzé pont miikodése szorosan kapcsolodik a G, DNS karosodas ellendrzépontban
szerepld fehérjékhez. A ribonukleotid reduktaz hidroxiureaval torténd gatlasa kimeriti a szabad dANTP
pool-t, ezzel a DNS szintézis gatlasat eredményezi. Ez a Cds1 kinaz aktivalasahoz vezet. Az aktivalt Cdsl
foszforilalja a Weel kindzt, mikézben kotddik is hozza, valamint a Mikl kinaz mennyiségének
emelkedését idézi el6. A Weel foszforilacidjanak hatasa ismeretlen. Végiil a Weel és Mikl kinazok
mennyiségének és aktivitisanak megemelkedése a Ciklin / Cdc2 komplex T,4/Y s pozicidkon torténd

foszforilacidjat  idézi el

amely a mitotikus kinaz

komplex inaktivalaséhoz,

Kinai hdrcsdg ovarium
SV40 transzformalt 3T3, tumoros
Egér immortalizalt
Egér immortalizalt
Human Ad5 transzformalt vese

, Vervet vese
ELLENORZOPONT ’ Primer egér embrio

végsd soron a sejtciklus

blokkjahoz vezet {1506} .

3.1.3.6. A DEKATENACIOS

Human méh szarkéma

A kromoszomak megket- Human ivarsejt tumor

téz0désének természetébdl a-
dédik, hogy a két leanykroma-
tida replikonjai mint egymaés-
ba fonddo gyirik katenalod-
nak. A mitdzis soran a testvér-

kromatidak csak akkor tudnak

SV40- transzformalt IMR-90

Human korlatozott életidejd

Human hisztiocitikus leukémia

Human Burkitt limféma

Human adenokarcindma
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elvalni egymastdl, ha a gyiliriik egybefonddasat a topoizomeraz II megsziinteti. Az egybefonodas
megsziintetését kiilon ellenérzé pont figyeli, ami koffein kezeléssel kiiktathat6. Ennek kovetkeztében
normalisan kondenzalt metafazisos kromoszomak helyett egy “molekularis spagetti” szerli formacio

alakul ki, ami a sejtekre nézve letalis {263}.

3.1.3.7. A MITOTIKUS ELLENORZOPONT

Az o0szt6dé sejtek a mikrotubulusok szervezddését befolyasold drogokkal (kolchicin, kolcemid, noko-
dazol, taxol, dinitrogén-oxid) metafazisban blokkolhatok. A leanykromatidak tokéletes szegregacidjat
ugyanis egy sejtciklus ellendrzopont figyeli, ami nem engedi a sejteket kilépni a mit6zisbol, ha a
szegregacié elmaradt. Hasonl6an a DNS replikacid lejatszodasat figyeld S fazisos ellendrzéponthoz, az

M fazisos ellendérzopont is hibds malignusan transzformalt ragcsalosejtekben, valamint néhany

transzformalt human sejtben (3.1.1 tablazat)

Mad1 Bub2
Byrd
/2 r r r . - 2
Az elmult néhany évben a mitotikus ellen- m; %
i w1 se 12 22 ” 7.5 - Bub1 Tem1-GTP < Tem1-GDP
orzépont mikddéséért felelos fehérjék részle- i
res ok os P PO I i Cdc14
ges azonositasat kovetéen az ellendrzépont i =
mikddésére tobbféle modellt dolgoztak ki APCCdc20  APCCUMY <= Cdnt-®

élesztdben, illetve emldsben. Az éleszté mo- / \ / \

Pds1—» Pds1-Ubi CIb3— CIb3-Ubi Clb2 —> CIb2-Ubi Sic1<— Sic1-®)

dell (3.1.11 abra) a szignal tovabbadasat, mig 1
. , ., . Espi
az eml6s modell a szignal keletkezését tekint- l
ve részletesebb. Elesztében még nem ismert | Leiny kromatd Oickleitzts

szétvdlas DNS re-replikacio
olyan molekula, amely a szabad mikrotubulus - :
sseben s

mitotikus ellendrzpont mitkod

végek jelentlétét érzékelve inditana be a szig-

nal kaszkadot. Emlésben ez a kinezin szerii
CENP-E fehérje, amely a mikrotubulushoz és a kinetochorhoz kapcsolédva valdsziniileg a BubR1 és
Bub3 kinazok aktivalasaval, a Mad1l és Mad2 fehérjék kozvetitésével aktivalja az APC komplexet (3.1.12
abra). Az APC komplex ubiquitinalja a mitotikus kinaz Ciklin komponensét, valamint a Pdsl és Cutl

fehérjéket, amelyek a két leanykroma-

tida centromérek mentén vald Ossze-
kapcsolodasaban vesznek részt. Az

ubiquitinaci6 kovetkeztében a Ciklin

| Mikrotubulus

lebomlik, és a mitotikus kinaz aktivita-
sa leesik. A Pdsl és Cutl fehérjék
lebomlasanak kovetkeztében a leany-
kromatidak elvalnak egymastdl (Prof.
Don Cleveland, személyes kozlés).
Noha a sejtciklus ellendrzépontok | —
miikodésében mar nagyon sok részlet
ismert, a szignaltranszdukcios utvona-

lak teljes mélységig torténd megisme-

rése még csak tavoli cél.
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3.2. A KEMIAI REVERZ TRANSZFORMACIO

Az 1970-es évek legelején harom amerikai laboratérium egymastol fiiggetleniil kimutatta, hogy egyes
fibroblaszt eredetii sejteket dibutiril-ciklikus AMP-vel kezelve a malignus fenotipus morfolégiali, fiziold-
giai és biokémiai reverzidjat lehet kivaltani {369, 510, 1207}. Azéta a reverz transzforméciét szdmos
masféle sejtvonalon és droggal sikeriilt kivaltani, és a folyamatot kiilonb6z6 szemszogekbdl részletesen
jellemezték. Meglepd azonban, hogy mig a morfoldgiai és fizioldgiai valtozasok jellemzése részletes és

szinte mindenre kiterjedd, mennyire kevés adat all rendelkezésre a reverz transzformacié soran fellépd

A kovetkezd oldalakon a reverz transzformaciordl eddig ismert adatokat foglalom réviden Gssze.

3.2.1. A cAMP metabolizmus valtozasai in vivo és in vitro

A megnovekedett intracellularis cAMP koncentracié hatasait a cAMP dependens protein kinazok
aktivalasan keresztiil fejti ki. A PKA holoenzimek két regulator és két katalitikus alegységbdl allnak,
amelyek katalitikus alegységei azonosak, mig a regulator alegységek kiilonbozdek. Foszforilacids aktivi-
tasukat szerin vagy treonin oldallancokon fejtik ki. Az intracellularis cAMP koncentracioét fizioldgidsan
két enzim illetve enzim csoport, az adenilat ciklaz és a ciklikus nukleotid foszfodiészteraz befolyasolja.
Az adenilat ciklazhoz az extracellularis szignalt a G proteinek kozvetitik, mig a foszfodiészteraz aktivitas
szabalyozasaban a cAMP koncentracionak van szerepe. Az intracellularis cAMP szint és a PKA aktivitas
a sejtciklus soran is jellegzetes valtozasokat mutat {1120, 1121}, és a malignus transzforméciéval
Osszefiiggésben is jelentdsen megvaltozhat {1206}.

Kisérletes koriilmények kozt a sejtbéli cAMP koncentraciét legtobbszor helyspecifikus cAMP
analogokkal (t5bbnyire 8Br- és N°,O%-dibutiril -cAMP), prosztaglandinokkal (tobbnyire PGE,) és a PDE
gatlo teofillinnel torténd kezeléssel befolyasoljak. Ezen drogok egymassal kombinalva jelentds sziner-
gisztikus hatast fejtenek ki, mig a helyspecifikus cAMP analogok hatasat tesztoszteronnal lehet jelento-
sen potencirozni. A citoszkeleton szervezddését csokkentd drogok pedig a hatassal antagonizilnak.
Hatastalan kontrollvegyiiletek egész soraval pedig azt bizonyitottak, hogy a hatast a cAMP, nem pedig az

alkalmazott analégok bomlastermékei (butirat, AMP) okozzak.

3.2.2. Sejttipusok

A reverz transzformacio folyamatat CHO sejteken irtak le eldszor, és azéta szamos mas fibroblasz-
toid (pl. Ha-MuSV transzformalt 3T3 {548}, BHK {616}, L929 {1093}, XC: RSV indukalt patkany
szarkdéma {510}), karcinoma (pl. HT-29 vastagbélkarcinéma, A549 tiiddkarcinéma {560}), limfoid
(K562 leukémia {558}, S49 limféma {1400}, U-937 hisztiocitikus limféma {607}, HL-60 promielocita
{366}), idegi eredetii (FOG, U251 {560}, 138 MG {1336} és C6 gliéma {627}; C1300 {1270} NG108-
15 és LA-N-2 neuroblasztoma {609}), hepatoma (H4-E-II {527}), feokromocitéma (PC7e {651}) és
emlérak (pl. MCF-7, T47D, HBL-100 {560}) sejtvonalon sikerrel ismételték meg valamely hatasat.

Ugyanakkor a primer egér fibroblasztok {668} és HT1080 {456}, valamint egyes epiteloid (HeLa

{668}, human korion karcindma; egér emlétumor {510}) sejtek nem reagalnak az intracellularis cAMP

koncentracidt ndveld kezelésre.
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3.2.3. A reverz transzformacié idébeli lefutasa

A reverz transzforméacid hatasai koziil j61 meg lehet kiilonbéztetni a korai és késdi valaszokat. A korai
valaszok megjelenéséhez sem 0j RNS- sem ) fehérjeszintézis nem sziikséges, a hatds mar meglévd
molekulak atszervezddése, vagy modifikacidja kovetkeztében alakul ki, mint pl. a vimentin vagy egy
aktin szerii fehérje foszforilacidja {554, 475}.

A morfoldgiai hatasok koziil leggyorsabban a membran dinamikaja valtozik meg, CHO sejteken a
pulzalé biitykok eltiinése a reverz transzformaci6 kezdete utan mar 2 perccel elkezdédik {325, 1022}. Az
intenziv vandorlast végz6 sejtek mozgasa 20 perc miltan {600}, a bivalens kationok megvonasa illetve
KonA adagolas hatasara felkerekedd6 CHO sejtek aranya pedig 1 6ra mulva csékken le {1025}.

A CHO sejtek nyilvanvalé morfolégiai valtozasa csak mintegy 0.5-1 6ra mulva kezdddik meg, és 2-3
6ran beliil valik jol lathatova {1026, 369, 1108, 533, 614}. 24-48 6ra miltan a kezelt sejtek erdsen
megnyult orsé alakuak {454}. A CHO sejtek parhuzamos egymas mellé rendezédése pedig mintegy 5-8
orat vesz igénybe {533}.

A génexpresziés valtozasok szempontjaboél is elég vilagosan meg lehet kiilonboztetni korai és késdi
valaszokat. Nagy résziikr6l viszont nem tudni, hogy tényleges velejardi-e a reverz transzformacios
folyamatnak, vagy pedig csak a vizsgalt modell organizmus fiziolégias valaszat képezik. Az
intracellularis cAMP szintet emeld kezelés utdin PC7e sejtekben a tirozin hidroxilaz transzkripcidjanak
emelkedése mar 10 perccel {651}; HL-60 sejtekben a c-myc és ovotranszferrin transzkript eltinése 30

. percen beliil {366}; intakt patkanyokban a m4j tirozin aminotranszferaz aktivitas emelkedése 30 percen
beliil {529}, H4-II-E sejtekben a PEPCK mRNS szint emelkedése 1 6ra milva {527}; széruméheztetett
CHO sejtekben az ODC aktivitas emelkedése 2 6ra milva {515}; C6 gliéma sejtekben az LDH enzim
mennyiségi ndvekedése 3 6ra mulva {531} mar jol lathatd. A késoéi hatasok csak joval a morfolégiai
valtozasok utan jelennek meg. A CHO genom DNz [ érzékenységének megvaltozasa, "felnyilasa", 24 6ra
multan detektalhaté {609}. A fibronektin lerakddas elsoé jelei 24 6ra milva tiinnek eld {533}.

A reverz transzformacié reverzibilis, a visszaalakulas sebessége a kialakulaséhoz hasonlo.

3.2.4. A sejtek szaporodasa

A sejtek szaporodasanak paramétereire kifejtett hatds sejttipusonként meglehetdsen eltérd, sét még
azonos sejttipusok vonatkozasaban is talalhatok egymasnak ellentmondé adatok, amelyek nagyrészt az

alkalmazott drog mennyiségétol és mindségétdl fliggnek.

3.2.4.1. CIKLUSIDO, TELITESI SEJTSURUSEG

A reverz transzformaciéhoz mar elegend6 Bt,cAMP + tesztoszteron koncentracidknal a CHO sejtek
ciklusidét {369}. A hatékony metil-xantinok mar 14-105 %-os ciklusidé novekedést, és 20-81.5 %-os
telitési sejtsiiriiség csokkenést valtanak ki {454}. Ha-MuSV transzformalt NIH3T3 sejteken a kiilonb6z6-
képpen szubsztitudlt cAMP szarmazékok mindségtdl és koncentraciotdl fliggden 7-95 %-os szaporodas-
gatlast okoznak {478}. A K562 sejtek szaporodasa helyspecifikus cAMP analégok hatasara 20-60 %-al
lecsokken, és megakariocitikus illetve kis mértékben B4 limfocita iranyba differenciadlodnak {558}, mig a

HL-60 sejtvonal novekedése teljesen legatlodik {366}. Egyes sejteket, mint pl. az Y-1 egér
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adrenokortikalis tumorsejteket a cAMP és analdgjaival torténd kezelés elpusztit {1116}.

3.2.4.2. A $Z4PORODAS SURUSEG FUGGESE

A transzformalt sejtek szaporodas kontrolljanak egyik leglényegesebb momentuma a szaporodas
stiriiség fliggd gatlasanak (kontakt gatlas) elvesztése. CHO {369}, L929 {510} és XC {510} sejtek reverz
transzformacidja soran a kontakt gatlds visszatér, a sejtek egymdsra lapolédasa megsziinik, szigoru

monolayer-t alkotnak.

3.2.4.3. A SZAPORODAS LETAPADAS FUGGESE, AZ ALJZATHOZ TAPADAS ERUSSEGE

A transzformalt sejtek lényeges tulajdonsaga, hogy a normal sejtekkel ellentétben képesek
szuszpenzidban, vagy lagyagarban is osztddni. A reverz transzforméacié legkdnnyebben, és -egyértelmiib-
ben vizsgalhat6 véltozasa, hogy az osztédas letapadas fuggése visszatér (6.2.19, 6.2.18, 6.2.19 abrak,)
{610}. A fibroblasztoid morfoldgiaju reverz transzformalt CHO sejtek szorosabban tapadnak a Petri
csésze felszinéhez, mig az epiteloid jellegii kezeletlen sejtek gyengébben {325}. A sejteket hig tripszinnel
hosszan kezelve, vagy a Ca** és Mg” ionokat megvonva a reverz transzformalt sejteknek csak kis része,

mig a transzformalt sejtek 100 %-a felkerekedik {454, 1025}.

3.2.4.4. INVIVO TUMOR KEPZES

A CHO sejtek mind sziriai aranyhorcsog pofazacskéjaban {1022}, mind immunszupresszalt egérben
képesek tumort formalni {681}. Az in vivo tumor képzés képessége reverz transzformalt sejtekkel elvész,

bar a megfeleld Bt,cAMP szint in vivo fenntartisa nem egyszeri feladat.

3.2.5. A sejtek morfolégiaja

A kezeletlen CHOKI sejtek alakja a sejtciklus allapoténak és a kultara telitettségének fliggvénye
{594}. A sejtek 1/3-a vékonyan szétteriil, nincs polaritdsa, a tobbiek vastagabbak, kevésbé szétteriiltek,
sokuk talan mitotikus. A konfluens kultiraban a sejtek kis része kerek, parban all, a sejtek tobbsége
erbteljesen szétteriil, alakjuk roppant valtozékony, pleomorf, romboid, sokszog alaku, révid orsé. Néhany
sejt poliploid 6riassejt. A kontakt a sejtek alakjat anizotroppa teszi {553}. Mas transzformalt fibroblaszt
sejtek alacsony sejtdenzitds mellett tenyésztve kissé megnyultak, néha keskeny nytlvanyok vannak
rajtuk. Osztodas és a sejtdenzitis novekedése soran azonban elvesztik orsé alakjukat és nyulvanyaikat, és
sokszdg alakuva valnak {510}. A sejtek névekedése kolonidban random, a kolénia tobbé-kevésbé kor
alakid. A transzformalt koloniak koriil mikrokolonidk vannak, amelyeket a lazan letapad?, feluszott, majd
ijra letapadt sejtek alapitanak {1022}. «

A normal fibroblasztok egymas mellé rendezédétt, megnytlt sejtek; a koldnia nyulvanyokat,
hurkokat, 6rvényeket néveszt a széleken {1022}.

A reverz transzformacié soran a CHO sejtek alakja a normal fibroblasztokéhoz valik hasonléva. A
sejtek kifejezett aszimmetriat, megnyult orsé alakot vesznek fel, bipolarisak lesznek {369}. A populacid
sejtjeinek mérete meglepden egységes. A konfluens kultardban a sejtek szélesebbek, 4ltalaban vékonyab-
bak, és jobban kiteriilnek mint a ritka kulturakban {553}. A szért allasus, orientalatlan sejtek egymas
mellé rendezbdnek és parhuzamosan felsorakoznak {369}. A CHO sejtek morfologiai valtozasait mas

transzformalt fibroblaszt vonalak (1929, XC {510}, Ha-MuSV transzformalt NIH3T3 {548}, ASV
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transzformalt pocok FB {1026}, egér L {530}) is mutatjak. Mas sejttipusokban a reverz transzforméacio
inkabb a dedifferencialt 4llapot megsziinését és egyfajta normalis differencialt allapot elérését jelenti; pl.
a C1300 egér neuroblasztoma sejtek ellaposodnak és axon szerii nyllvanyokat képeznek {1270, 1481,
1482}.

A morfolégiai konverzié - megnyulas - iniciaciéja specifikus G, hatas, ha azonban sejtek mar

megnyultak az M fézist kivéve megnyuit allapotban maradnak amig a drog jelen van {614}.

3.2.6. A segjtfelszin

3.2.6.1. A SEJTMEMBRAN FELSZINI STRUKTURAI, MEMBRANDINAMIKA

A normal, nem neoplasztikus sejtek felszine roppant véltozatos lehet, de alapvet$ kiilonbségek
fedezhetdk fel a transzformalt sejtek felszinének Osszehasonlitisdval. A normal interfizisos sejtek
felszinén néhany, a kerek, vagy mitotikus sejteken jelentés szima mikrovilus lathat6. Fillopédiumok a
kiteriilt interfazisos sejtek szélein, fodrok, lamellipddiumok, oszcillalé biitykék rendszerint csak az
osztddo6 sejteken, a telofazis végén vannak {473, 1026}. A sejtek kozt sok kontaktus alakul ki. Az
Osszeérd széleken a mikrovilusok és a ritkabb fillopédiumok interdigitalédhatnak. Ritkan kis fodrok is
vannak a széleken {597}. Kolcemid hatasara biitykok a normal fibroblasztokon is kialakulnak.

A transzformalt sejtekben a mikrotubulus-mikrofilament rendszer egyensiilya megbomlott, aminek
kovetkeztében aktin tartalmi kontraktilis elemek a mikrotubulus rendszerrdl levalva foltszer(ien felhal-
mozodnak a membran alatt. Ezeknek folyamatos kontrakciéi okozzak a biityksket. {610}. Kezeletlen
CHO sejteken a membran gomb-szerli kitiiremkedései intenziv membran mozgasok kozéppontjai. A
vékony CHO sejtek feliilete sima, széleik fodrosak, a vastagabbakon biitykék €s mikrovilusok vannak
{592}. Mas transzformalt fibroblaszt sejtek felszinére is ez jellemzd, de igen nagy valtozatossag figyel-
het6 meg az egyes sejtek kozt. A CHO sejtek felszine sejtciklus specifikus valtozasokat is mutat {594}.

A tobbi megvaltozott tulajdonsaghoz hasonldéan a reverz transzformalt sejtek felszine is a normal
sejtekéhez hasonlatos. A reverz transzformait CHO sejtekr6l eltiinnek a biitykdk, helyette még tébb
mikrovilus és a széleken fodor talalhato, kiilondsen a hosszi sejtek végeinél. A fodrokban nincs jelentds
mennyiségi novekedés {553, 1022}. A membran mozgasai nem sziinnek meg teljesen, finom hullamzassa
szelidiilnek. A mitdzis soran €s a visszatapadas utdn is még kb. 1 o6raig a biityk6k megvannak reverz
transzformalt sejteken is {325}. Az 1.929 sejtek mozgasa dramaian lecsékken {600}. Az ASV transzfor-

malt pocok FB sejtek reverz transzformacidja soran a legtbb sejtnek rigid sima szélei vannak {1026}.
3.2.6.2. PERMEABILITAS VALTOZ4{SOK, TRANSZPORTFOLYAMATOK

A reverz transzformaciéval parhuzamosan, részben membrandinamikai, részben altalanos metabo-
likus valtozasok kovetkezményeképpen egyes anyagokra nézve a membran permeabilitisa megvaltozik.
Bt,cAMP kezelés CHOK1-ben a sejtek 29 %-aban Ca®* influxot okoz {472}. A gliikkdz felvételének
sebessége jelentdsen lecsokken a cukortranszport rendszer V... értékének jelentds csokkenése
kdvetkeztében, mig a K, érték valtozatlan marad. Az 'A' aminosav transzport rendszeren torténd
aminosav felvétel is jelentdsen csokken, mig az 'L' transzport rendszer aktivitdsa valtozatlan marad

{535}, ugyanakkor méasok az aminosav transzport sebességének emelkedését figyelték meg {610, 1022}.



Elméleti dttekintés 17

3.2.6.3. A SEJTFELSZINI GLUKOPROTEINEK, GLUKOLIPIDEK

Sejtkultiraban a magas molekulastlyu fukéz tartalmi glitkopeptidek jelenléte a transzformalt allapot
jellegzetes tulajdonsaga. CHO sejtek reverz transzformacidja soran a sejtfelszin fukoéz tartalmi
gliikopeptidjeinek atlag mérete csokken {1356}, egy 133 kDa membran gliikoprotein mennyisége
megemelkedik {1102}. KonA kezelés a bivalens kationok megvonasdhoz hasonléan a sejtek
felkerekedését idézi eld, melyet a reverz transzformacié meggatol. Bt.,cAMP kezelt SV40 transzformalt

egér FB sejtek csokkent szialil- és galaktozil-transzferaz aktivitast mutatnak {1359}.
3.2.6.4. AGGLUTINALHATOSAG

A kezeletlen CHOK1 sejtek KonA-val és valamivel gyengébben buzacsira agglutininnel agglutinal-
hatok. Reverz transzformacidé soran a buzacsira agglutininnel torténd agglutinalhatésag jelentésen
lecsokken {532}. Hasonldan, az 1.929 sejtek jol agglutinalhatok, rovid MIX pulzust kvetden azonban az
agglutinalhatdsag jelentdsen lecsékken {1107}.

3.2.6.5. ANTITEST+ KOMPLEMENT

CHO sejtfelszini antigének elleni poliklonalis antitestek komplementtel egyiitt adagolva lizaljak és
meg6lik a sejteket. Komplement hidnydban a sejtek nem lizalnak, hanem felkerekednek. Reverz
transzformalt A, sejtekre a kezeletlen A. sejteket elpusztitd a, antiszérum + komplement mennyiség nincs
hatassal {1022}. CHO ellenes poliklonalis antitest + el6lt komplement hatisidra a kezeletlen sejtek

szintén felkerekednek, reverz transzformalds hatasara ez is elmarad {532}.

3.2.6.6. A SEJTEK KOZOTTI KOMMUNIKACIO, METABOLIKUS KOOPERACIO

Néhany sejtvonalban osszefiiggés mutathatd ki a sejtek kozotti kapcesolatok permeabilitasa, az
elektromos kapcsolatok hidnya valamint a kontrollalatlan sejtndvekedés €s az epitelialis morfologia
kozott. Erre j6 példat jelentenek a patkany maj tumor sejtvonalak {617}, az egér L sejtek {612} és L929
sejtek amelyek defektivek a metabolikus kooperacidban és nem formalnak gap junction-t.

A BHK szarmazék PyY transzformalt sejtekbdl izolalt mec” mutansok {630} morfologiaja Bt.cAMP
és teofillin kezelést kdvetéen megvaltozik, tipikus fibroblasztoid morfologiat vesznek fel. A parentilis
mec* sejtek némiképp jobban megnyulnak. 40 6ras kezelés soran jelentosen novekedik a kooperacio a
Bt,cAMP kezelt sejtek és a donorsejtek kozt {617}. A mec*, mec és Bt,cAMP kezelt mec sejtek
fehérjemintazataban jelentds eltérések tapasztalhatok (3.2.11 fejezet, 20. 0.){616}.

3.2.7. Extracellularis matrix

3.2.7.1. FIBRONEKTIN

A normél és malignusan transzformalt sejtek jellegzetes kiilonbségeket mutatnak a sejteket
normalisan extracelluldrisan korbevevd fibronektin matrix milyenségében. A tumorigenikus, kezeletlen
CHO sejtek legfeljebb diffuz, szervezetlen fibronektin festédést mutatnak {533}.

A reverz transzformacid soran a fibronektin indukalddik, és a fibronektin matrix a normalis
sejtekéhez valik hasonlova. A fibronektin molekulak mintegy 12-18 6ra mulva jelennek meg a felszinen,

majd 48 6ra mulva a felszinen gazdag filamentézus fibronektin matrix szervezodik {454}.
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3.2.7.2. FIBRONEKTIN RECEPTOR

Egyes ragcsalosejtek ras, vagy mas tirozin kinaz onkogénnel valé transzformacidja soran az os
integrin alegység expresszidja lecsokken, az o; vagy B, alegységeké viszont nem, ami hozzdjarulhat a
fibronektin medialt letapadas erdsségének transzformacid soran bekovetkezd csGkkenéséhez {1039}. A
fibronektin receptor o5 alegységét kiilonbozd mértékben expresszalé CHO sejtek nude egérbe oltva az
expresszié mértékével forditottan aranyos nagysagu tumort formalnak {452}. Ezzel szemben az asf3,
fibronektin receptor megemelt expresszidja szupresszalja a CHO sejtek transzformalt fenotipusat. Az
integrin taltermelés intenzitasaval parhuzamosan emelkedik a fibronektin lerakddas a sejtek koriil, a
legerdsebben tiltermeld sejtnél a fibronektin szervezett matrixot alkot. A taltermelés mértékével forditot-

tan aranyosan csokken a lagyagarban vald névekedés és az in vivo daganatformalas képessége {489}.
3.2.7.3. KorLAGEN

CHO sejtek reverz transzformacidja soran 6-9-szeres kollagén szintézis ndvekedés torténik {532}.
Ezzel ellentétben viszont extracellularis kollagén rostok elektronmikroszképosan nem lathatok {553}. A

transzformalt sejtek kevesebb hialuronant is szintetizalnak {587}.

3.2.8. A citoszkeleton

A kolcemid és citokalazin B, valamint a cAMP hatasa a citoszkeletonra antagonisztikus. A cAMP
citoszkeleton szervezddést el6idézo hatasa kolcemiddel és citokalazin B -vel megakadalyozhatd, azonban
még nagyobb dozisi cAMP-al ez visszafordithatd.

A normal fibroblaszt sejtekben egymassal és a sejt hossztengelyével parhuzamos mikrofilament koteg
rendszer alakul ki. A nytlvanyokban a mikrofilamentumok vagy diszkrét kotegekben, vagy a membran
alatt rétegben helyezkednek el {473, 1026, 593, 595}. A transzformécio soran a mikrofilament kétegek a
legtobb esetben eltiinnek {1321, 1332, 1337, 1338, 1292, 1341, 1342}. A reverz transzformaci6é a
mikrofilament rendszer normal sejtekre jellemzd szervezettségét allitja vissza. A mikrofilament k&tegek a
sejt hossztengelyével parhuzamosan helyrealinak, és lathatdk a fillopodiumokban, a sima, vagy enyhén
gorbe membranok alatt és a mag koriil. Citokalazin B a Bt.cAMP ilyen jellegli hatdsat megakadalyozza
{473, 1026} .

A normal fibroblasztok vimentin antitesttel festve jellegzetesen szervezett intermediate filament
rendszert alkotnak a sejtben {554}. Transzformalt sejtekben az intermediate filamentumok organizacidja
megvaltozik. Ez lathatd egy horcsog sejt szarkdma virussal torténé transzformalasa soran {1335}, illetve
CHOKI sejtekben, amelyek rendezetlen, diffuz vimentin eloszlast mutatnak {554}. A reverz transzfor-
malt CHO sejtekben a rendezett, karakterisztikus vimentin mintazat helyreall, bar nem 100 %-osan
{554}. Az ASV transzformalt pocok FB sejtek reverz transzformacidjakor az intermediate filamentumok
parhuzamossa valnak a tobbi mikrofibrillummal, és elsésorban a ritka nyilvanyokban lathatok {1026}.

A normal sejtekre altalanosan jellemzd, hogy a mikrotubulusok a sejt hossztengelyével és a mikrofi-
lament kotegekkel parhuzamos rendszert alkotnak, amely a transzformacié soran dezintegralédik. A
transzformalt FB sejtekben a tubulin amorf, raktarozott fehérjedepozit, rovid, dezorganizalt mikrotubulu-
sokkal {473, 1026, 553}. A reverz transzformélt CHO sejtekben a mikrotubulusok szama konzekvensen,

kvantitalhatéan megnd, sokkal denzebbekké valnak {1022}, és a sejt hossztengelyével parhuzamosan
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orientdlédva szervezett rendszert alkotnak. A sejtek magja koriil is tubulin és aktin depozicié latszik
{610}. Puck a reverz transzformacié Osszes hatasaban - tobbek kozt a genom DNaz érzékenységének

megnodvekedésében is - jelentds szerepet tulajdonit a mikrotubulusoknak {549, 550, 360}.
3.2.9. Anyagcsere

Egy alacsonyabb cAMP szint kialakuldsa a sejtben az aerob gliikolizis megemelkedéséhez, és a
specializalt funkciok csokkenéséhez vezethet a neoplasztikus transzformacié soran. A PyY sejtek
médiuma rendkiviili médon elsavasodik, metil-xantinok jelenlétében azonban a kiindulasi pH kozelében
marad. Ez a "normalis" aerob gliikolizishez valo visszatérésre utalhat {1110}. Mar nagyon régéta ismert,
hogy a malignus elvaltozasok folyaman az oxidativ foszforilaci6 szintje csékken mig az aerob gliikolizis
intenzitasa emelkedik {780}. Az anyagcsere intenzitasanak eltolodasat a gliikolitikus reakciout és az
oxidativ foszforilacié enzimeit kédolé mitokondridlis és nuklearis gének expresszidjanak valtozasai kisé-
rik. Northern blott analizisekkel tisztasejtes karcindmaban, onkocitomaban és urotélialis vesetumorok-
ban, a bel6liik szarmazé sejtvonalakban €s a megfeleld kontrollszovetekben vizsgaltak az ATP produkcio-
ban résztvevd enzimek mRNS-einek mennyiségét. Az 6sszes vizsgalt mitokondrialis transzkriptum szintje
alacsonyabb volt a tumor biopszidkban és a tumor sejtvonalakban. Az oxidativ foszforilacidban résztvevo
nuklearis gének transzkripcidja viszont magasabb szintli volt az onkocitomakban és a sokkal
rosszindulatibb urotélialis tumorban {766}.

Human hepatocellularis karcindma biopsziabol izolalt mitokondriumok csékkent respiratorikus ATP
szintézist €s ATP szintdz aktivitdst mutatnak, amely az ATP szintaz (3 csokkent mennyiségének
kovetkezménye. A neoplasztikus szovetekben ugyanakkor az ATPaz inhibitor protein IF1 expresszidja
emelkedett, ezzel hozzajarulva a gliikolitikus ATP hidrolizisének gatlasahoz {762}.

Az RNS és fehérjeszintézis sziikségességérol latszolag ellentmond6 eredmények vannak, melyekbdl
az deriil ki, hogy legalabbis a reverz transzformaci6 korai jelenségeihez nincs sziikség de novo RNS és
fehérje szintézisre {369, 533}. A korai hatdsok minden valdsziniliség szerint olyan molekulakat hasznal-
nak fel, amelyek mar raktarozott formaban jelen vannak a sejtben. Egészen biztosan ilyen a mikrotubulu-

sok jraépiilése, amely raktarozott tubulinmolekulakbol torténik {1022, 649}.

3.2.10. Fehérje foszforilacios valtozasok

A fehérje foszforilaciés mintézat beli valtozasok a cAMP és szarmazékai egyik részletesen
tanulmanyozott hatasat képviselik. A reverz transzformaciot el6idéz6 kezelések soran:

CHO sejtekben egy 55 kDa fehérje foszforilalodik, és egy 20 kDa fehérje defoszforilalodik {666}.
cAMP fiiggd foszforilaciét mutattak ki a filamin, egy mikrotubulus asszocialt protein és egy
intermediate filament protein esetében is {648} .
Egy 97.4, egy 67, egy 45, egy 36 és egy 25 kDa fehérje foszforilacigja emelkedik; egy 61 és egy 41
kDa fehérje pedig defoszforilalédik. Ezen fehérjék foszforilacioja cAMP hatasara CHO-180 normal
fibroblasztokban is megvaltozik, ezért nem valdszini, hogy ezek foszforilalédasa a reverz transzfor-
macio része {554}.
Bt,cAMP kezelés hatasara harom 70 kDa, de eltérd pl értékii fehérje és egy S8 kDa fehérje (vimentin)

foszforilacidja megnd. Normal sejtekben a Bt,c AMP ezen fehérjék foszforilaciojara hatastalan
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Egy 32 kDa fehérje foszforilacidja a normal fibroblasztokban nem valtozik, a CHO-K1 sejtekben
viszont a transzformalt sejtekre jellemzd hiperfoszforilacidja eltlinik {554}.

Egy 73, egy 62, egy 58, egy 55, egy 50, és egy 48 kDa fehérje foszforilalédik, mig egy az elébbitdl
eltérd pl értékkel jellemezhetd 55 kDa fehérje defoszforilalodik {476} .

Egy 43 kDa, aktin csaladba tartozo protein foszforilalodik {475}.

Foszforilalédik a vimentin CHO sejtekben, HeLa, HT1080, RFS HL60, U937, CHBIV sejtek viszont
a vimentin cAMP hatasara bekovetkez6 foszforilacidjat nem mutatjak {554}.

Patkanyok intraperitonealis Bt,cAMP injekcidjat kovetd 15 percen beliill a méajsejtekben a 15-40
valamint 60-85 kDa tartomanyban talalhat6 savas magi fehérjék foszforilacidjanak kb. 30 %-os
emelkedését lehet megfigyelni {1124}.

LeCam és mtsai. a cAMP kezelésre nem reagalé CHO mutansokbdl {511} egy 52 kDa fehérje-

‘szubsztratot foszforilalo reverz transzformaécié fliggod aktivitas hianyat jelezték {667}.

3.2.11. Fehérje mintazat, enzimaktivitas és génaktivitas valtozasok

A reverz transzformacié soran bekovetkezd morfologiai €s fiziologiai valtozasok meglehetds

részletességgel feltartak. Ugyanakkor a parhuzamosan lejatsz6dé fehérjemintazat-, enzim- és génaktivités

valtozasokrol viszonylag kevés direkt informacié all rendelkezésre. Ezért érdemes a cAMP analdgokkal

torténd kezelés mas rendszerekben kifejtett hatdsait is attekinteni, az ott kapott eredmények ugyanis

igazak lehetnek a reverz transzformaciéra is. Néhany specifikus esetben azonban az interpretaci6

félrevezetd lehet, ami Ovatossagra int. Bt,cAMP kezelés hatasara a kiilonb6z6 sejt- és szovettipusokban,

valamint in vivo a kévetkezd enzim- és génaktivitas valtozasokrdl szamol be az irodalom:

A metabolikus kooperacié helyreallitisaban potencialisan szerepet jatszé fehérjék: A mec*, mec
és Bt,cAMP kezelt mec BHK PyY szarmazék sejtvonalak {630} fehérjemintazataban jelentds
eltérések tapasztalhatok. A mec* sejtekben erdsebb egy 90, egy 28 és egy 13.5 kDa, mig a mec
sejtekben egy 185, egy 97, egy 88, egy 29, egy 27.5, egy 15.5, egy 15 és egy 13 kDa fehérje
mennyisége mutatkozik tébbnek. A kétféle mec fenotipusu kezeletlen és kezelt sejt fehérje expresszio
mintazata négyféleképpen alakulhat. 1) a polipeptidek nagyobb részének mennyisége nem valtozik
egyik sejtben sem a kezelés hatasara. 2) a kezelés hatasara mind a mec”, mind a mec” sejtben cskken
egy 58 kDa és egy 29 kDa fehérje mennyisége, novekszik egy 61 kDa fehérje mennyisége. 3) a
kezelés sordn csak a mec* sejtekben ndvekszik a mennyisége egy 64 kDa, egy 42 kDa, egy 31.5 kDa
és egy 24.5 kDa fehérjének. A két utobbi csoport olyan fehérjéket reprezental, amelyek a Bt,cAMP
kezelés hatasara megvaltoznak, de a metabolikus kooperacié helyreallasahoz nincs koziik. 4) a mec
sejtek kezelésekor a mec* fenotipus helyreallasa soran csokken a mennyisége egy 28 kDa és egy 13.5
kDa fehérjének, novekszik a mennyisége egy 27.5, egy 15.5, egy 15, és egy 13 kDa fehérjének. Ezek a
kiilonbségek azonosak a kezeletlen mec* és mec™ sejtek 6sszehasonlitasa soran kapott kiilonbségekkel,
és valosziniileg olyan fehérjéket reprezentalnak, amelyek mennyiségi valtozasa hozzajarul a mec
fenotipus helyreallasdhoz {616}.

L tipusu piruvat kinaz: A piruvat kinaz a gliikolitikus reakcid Gt utolso 1épését, a foszfoenol-piruvat
— piruvat atalakulast katalizalja. 'L' alakja maj, 'M' alakja izom specifikus. Aktivitasa éhezési és

hormonalis allapot fiiggvényében viltakozik. Patkdnyok hosszas glukagon kezelése az L-tipusu
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piruvat kindz mRNS-ének dramai csokkenését okozza. Bt,cAMP 0.2-20 ;MT;ZZ—*;,—G dézisban
hasonld hatasua {656}.

« Laktat dehidrogenaz (LDH): Az LDH enzim a (keto)piruvat — laktat atalakulast katalizalja anaerob
koérillmények kozott. Patkany C6 glioma sejtekben Bt.,cAMP illetve izoproterenol és MIX indukcid
hatasara az LDH enzim mennyisége mintegy 5-sz6rosére emelkedik. Az indukcidhoz de novo mRNS
szintézis kell {531}.

+ Foszfoenol-piruvat karboxikinaz (PEPCK): A PEPCK a gliikoneogenezis kiindul6 lépését, az

oxalacetat — foszfoenol-piruvat reakciot katalizalja. Intakt patkanyokat Bt.,cAMP -al és teofillinnel
intraperitonealisan kezelve a majban a PEPCK mRNS mennyisége 45 perc alatt a detektalhatatlan
szintrél megemelkedik, majd gyorsan lecs6kken. Folyamatos kezeléssel allandé6 mRNS szint és
enzimszintézis tarthato fenn {526, 557}. A Bto,cAMP patkany maj szervkultiraban {525} és H4-1I-E
patkany hepatéma sejtekben {527} is PEPCK indukciot okoz.
Tirozin aminotranszferaz: A tirozin aminotranszferaz a fenilalanin tirozinon keresztiil torténd
lebomlasanak reakcioutjaban a tirozin — 4-OH-fenil-piruvat atalakulast katalizalja. Intakt patkanyo-
kat Bt,cAMP-al és teofillinnel intraperitonedlisan kezelve a tirozin aminotranszferaz mRNS induka-
lodik {529}. Patkdny maj szervkulturaban a Bt,cAMP és a hidrokortizon tirozin aminotranszferaz
indukci6t okoz, a Bt,c AMP indukcié azonban sokkal gyorsabb kinetikaja {525}. Erdekes, hogy egér
hepatoma sejteken mind a mikrotubulus dezorganizalashoz sziikséges dozisi kolcemid, mind a
Bt,cAMP tirozin aminotranszferaz indukciot okoz, és hogy egymas hatasat potencirozzak {625}.

» Tirozin hidroxilaz: A tirozin hidroxilaz enzim a katekolamin szintézis kezd$ 1épését, a tirozin —
dioxi-fenilalanin atalakulast katalizalja, a katekolamin szintézis kulcsenzime. Dexametazon, forskolin
és cAMP kezelés hatasara PC7e (PC12 szarmazék) sejtekben a tirozin hidroxildz mRNS mennyisége
megemelkedik {651}.

+ Hidroximetil-glutaril-koenzim A reduktaz: A HMG-KoA reduktaz a szteroid szintézis kulcsenzime,
a [3-OH-B-metil-glutaril-KoA redukciojat katalizalja mevalonsavva. CHO sejtekben a HMG-KoA
reduktaz aktivitdsa 2-3 szorosira emelkedik Bt,cAMP kezelést kovetden {1003}. Citokalazin B
kezelés hatasara viszont aktivitasa csSkken {1003, 1004}. Génjének DNaz érzékenysége Bt,cAMP
hatasara szintén n6é {456}.

Alkalikus foszfataz: Az alkalikus foszfataz egy 76 kDa gliikoprotein, oligoszacharid oldallancai
valgszinlileg szidlsavat tartalmaznak. Egér L sejtekben Bt,cAMP kezelés hatasara S 6ras lag periodus
utan az alkalikus foszfataz kb 2000-szeres indukcidja jatszodik le 7 nap alatt {530}.

« Aktinok: Bt,cAMP kezelés hatasira CHO sejtekben egy 43 kDa, aktinszer(, foszforilalodo protein
jelenik meg 20 perc multan. Raktarozott RNSr6l képzodik, vagy legalabbis kezdetben nem igényel (]
transzkripciot, azonban a transzkripcids szintli indukcid sem kizdrhatd {475}.

«  Ornitin dekarboxilaz (ODC): Az ODC enzim emldsdkben az ornitin — putreszcin + CO, atalakulast
katalizalja; a poliaminok bioszintézisének kulcsenzime. Szérum és/vagy Bt,cAMP stimulacidra
szérum éheztetett CHO sejtekben az ODC aktivitas 2 6ra milva emelkedik, majd gyorsan alapértékre
all vissza. 8-9 6ra mulva megindul a DNS szintézis {515}. CHO sejtekben a koleratoxin is ODC
aktivitas névekedést okoz {536}.
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+ Dihidrofolat reduktaz (DHFR): A DHFR enzim a dihidrofolsav tetrahidrofolsavva torténd
reakciénak, mint a timidilat és purin szintézis, amelyek a DNS szintézishez sziikségesek. Nyugvé 3T6
sejtek szérum stimulacidja sordan a DHFR szérum indukcidja gétolt, ha az Bt,cAMP, vagy mas az
intracellularis cAMP szintet emel6 drogokkal parhuzamosan torténik {1413, 1348}.

+ Transzglutaminiz: A transzglutaminazok egy enzim csoport, amelyek fehérjék kovalens kereszt-
kotését végzik e-(y-glutamil)-lizin hidakon keresztiil. Egymasbdl levezethetd sejtvonalak esetében a
transzglutaminaz aktivitas transzformalt fenotipussal parhuzamos csékkenése figyelhetd meg {626}.
CHO sejtekben alacsony sejtdenzitasnal a transzglutaminéz aktivitas 8BrcAMP-al koncentracio fiiggd
moédon befolyasolhatd {451}.

« p21™: Mell (MDA-MD-231) és vastagbélrak (LS-174T) sejtek {560}, valamint Ha-MuSV
transzformalt NIH3T3 sejtek 8CI-cAMP illetve Bt,cAMP kezelése lecsokkenti a p21™ fehérje
mennyiségét. Szérum ¢éheztetéssel Go-ban szinkronizalt patkany aorta simaizomsejtek szérum
indukcidjat a Bt,cAMP koncentracié fliggé modon gatolja, mikdzben a c-ras™ protoonkogén mRNS
mennyisége ugyancsak koncentracio fliggd moddon jelentdsen csékken {362}. Patkanyok DMBA
indukalt emld tumorsejtjeiben a p21"*™ mennyisége élesen csdkken a tumor ovariektémia vagy
Bt,cAMP kezelés hatasara bekovetkez0 regresszidjaval parhuzamosan {1275}.

« pp60~: A pp60* kinaz a cAMP-t6l fiiggetlen kinazaktivitassal rendelkezik {1333}. Bar a transzfor-
malt fenotipus reverzidja nyilvanvald, a B,cAMP kezelt és kezeletlen ASV transzformalt pocok FB
sejtek pp60*° kinazaktivitasa egységnyi fehérjére vonatkoztatva nem kiilonboézik {473}.

+ c-myc: A HL-60 promielocita sejtvonal monocita és granulocita differenciacids iranyba indukalhaté
kiilonbozd agensekkel. A HL-60 Bt,cAMP hatasara bekovetkezo differencialodasaval parhuzamosan a
c-myc mRNS és fehérje eltiinik {558}.

Prolaktin: cAMP blokkolja egy dopamin agonista prolaktin expressziot gatlé hatasat hipofizisben. A
cAMP szint emelése cAMP anal6gok adasaval a prolaktin gén transzkripcidjanak 4-5 -szoros
emelkedését idézi el a stimulalatlan GH4 sejtekhez képest {1041}.

Szomatosztatin: PC12 sejteket 4 oran at forskolinnal kezelve a szomatosztatin mRNS mennyisége 4-
szeresére emelkedik {654}.

Ovotranszferrin: A HL-60 sejtekben a c-myc fehérjével parhuzamosan az ovotranszferrin receptor
expresszidja is megvaltozik, a differenciadcioval parhuzamosan a sejtfelszini és celluléris transzferrin
receptor eltiinik {366}.

+ Acetilkolin észteraz: Az acetilkolin észteraz enzim az idegi iranyba differencialodoé sejtek jellegzetes
markere. C1300 neuroblasztéma sejtekben az acetilkolin észterdz enzim aktivitasat mind a Bt,cAMP
mind a szérum megvonas megndveli {1270}.

« CHO sejtben MIX kezelés egy kb. 200 kDa fehérje indukcidjat okozza, ami talan miozin. Teofillin +
MIX egy 72 kDa, teofillin magaban pedig egy masik 130 kDa fehérjét indukal. Ugyanakkor az is
elképzelhetd, hogy e két utdbbi csak degradacios termék {454}.
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A cAMP direkt génregulaciés hatasait sem szabad ugyanakkor figyelmen kiviil hagyni a reverz
transzformacié soran bekovetkezd génexpresszids valtozasok targyalasakor. cAMP responsive elemek
talalhatok tobbek kozott a tirozin hidroxilaz, a szomatosztatin, a PEP karboxikinaz, a VIP, a parathormon,
a proenkefalin, az a-chorion gonadotropin, és a c-fos génjében, a citomegalovirus enhanszerében, a BLV
LTR -ben, a HTLV-II LTR-ben és az intraciszternalis A partikulum génjében. A CRE palindrom viszont
nem talalhatd meg néhany olyan gén promoterében, amelyekrdl ismert, hogy cAMP regulalhatéak, ilyen
példaul a névekedési hormon és a prolaktin, ami arra utal, hogy méas mechanizmus is létezik, amely a

cAMP génexpresszidt befolyasold hatasaért felelos

3.2.12. Kromatinszerkezet

Az aktivan expresszalddé kromatin a DNaz I szamara sokkal hozzaférhetobb. A differencialatlan egér
teratokarcinoma 12-1 sejt kromatinja sokkal gyorsabban emésztédik és kisebb fragmenteket ad, mint a
differencialt 12-la. F9, PCC4-aza, OTT6050-F1-Brdu sejteknél ugyanezt tapasztaltdk: a stem sejtek
sokkal érzékenyebbek, mig a differencialt vonalak sokkal ellenallobbak, bar sejttipusonként eltéré mér-
tékben {606}. Ez ellentmondasban all a reverz transzformacional tapasztaltakkal, ott az aktivan oszt6édo
differencialatlan (malignus) sejtek az ellenallobbak {602}. A CHO-K1 sejteket reverz transzformaltatva
az emésztési mintdzat a normal fibroblasztokéhoz valik hasonléva {555}. A DNaz I érzékenység

valtozasa a genom kiilonboz6 szakaszait nem egyforman érinti (3.2.1 tablazat) {556}.

In vivo nick transzlaciés mddszerrel és konfokalis mikroszkopiaval jol nyomon kovethetd, hogy a fel-

nyilt DNS normal sejtekben

a nuklearis perifériara kon-

HMG-KoA reduktaz 3 Rezisztens Szenzitiv +
centré[édik, m{g a kezelet- C K4 |18S, 5.8S 28S rDNA 1 Szenzitiv Szenzitiv 0
?, random klén 1 Szenzitiv Szenzitiv 0
len CHO-K1 sej tek diffuz, ?, random kién 1 Szenzitiv Szenzitiv 0
?, random klén 1 Szenzitiv Szenzitiv 0
uniform festddést mutatnak. “' 217, random klén 1 Szenzitiv Szenzitiv 0
i ?, random klén 10 Rezisztens Szenzitiv +
Reverz transzformalt CHO- ?, random klén 1 Rezisztens Szenzitiv + l
?, random klén 1 Rezisztens Szenzitiv +
K1 sejteken a mintazat a 12 HP29 1 Szenzitiv Szenzitiv 0 '
; A36FC 24 Rezisztens Rezisztens 0
normal  fibroblasztokéhoz 1 Szenzitiv Szenzitiv 0
1 Reziszte_ns 0

hasonld, periférialis lokali-

. gosip

glioma magok szintén uni-

form festddést mutatnak,
mig a kezelt C6 gliomasejt magja szerkezetileg a patkany embrionalis agyi fibroblasztéra hasonlit. A

mintazat atrendezddése, csakiigy mint a reverz transzformacid tobbi jelensége, reverzibilis. {609, 464}.
3.2.13. Retinsav

Néhany transzformalt sejt a reverz transzformaciéhoz hasonld jelenséget mutat, ha retinsavval
kezelik. Retinsav, amely antagonizalja a forbolészter és a pp60*° géntermék tumor indukalo hatéasat, a
cAMP-hoz hasonloan viselkedik: gatolja a CHO sejtek szuszpenzidban torténd ndvekedését, mig a

szubsztraton vald novekedést nem {625}.
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3.2.14. Gydgyaszati perspektivak

A cAMP szintet emeld drogok, illetve szubsztitualt cAMP szarmazékok széleskorii morfolégiai és
fiziolégiai hatasa gydgyaszati alkalmazasi lehetoségeket is felvet. Ugyanakkor, a gydgyaszati
alkamazasok irodalma - az alapkutatasi eredményekhez képest mindenképpen - meglehetdsen csekély.
Ennek oka tobbek koz6tt minden bizonnyal az, hogy a reverz transzformacios hatasok csaknem
mindegyike teljes mértékben reverzibilis, a drogok elvonasat kdvetden az eredeti éllapot all vissza. A
tényleges torekvéseket viszont mindenképpen j6l demonstralja, hogy a 8Cil-cAMP, a legpotensebb
helyspecifikus cAMP analog, a 80-as évek végén a preklinikai kiprobalas I-es fazisaban volt a National
Cancer Institute-ban {558}.

Allatkisérletekben jelentds eredmény, hogy ovariektomiat vagy Bt,cAMP injekciot kovetden a
Sprague-Dawley patkanyokban DMBA hatasara indukalodott tumor visszahtizédik hasonléan ahhoz,
ahogy a normal emld is atrofizal ovariektomia utan {1273}. A hormon dependens emld tumorokban a

Bt.cAMP és az Gsztrogén hatas egymassal antagonizal {1274, 1085}.
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4, Célkitiizéselk

Az irodalmi adatok és kollaboracids partnereink személyes kozlése alapjan kirajzolodott egy
altalanos kép, amely a malignusan transzformalt ragcsalésejtek, a transzformalt human sejtek és a normal
sejtek tulajdonsagai kozti kiilonbségeket vazolja fel:

1. A normal human ¢és normal ragcsalosejtek (primer fibroblasztok, vagy akar immortalizalt
fibroblasztok) sejtciklus ellen6rzé pontjai épek, a sejtek valasza a vizsgalt technikakkal teljesen
normalisnak tekinthetd.

2. A legtobb transzformalt human sejt sejtciklus ellendrz6 pontjai épek. Egy-egy ellendrzépont
vonatkozasaban azonban lehetnek kivételek, példaul egyes vastagbél karcinoma sejtek mitotikus
ellenérzopontjanak defektusa kromoszomalis instabilitast okoz {705}.

3. A legtobb transzformalt ragcsalosejt sejtciklus ellendrzépontjai hibasak. Egy-egy sejtvonal azonban

egyes ellen6rzépontok helyes miikodését mutatja.

Citogenetikai modszerekkel egy sejt

. , . ” it IA normiél huméan- és ragcsalé
tulajdonsagait meg lehet valtoztatni ugy, seltok sejtcikius ellonérzd

pontE épek

hogy a haromszog alaki modellen (3.1.1
abra) tulajdonsagai egy masik csucs
iranyaba mozduljanak el. A transzformalt
kinai horcs6g ovarium sejt kémiai

agensekkel reverz transzformaltathato,

A transzformdlt ragcsalé g g A transzformélt human
5 . . 7 , sejtek sejtciklus ellendrzs f o sejtek sejtciklus ellendrzd
szinte az Osszes tulajdonsdga a normal pontjai hibssak > pontjai épek

sejtre jellemzové valtozik; a valtozas

reverzibilis. Ugyanezen sejtek egyes
tulajdonsagai "humanizalhatok"; szomati-
kus CHO/human hibridsejtben a jelenlévé human kromoszémak komplementalhatjak a vizsgalt sejtciklus
ellendrzépont defektusat. Egyes dominans onkogének tultermeltetésével pedig a transzformalt fenotipust
fokozni tudjuk. Ezen séma alapjan a dolgozatomban felvazolt kisérletek a kovetkezo kérdésekre kerestek
valaszt:

1. Melyek lehetnek azok az onkogének, tumor szupresszorok vagy sejtciklus szabalyozé faktorok,
amelyek megvaltozott miikédése a CHO sejtek transzformaciojat, sejtciklus szabalyozasanak
megvaltozasat okozta?

2. A CHO sejtek reverz transzformaltatdsa hogyan befolyasolja az S és M fazisos ellenérzOpont
miikodését?

3. Lehet-e befolyasolni a CHO sejtek sejtciklus ellendrzépont szabalyozasanak sajatossagait egyes
onkogének taltermeltetésével? Befolyasolja-e a thltermeltetés a reverz transzformacio képességét és a
morfologiat?

4. Lehet-e olyan CHO/huméan szomatikus hibridsejtet talalni, amelyben az S és M fazisos

ellenérzépontok miikodése helyreallt?
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8. Anyagok és modszersk

5.1. Anvacok

5.1.1. Mikrobiologiai taptalajok és pufferek

2YT tapoldat: 1.6 % tripton; 1 % élesztokivonat, 0,5 % NaCl

LB-agar taptalaj: 2 % tripton; 1 % élesztokivonat; 0.02 M NaCl; 1.5 % agar, 100 pg/ml ampicillin

SOB tapoldat: 2 % tripton; 0.5 % élesztokivonat; 0.01 M NaCl; 2.5 mM KCI; 0.01 M MgCl,; 0.01 M
MgSO,

YTB tapoldat: 1 % tripton; 0.5 % élesztékivonat; 0,5 % NaCl

Fagpuffer: 20 mM Tris*HCI, pH:7.4; 100 mM NaCl; 10 mM MgSO,

SEM TB puffer: 10 mM PIPES; 15 mM CaCly; 250 mM KCl; 55 mM MnCl;; pH:6.7

SM puffer: 50 mM Tris*HCI, pH:7.5; 100 mM NaCl; 8 mM MgSO,; 0.01 % zselatin

5.1.2. Sejttenyésztéshez hasznalt anyagok

0.1 % polylizin (Poly-L-Lysin Hydrobromide, MW 70000-150000, Sigma #P6282)

15 lyuki multiteszt targylemez (ICN Flow, #6041505)

Carnoy fixalé: metanol:jégecet 3:1 aranyu jéghideg elegye frissen készitve

DPX (BDH #36029 4H)

Hank’s hipotonizal6 oldat: 136 mM NaCl; 5.3 mM KCI; 1.2 mM MgSO,; 400 mM Na,HPO,; 400 mM
KH,PO.; 28 mM fenolvorss; 250 mM CaCly; 4.1 mM gliikdz; 5.2 mM NaHCO;

PBS: 136 mM NaCl; 2.6 mM KCI; 5 mM Na,HPO,; 1.7 mM NaH,PO,

Propidium-jodidos festéoldat FACS analizishez: 0.5 mg/ml propidium-jodid; 100 mg/ml RNaz A;
0.1% Najs-citrat; 0.1% Triton-X100; 1000 x (P]) illetve 100 x torzsoldatokbol frissen higitva.

Toluidin-kék festék: 2.5 g por alaku toluidin kék festéket teljesen feloldottunk 500 ml desztillalt vizben.
Hozz4adtunk 0.3 g NaHCO;s-ot, gondosan elkevertiik, szobahdmérsékleten 1 6rat allni hagytuk, majd

Whatman No 1. szlirdpapiron atsziirtiik

5.1.3. Molekuléris biolégiai munkakhoz hasznalt vegyszerek

10X MOPS puffer: 200 mM MOPS, pH:7.0; 50 mM Na-acetat; 10 mM EDTA;

10X TBE puffer: 1 M Tris-borat; 20 mM EDTA pH:8.3

20X SET: 3 M NaCl; 20 mM EDTA; 0.6 M Tris*HCI, pH:8.0

20X SSC: 3 M NaCl; 0.3 M Naj-citrat, pH:7.0

20X SSPE: 3M NaCl; 200 mM NaH,POy; 20 mM EDTA; pH:7.4

25X TAE puffer: 1 M Tris-acetat; 25 mM EDTA, pH:7.7

50X Denhardt’s: 1 % BSA; 1 % ficoll; 1 % polivinil-pirrolidon

Lizispuffer: 0.32 M szukréz; 5 mM MgCl,; 10 mM Tris*HCI, pH:7.4; 1% Triton-X100
SOL D: 4 M guanidinium-tiocianat; 25 mM Na-citrat; 0.5 % szarkozil; 0.1 M 2-B-merkaptoetanol
STET puffer: SO0 mM Tris*HCI pH:8.0; 50 mM EDTA; 8 % szachardz; 5 % Triton X-100
TE puffer: 10 mM EDTA; 1 mM Tris*HCI, pH:8.0
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TNE puffer: 50 mM Tris*HCI pH:7.5; 100 mM NaCl; 5 mM EDTA
5.2. MoLEKULARIS BIOLOGIAI MODSZEREK

5.2.1. Restrikcios emésztések

Plazmid valamint eukari6ta genomialis DNS restrikcids hasitasara a New England Biolabs, az MBI
Fermentas, az Amersham, a Pharmacia valamint az NBL enzimkészitményeit hasznaltuk, a gyartok aital

megadott reakcidkoriilményeket biztositva.

5.2.2. Fragmentalt DNS elvalasztasa gé/elektrofqrézissel

Az emésztett DNS fragmentumok méret szerinti elvalasztasara mérettartomany szerint 6 %-os
poliakrilamid gélt (40-600 bp), vagy 0.8-1.2 % agardz gélt (0.4-10 kb) hasznaltunk. A poliakrilamid gélt
akrilamid-biszakrilamid 29:1 aranyd elegyébdl, 0.01 % ammoénium-perszulfat, ¢s 0.005 % TEMED
segitségével polimerizaltuk, futtatasat 1x TBE pufferben végeztikk. Az agaréz gélt 1x TAE pufferben

s sy

5.2.3. Ligalasi reakcio

A ligalast 10 pl térfogatban, a New England Biolabs katalogus altal megadott pufferben, T4 DNS
ligaz enzimmel végeztitk 16 °C-on, egy €éjszakan keresztiil. Az elegyben a vektor mennyisége 50 ng volt,

az inszert ehhez képest 6-szoros molaris feleslegben volt jelen.

5.2.4. Escherichia coli transzformalasa plazmiddal

Klénozasi munkainkhoz az E. coli DH5a, XL1-Blue, XL1-Blue MR és SURE laborttrzseit hasznal-
tunk. A sejteket 30 ml SOB tapoldatban 18 °C-on razatva szaporitottuk ODgeo=0.5-0.6 értékig. 10 percig
jégen inkubaltuk, majd centrifugalassal kiiilepitettitk (2500 rpm; 10 perc, 4 °C). Ezt kévetéen 10 ml SEM
TB pufferben reszuszpendalituk, 10 percig inkubaltuk jégen, és ujra kiiilepitettiik. Ezutan 2.5 ml SEM TB
pufferben szuszpendaltuk fel, majd 200 pl DMSO-t kevertiink hozza, és ismét inkubaltuk jégen 10
percig. A kompetens sejteket 250 pl-es adagokra szétosztva folyékony nitrogénben lefagyasztva taroltuk.

A transzformalaskor a kompetens sejteken jégen felolvasztottuk, 2 pl ligaldelegyet kevertiink hozza,
és jégen tartottuk 30 percig. A DNS felvételét 30 masodperces 42 °C-os hsokkal indukaltuk. 800 u1 SOC
tapoldatot (SOB + 0.02 M gliik6z) adva hozza egy 6ras razatassal regeneraltattuk a sejteket. 20, 100 és
200 pl-es adagokat szélesztettiink a megfeleld antibiotikumot tartalmazé LB-agar lemezekre. Ezzel a

modszerrel 10® nagysagrendii telep/pg hasitatlan vektor transzformacios gyakorisagot értiink el.

5.2.5. Plazmid kinyerése forralasos mdodszerrel

3 ml antibiotikumot tartalmazé SOB tapoldatban razattuk 37 °C-on egy €jszakén at a baktériumkulta-
rat. A tenyészet 1.5 ml-ének sejtjeit centrifugélassal kiiilepitettiik, 200 pl STET pufferben s felszuszpen-
daltuk, majd a sejteket 15 ul 10 mg/ml frissen készitett lizozim oldat adsa utan forré vizfiirdén feltartuk.
A sejttérmeléket centrifugalassal kiiilepitettiik, és fogpiszkaldval eltavolitottuk. A feliiliszéhoz 200 pl
hideg izopropanolt adva a nukleinsavakat kicsaptuk, majd centrifugalas, mosas, szaritas utan 25 pl TE

pufferben oldottuk fel. Restrikcids fragmentalaskor az elegybe 0.03 pg/ml DNaz mentes RN4zt adtunk.
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5.2.6. Plazmid preparalasa nagy mennyiségben

100 pg/ml ampicillin tartalmu tapfolyadékban egy éjszakan at novesztett starterrel oltottunk be 1 1
YTB tépoldatot. 37 °C-on levegoztettiik ODge=0.4-0.5 értékig, ekkor 170 mg kloramfenikollal amplifi-
kaltuk, és egy éjszakan keresztiil tovabb razattuk. Masnap kiiilepitettiik a sejteket (4000 rpm; 30 perc),
majd 6 ml 25 % szachar6éz, 50 mM Tris*HCI, pH:8.0 oldatban szuszpendaltuk fel. 1.2 ml 250 mM
Tris*HCI, pH:8.0; Smg/ml lizozim oldatot adva hozza a sejtfalat felbontottuk. 2.4 ml 250 mM EDTA,
majd 9.6 ml 50 mM Tris*HCI, pH:8.0; 62.5 mM EDTA, 0.2 % Triton X-100 oldat hozzikeverése utan a
feltart sejtszuszpenziét 16000 rpm fordulattal 60 percig centrifugaltuk. A feliillaszét TNE telitett fenollal,
ezt kovetden kloroform:izoamilalkohol 24:1 aranyu keverékével extrahaltuk, majd 0.1 térfogat 20 %-os
K-acetatot, és 2.5 tf. hideg etanolt adva hozz4 a nukleinsavakat kicsaptuk. Mosas és szaritas utin RNaz
kezeléssel az RNS-t eltavolitottuk, majd megismételtiik az extrakcios €s kicsapasi 1épéseket. A plazmid

DNS-t egyensulyi etidium-bromid CsCl gradiens centrifugalassal vagy Sephacryl S1000 oszlopkromato-
grafidval tisztitottuk tovabb.

5.2.7. Afag DNS preparalas

Kés6 délutan & 90 mm Petri csészénként koriilbeliil 10° pfu A fagot Ssszekevertiink 100 ml éjszakan
at novesztett LE392 baktérium kultiraval, és 37 °C-on 20 percig inkubaltuk. Ezt kévetden 2.5 ml 0.6 %-
os, 47 °C-os LB feddagardzzal elkevertiik, és LB lemezek feliiletére kiéntve egyenletesen eloszlattuk. A
lemezeket leforditva masnap reggelig 37 °C-on inkubaltuk. Reggel a lemezekre 5 ml SM puffert tettiink,
a feddagardzt 6vatosan felkapargatva belegyiijtottiik egy 30 ml-es JA20-as centrifugacsdbe, és 30 percig
szobahon idOnként megrazogatva inkubaltuk. Ezt kévetéen 9000 RPM fordulattal 10 percig 4 °C-on
centrifugaltuk, majd a feliiluszot tiszta cs6be gylijtottiik.

A A lizatum feliiliszéhoz 1pg/ml végkoncentraciokban RNazt és DNazt (marha hasnyalmirigybol,
Sigma, DN25) adtunk, és 37 °C-on 30 percig inkubaltuk. Ekkor azonos térfogat 20 % PEG 8000; 2 M
NaCl oldatot adtunk hozza, és jeges vizfiirdon 1 6raig inkubaltuk. A kicsapodott fagrészecskéket ezutan
9000 RPM-el, 20 percig, 4 °C-on centrifugalva kiiilepitettik, majd a feliiliszét maradéktalanul
eltavolitottuk a centrifugacsébdl. Ezt kévetben az eredeti lizitum 10 ml-ére 1 ml fagpuffert szamolva az
liledéket felszuszpendaltuk, majd a tormeléket a szuszpenziobdl 9000 RPM, 2 percig, 4 °C-on torténd
centrifugalassal tavolitottuk el. Ezt kdvetden fenol majd fenol-kloroform végiil kioroform-izoamilalkohol
azonos térfogataival extrahaltuk, majd a fag DNS-t etanollal kicsapva iivegbotra tekerve nyertiik vissza.

70 %-os etanollal mostuk, szaritottuk, majd TE pufferben vettiik fel.

5.2.8. Genomiélis DNS preparélasa sejtkultara sejtjeibél

Genomialis DNS-t Woodhead €s mtsai. mddszerének {673} kis modositasaval preparaltunk. A & 90
mm Petri csészén ndtt sejteket 2-szer mostuk PBS-el, 1 ml PBS-ben sejtkaparoval felkapargattuk.
Eppendorf csébe gytjtottiik, és 1200 RPM fordulattal 5 percig centrifugalva kiiilepitettiik. Ezt kdvet6en
10 mM Tris*HCI, pH:7.5; 100 mM EDTA; | % szarkozil és 100 pg/ml proteinaz K (Merck) oldat 500 pl-
¢ben felszuszpendaltuk, és egy éjszakan at inkubaltuk 55 °C-on. Fenol majd fenol-kloroform végiil
kloroform-izoamilalkohol azonos térfogataival extrahaltuk, etanollal kicsaptuk, majd iivegbotra tekerve

kinyertiik. Mostuk 70 %-os etanollal, széritottuk és TE pufferben vettiik fel.



Anyagok és médszerek 29
5.2.9. RNS preparaléas sejtkultura sejtjeibbl

Sejtkultiraban tartott sejtekbol RNS-t Chomchynsky és Sacchi {176} modszere szerint preparaltunk.
A sejteket 500 pul SOL D oldatban lizéltuk, a lizaitumot Eppendorf csébe gyijtottik. SO pl 2 M Na-acetat
pH:4.0 oldatot adtunk hozza, majd azonos térfogati vizzel telitett fenollal, savas koriilmények kézott
extrahaltuk. A fazisok elvalasat 100 pl kloroform:izoamilalkohol 24:1 elegyével, 15 perc jégen torténd
inkubalassal segitettiik eld. Centrifugalas utan a feliiliszot azonos térfogati izopropanollal kicsaptuk,

majd 300 pl SOL D oldatban feloldottuk. Etanollal ismét kicsaptuk, 70 %-os etanollal mostuk,

en torténd fotometralassal allapitottuk meg.

5.2.10. DNS Southern blott

10 pg megfeleld restrikcids enzimmel fragmentalt genomialis DNS-t 0.8 %-os agar6z gélen 1x TBE
pufferben, maximum 40 V fesziiltséggel elektroforézissel szétvalasztottuk. A gélt utdlag festettiik etidium
bromiddal, és a késobbi fragmentméret meghatarozas céljabél fotdztuk. Ezt kdvetden a gélt 2-szer 15
percig 0.25 M sésavban éaztatva a DNS-t hidrolizaltuk, 1 déra hosszaig 0.5 M NaOH és 1.5 M NacCl
oldatban denaturaltuk, majd 1 6ra hosszaig 1 M Tris*HCI, pH 8.0 és 1.5 M NaCl oldattal neutralizaltuk.
Ezutan a DNS-t kapillaris transzfer mddszerrel Hybond N+ (Amersham) nylon filterre blottoltuk at, és
UV keresztkotoben kovalensen régzitettiik.

5.2.11. RNS Northem blott

Az izolalt 6ssz RNS 10 pg-nyi aliquotjait 0.9 % agar6z/formaldehid gél elektroforézissel valasztottuk
szét 1X MOPS pufferben {506}. Kapillaris mddszerrel 20X SSPE pufferben Amersham Hybond N nylon

membrénra blottoltuk at, és UV keresztk6toben 2 percig kovalensen rogzitettiik.
5.2.12. DNS radioaktiv jeldlése

Teljes hosszaban jelolt probakat random oligonukleotid primer extenzidjaval nyertiink (Amersham
Multiprime kit) a gyarté utasitasa szerint. A jelolt DNS-t €s a be nem épiilt aktivitast Sephadex G-50
gélsziir6 oszlopon, vagy kicsapassal vélasztottuk el. A beépiilt aktivitas rendszerint 2-4 x 107 cpm koriili

érték volt 50-100 ng bevitt DNS fragmentum esetén.
5.2.13. Hibridizacio

A nukleinsavakat tartalmazo filtereket a jeldlt radioaktiv probaval, 0.33 M NaH,PO,, 6.66 % SDS
oldatban, 65 °C-on egy éjszakén at hibridizaltuk. A filtert fokozatosan ersodé stringenciaval mostuk a
kdvetkezdk szerint: 2x SSPE, 0.1% SDS, 3*15 perc, szobahon; 2x SSPE, 0.1% SDS, 15 perc, 65 °C-on;
1x SSPE, 0.1% SDS, 15 perc, 65 °C-on; végiil 0.2x SSPE, 0.1 % SDS, 15 perc, 65 °C-on. Ezutan
rendszerint egy éjszakan at autoradiografaltuk. A filterr6l a jelet kdzvetleniil Molecular Dynamics tipusu
foszforimagerrel, vagy pedig az autoradiogramm denzitometralasaval kvantitaltuk. A kvantitativ analizis

értékeit a gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDh) mRNS mennyiségére vonatkoztatva normaltuk.
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5.2.14. Kolbniahibridizacio

A baktériumokat hordoz6 lemezré! nitrocelluloz filterrel replikat készitettiink, majd a filtert 0.5 M
NaOH oldattal kétszer 3 percig, 1 M Tris*HCI, pH:7.4 oldattal 5 percig, majd 0.5 M Tris*HCI, pH:7.4;
1.5 M NaCl oldattal 5 percig kezeltiik. A filterekre a DNS-t UVP tipusu UV keresztkotével, 2 perces
besugarzassal rogzitettiik, majd 65 °C-on 2 6raig mostuk a filtereket 5x Denhardt’s; 0.5 % SDS oldatban.
Ezt kdvetéen 6x SET; 1x Denhardt’s; 0.1 % SDS oldattal eléhibridizaltuk 15 percig, hozzaadtuk az
el6z6leg denaturalt radioaktiv probat (2x10° cpm/ml), és egy éjszakan &t hibridizaltuk 65 °C-on. Masnap _
2x SSC; 0.1 % SDS oldataval mostuk 65 °C-on négyszer 20 percig. Szaritas utdn autoradiografaltuk.

5.3. SEJTBIOLOGIAI MODSZEREK

5.3.1. Sejttenyésztés

A munkank soran alkalmazott sejtek nagy része kinaihdrcség ovarium (CHO) sejtvonal szarmazék. A
CHO-K1 ovarium szovetkulturabél létrehozott fibroblaszt vonal {1430} spontian transzformacidjabol
keletkezett hipodiploid sejtvonal {665}. A spontan kromoszomalis atrendezddések kdvetkeztében
csaknem az Osszes génre nézve aneuploid, ezzel tokéletes alanya a mutagenezis vizsgalatoknak {567}. A
CHO-K1 modalis kromoszomaszama 21, DNS tartalma kb. 4 %-al alacsonyabb, mint a normal
kinaihorcsog sejteké. A normal kinaihdrcsdg sejtek kromoszémaszama 22. A CHO sejtben a
okozza. G sav festéssel a CHO-K1 8 kromoszomaja tiinik normalisnak: 1, 2, X, 6, 8, 10, 11, mig a tobbi
kromoszoman kisebb nagyobb atrendezddések, deléciok, inszercidk vannak. Az atrendezddétt
kromoszémakat Kao és munkatarsai Z kromoszémaknak nevezték el {567}. A G savozaisi mintazat t6bb-
kevesebb biztonsaggal lehet6vé teszi az egyes Z kromoszémaék eredetének beazonositasat {1118} :

* AZI1 egy intakt N1, a rovid kar végérol hianyzik egy sotét sav.

e« A Z2 hosszi karja az N2 hossza karja, révid karja az N2 r6évid karjan bekdvetkezett delécid
eredménye.

o AZ3ésZ7az N4 és NS5 kozotti transzlokacid eredménye. A Z3 az N4 hosszu karjat és a rovid kar
egy kis részét tartalmazza; egy sotét sav eldtt fazionalt az NS rovid karja. A Z3 ennek
kovetkeztében metacentrikus. A Z7 az NS hosszu karja, és a centromer felett egy kis darab a
rovid karbdl; ehhez fuzionalt hozza az N4 terminalis sotét €s vilagos savja.

o A Z4 egy pericentrikus inverzidn atesett N4.

+ AZ5 egy acentromer kozeli részen kis deléciot tartalmazo NS.

» A Z6egy N6, aminek a hosszu karjdhoz egy extra sotét €s vilagos sav fuzionalt.

» AZ8egy N7, de egy extra s6tét és vilagos savot tartalmaz a rovid karon.

o AZ9egy N7, egy extra vilagos savval a rovid karon.

o AZI10egy N8, arovid kar egy része deletalodott.

e AZl11 hasonl6 az N9-hez, a hosszi karon egy extra vilagos savval

» A Z12 semmire nem hasonlit, valdszinlleg az X, centromeronja.

o A ZI13 valésziniileg deletalt N10

A CHO-K20 vonal modalis kromoszédma szama 20, kariotipus még analizise nem tortént meg.
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A kisérleteink soran
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ciklikus monofoszfat
(Bt,cAMP, Sigma) és 15 uM tesztoszteron (Sigma) {325} hozzaadaséaval egészitettiik ki.
RNS preparalashoz kb. 2x10° sejtet lemezeltiink ki egy-egy 90 mm 4tmérdjii Petri csészére normal és

reverz transzformal6 tapoldatban. A sejteket harom napos tenyésztést kvetden dolgoztuk fel.
5.3.2. Kromoszémapreparalas

A médiumot a Petri csészébol egy 15 ml-es Falcon csébe gyiijtottiik, majd 2 ml meleg PBS-el mostuk
a sejteket, a PBS-t a megfeleld Falcon csdbe gytijtve. Ezt kovetden 1 ml tripszinnel inkubaltuk a sejteket,
amig felkerekedtek, gyengéden felszuszpendaltuk 6ket, majd a szuszpenziot a megfeleld Falcon csébe
gyljtottiik. A még lemezen maradt sejteket 1 ml PBS-el belemostuk a Falcon csébe. Ez kovetden a
cs6ben 1€vo sejtszuszpenzidt (5 ml) 10 ml-re egészitettiik ki meleg desztillalt vizzel és 15 percig 37 °C-os
vizfiirdében inkubalva hipotonizaltuk. 1000 rpm fordulaton 5 perces centrifugalassal a sejteket
kiiilepitettiik, majd egyetlen hatarozott, de dvatos mozdulattal ledntottiik a folyadékot a sejtekrdl, a
visszacsorgd néhany cseppben ujra felszuszpendaltuk ¢ket. 5 ml jéghideg Carnoy oldatot hozziadva
felszuszpendalva fixaltuk a sejteket. Centrifugalas utdn a feliiluszot ismét ledntottiik majd 5 ml Carnoy
oldatban felszuszpendaltuk. Ezt a mosasi 1épést 6sszesen haromszor hajtottuk végre.

Ha a sejteket nem cseppentettiik ki rogton targylemezre akkor 2 ml Carnoy oldatban,
hiitészekrényben taroltuk a sejtszuszpenzidt. Az utolso centrifugalast kdvetden maradt néhany csepp
szuszpenziot jéghideg, nedves tagylemezre cseppentettik ki. A targylemezeket szaradas utan

kristalyibolya vagy etidium bromid (1 pg/ml) oldattal festettiik.

5.3.3. Mitotikus ellenérzépont vizsgalat I.

Egy-egy 60 mm atmérdji szovetteny€sztod Petri csészére kilemezeltiink 5x10° sejtet. Masnap reggel a
sejteket 0.04 pg/ml végkoncentracidji nokodazollal blokkoltuk. 0-1-2-3-4-6-8-10-12 és 24 6ra milva a
Petri csészékr6l mosds majd tripszinezés utan az Osszes sejtet begyijtottiik, és kromoszomat
preparaltunk. Masik lehetdségként a sejteket tobbszori PBS-es mosas utan citocentrifugaval targylemezre

centrifugéltuk ra, Carnoy fixaloval fixaltuk, majd kristalyibolyaval festettiik.
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A prepardtumokat lathat6 fényben vagy UV fluoreszcenciaval 100-szoros nagyitassal értékeltiik ki, és
mitotikus sejlek szama ) értéket.

dssz seftszam
A miik6dé mitotikus ellendrzéponttal rendelkezd sejtek mitotikus indexe e rendszerben = 8-10 oraig

megadtuk minden sejtvonalra az adott idépontra jellemzd mitotikus index (

meredeken emelkedik, utdna lecsdkken, ezaltal karakterisztikus csiacsot hozva létre. A hibas

ellenérzéponta sejtek mitotikus indexének gorbéjérdl a csiics hianyzik.
5.3.4. Mitotikus ellenbrzépont vizsgalat Il.

Egy-egy 90 mm atmérdjii szévettenyésztd Petri csészére kilemezeltiink 3x100 sejtet. Kovetkez6 nap
mulva leraztuk, majd 5-5 30 mm 4tmér6ji Petri csészére osztottuk szét. 0-1-2-3-4 6ra milva a lemezekrol
kromoszémat preparaltunk. A mikddé mitotikus ellendrzéponti sejtek mitotikus indexe a kezdeti kb.
90%-r6l kb. 80%-ra, a hibas ellenérzopontu sejteké kb. 45-50% -ra esik vissza.

5.3.5. Mitotikus ellenérzépont vizsgalat Ill.

Megfelelo szamu 15 lyuka targylemezt 20 pl 1/10-ére higitott polilizin oldattal elékezeltiink, 10
percig hagytuk szobahén allni, haromszor leblitettiik desztillalt vizzel, majd levegbn megszaritottuk.
nokodazollal blokkoltuk. Négy 6ra mulva leraztuk a mitotikus sejteket, majd a sejtszuszpenziét agy
allitottuk be, hogy 15-30, maximum 50 pl-ben legyen kb. 100 sejt. Kikapcsolt ventillacioja
sterilfilkében, mikropipettaval felvittiik a megfeleld mennyiségi sejtszuszpenziot a targylemez lyukaiba.
A targylemezeket CO,-dal el6inkubélt nedveskamraban a CO, termosztatba tettiik.

0-1-2-3-4 6ra mulva egy-egy targylemezt -20 °C-os metanolban 5 percig fixaltunk, desztillalt vizben
oblitettiik, 1/20-ara higitott toluidin kék oldattal 2 percig festettiik, majd ismét oblitettiik. A lyukak még
kissé¢ nedves allapotaban a targylemezeket DPX-el fedtiik. Az eljaras soran a mitotikus kromoszémak

pirosra (esetleg kékesre), az interfazisos magok erdsen kékre, a citoplazma halvanykékre festddtek.
5.3.6. Mitotikus ellenérzépont vizsgalat IV.

A kisérleteket Kung és mtsai. alapjan végeztiik {505}. Egy-egy 60 mm atmérdjh Petri csészére 50%
konfluencianak megfeleld mennyiségii sejtet lemezeltiink ki (CHO vonalak: 1.4x106; HelLa: 0.9x106;
transzformalt fibroblaszt vonalak [A9, 10a2b]: 1.15x106; C113T3, primer fibroblaszt: O.9x106).
Kovetkezo nap a sejteket 70 ng/ml végkoncentracioji kolcemiddel (Demecolcin, Sigma) blokkoltuk. 72
6ra milva a Petri csészékr6l mosas majd tripszinezés utan az Gsszes sejtet begyiijtottiik. Centrifugalas
(1000 rpm, 4 °C, 5 min) utan kétszer mostuk PBS+0.1% gliikoz oldataban, majd sejtszamlalas utén
5x105-1x10° sejtet atvittiink egy uj centrifugacsdbe, kiiilepitettilk, majd 1 ml propidiurh-jodidos
festéoldattal 4 °C-on 30 percig festettitk. Ezt kovetden aramlasi citometriaval megmértitk azon sejtek
aranyat, amelyekben a DNS tartalom a 4C-nek megfeleld értéknél (normal G,/M) magasabb volt. Ep

mitotikus ellendrzdpontu sejteknél ez 10% alatt marad, hibas ellendrzéponti sejteknél pedig 80% feletti.
5.3.7. CHO sejtek transzfekcidja elektroporalassal

Aktivan osztdd6, egészséges CHO sejteket feltripszineztink, majd kililepités utan annyi

tapfolyadékban vettiink fel, hogy 200 pl szuszpenzidéban 4x100 sejt legyen. Elektroporator kiivettaban
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sz

megfeleld helyen restrikciés endonukledzzal linearizalt plazmid konstrukciot. Alapos keverés utin a
szuszpenziét 10 percig inkubaltuk jégen. A tapegységet 250 V fesziiltség, 25 mA dramerdsség és 25 W
teljesitmény értékekre allitva feltoltottitk az elektroporatort (Invitrogen Elektroporator IT). Az elektromos
pulzust 1000 pF és 8 Q értékeken adtuk. A transzfekciot kdvetden a sejteket ismét 10 percig inkubaltuk
jégen, majd egy-egy 90 mm atmérojii Petri csészére lemezeltiik ki. A sejtek talélése kb. 40-50 %-os volt,
tapasztalatok alapjan ilyen talélés mellett a sejtek majdnem 100 %-a transzfektans lesz.

A transzfektansokat 400 pg/ml G418 (Geneticin, Gibco BRL) tartalmu tapoldatban val6 tenyésztéssel
szelektaltuk ki; a szelekcidt az elektroporalast kévetd masodik napon kezdtiik el. Amint a G418 rezisztens
sejtek koloniava fejlodtek (mintegy 5-7 nap) transzfekcionként rendszerint 24 kidnt izolaltunk, és stabil

sejtvonalakat neveltiink beldliik.

5.3.8. Korai kromoszémakondenzacié indukélasa (PCC)

A kisérlet els6 napjanak délutdnjan kilemezeltiink a vizsgalni kivant sejtvonalakbdl 4-4 & 35 mm
Petri csészére 5x10° sejtet. Masodik nap reggel 9-kor haromszori PBS-el torténd mosas utan 5% dializalt
FCS +PenStrep +GLU tartalmi ILE(-) F12 médiumban el6szinkronizaltuk a sejteket 28 6ra hosszan.
Harmadik nap délutin 1 orakor kiengedtiik a sejteket a szinkronizald blokkbdl: lecseréltiikk az ILE(-)
médiumot meleg normal médiumra. Délutdn 5 orakor (4 Ora release) 5 mM végkoncentracioji
hidroxyureaval blokkoltuk a DNS szintézist. Negyedik nap 11 6rakor (18 6ra hidroxiurea szinkronizalas)
2 mM végkoncentraciéban koffein oldatot adtunk, majd kromoszémat preparaltunk 0, 2, 4 és 6 6ra
mulva. A preparatumokat etidium bromiddal festettilk meg, és fluoreszcens mikroszkopiaval értékeltiik
ki. A kiértékelés soran legalabb 200 sejtet szamoltunk le, és a PCC-t mutatd sejtek %-os aranyat
abrazoltuk. Egyes kisérletekben koffein helyett 1 mM végkoncentraciéji 6-dimethylaminopurin-t vagy

crsy

5.3.9. Sejttenyésztés lagyagarban

A kisérlet els6 napjan a vizsgalni kivant sejtek szubkonfluens kultirajabodl egy-egy & 60 mm Petri
csészére 1.5x10° sejtet lemezeltiink ki 200 uM Bt,cAMP + 15 uM tesztoszteron jelenlétében, illetve
kezeletleniil. A masodik nap lecseréltiik a médiumot, és elokészitettitk a lagyagar kultura alsg, siir(ibb
rétegét: 1.4 % agarodz steril, vizes oldatat 42 °C-ra hiitve azonos térfogat 2x F12 + 20% FCS tapoldattal
kevertiink Ossze a sziikséges mennyiségben, majd 1-1 ml-ét & 35 mm Petri csészék aljan egyenletesen
elosztottuk. Masnapig a CO, termosztatban tartottuk Gket.

Harmadik nap feltripszineztiik az elétenyésztett sejteket, és a sejtszamot 1350 illetve 13500 / ml -re
allitottuk be 1x F12 + 10 % FCS tapoldatban (1000 illetve 10000 sejt / 750 pl szuszpenzid). Steril 1.4 %-
os agardz oldatot 42 °C-ra hiitottiink. Kilemezeléskor Gsszemértiink 750 pl sejtszuszpenziot, 375 ul
agar6z oldatot €s 375 ul 2x F12 + 20 % FCS tapfolyadékot (1.5 ml), gyorsan dsszekevertiik és az el6zd
nap elkészitett agardzos Petri csészékbe Ontottiik, egyenletesen eloszlatva a feliiletén. A reverz transzfor-
malt sejtekhez a tapfolyadékot Bt,cAMP-al €s tesztoszteronnal egészitettiik ki 2.5 ml re szdmolva.

Ezt kovetden a sejteket 10 napig tenyésztettiik. A folyékony tapoldatot két naponta 6vatosan lecserél-

tiikk. A tumorigenikus sejtek ezido alatt gomb alakd kolonidkat formalnak, a normal sejtek nem osztodnak.
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5.3.10. Szomatikus sejt faziés hibridek elballitasa

Mintegy 107 recipiens sejtet sszekevertiink ugyanennyi donor sejttel 1 ml Hank's oldatban. A sejt-
szuszpenzidhoz 1000 HE UV fénnyel 10-15 percig inaktivalt Sendai virust adtunk, 4 °C-on 30 percig
inkubaltuk, majd & 100 mm Petri csészékre lemezeltiik ki. A szelekcidt két nap elteltével kezdtiik el.

5.4. GENEXPRESSZIOS MINTAZATOK OSSZEHASONLITASA

5.4.1. Differential Display

A ‘differential display’ kisérleteket a GeneHunter Corporation RNAimage™ Kkitjeivel végeztiik a
gyarto utasitasai alapjan.

200 ng DNaz (MessageClean™ Kit, GeneHunter Corporation) kezelt 6ssz RNS-t cDNS-¢ irtunk at
25 mM Tris*HCI, pH 8.3; 37.6 mM KCI; 1.5 mM MgCl,; S mM DTT; 20 uM dNTP; 0.2 uM H-T\\M
primer; 100 U MMLYV reverz transzkriptaz tartalmu reakcioelegyben, 20 pul végtérfogatban, 37 °C-on 80
percig. A cDNS szintézis termékének 2 pl-ét PCR-rel szaporitottuk fel 10 mM Tris*HCI, pH:8.4; 50 mM
KCl, 1.5 mM MgCl,; 0.001% zselatin; 2 uM dNTP; 0.2 uM H-AP primer; 0.2 pM H-T;;M (ugyanaz,
amelyet a reverz transzkripcidhoz hasznaltunk); 1 pl af**S]-dATP, 1000< Ci/mmole (Amersham); 1 U
AmpliTaq DNS polimeraz (Perkin Elmer) tartalma reakcidelegyben, 20 pl térfogatban, a kdvetkezd
ciklusban: 30 mp 94 °C-on; 2 perc 40 °C-on, 60 mp 72 °C-on, 40 ciklusban; ezt egy 5 perces extenzios
1épés kovette 72 °C-on, majd a mintdkat 4 °C-ra hiitottilk. Az amplifikacios termék 3.5 pl-ét 6 %-os

denatural6 poliakrilamid gélelektroforézissel valasztottuk el, 60 W konstans teljesitményen.

5.4.2. A cDNS fajtak klonozasa és szekvencidinak meghatarozasa

A génexpresszios kiilonbségeket mutatd igéretes savokat a denaturald gélbdl szikével kivagtuk, a
DNS-t a gélszeletkébdl 100 ml desztillalt vizben valdé forralassal kiextrahaltuk, glikogén hordozé
alkalmazasa mellett etanollal kicsaptuk, majd 10 pl desztilialt vizben vettiik fel. Ennek 4 pl-ét
amplifikaltuk fel 40 pl végtérfogatban, a fentiekhez (5.4.1) hasonld kériilmények kozott, azzal a
kiilonbséggel, hogy a INTP koncentracidja 20 uM volt, valamint nem adtunk izotopot.

A PCR termékét 1.5 %-os agardz gélen ellendriztiik le, kivagtuk, majd a gélbdl GenElute™ Agarose
Spin Column (Supelco) oszlopon kiextrahaltuk Az izolalt cDNS-t P izotéppal jeloltiik, és radioaktiv
probaként hasznaltuk a megfelelé mRNS fajtak expresszidvaltasanak ellenérzéséhez.

A northern blott soran is génexpresszi6 valtozast mutaté cDNS-eket pCR-TRAP klénozé vektorban
(GeneHunter Corporation) klénoztuk, és direkt szekvenaltuk. A szekvencidk meghatirozasa mindkét
iranybol, és cDNS fajtanként legalabb két fiiggetlen kionbdl tortént. A szekvenalast a Szegedi Biologiai
Ko6zpont szekvenalé laboratériumaban Pay Aniké és K6szo Zsuzsanna végezte. A kldnozot cDNS fajtak

expresszidjat szintén leellendriztiik Northern blottal.

54.3. Szekvencia analizis

A cDNS szekvencidkat Osszehasonlitottuk az EMBL nukleinsav adatbazis tagjaival. A

szekvenciaanalizishez a GCG programcsomag programjait hasznaltuk {140} .
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6. Eredményelk

6.7. A REVERZ TRANSZFORMACIO HATASAI A GENEXPRESSZIORA ES A SEJTCIKLUS

ELLENORZOPONTOKRA

6.1.1. Génexpresszios mintazat -beli valtozasok CHO sejtek reverz transzformacioja
soran - Northern blott vizsgalatok

Amiéta Hsie és Puck a CHO sejtek Bt,cAMP és tesztoszteron hatasara bekovetkezd reverz
Az egyes sejtvonalak, még a CHO szubklonok is a Bt,cAMP és tesztoszteron kezelésre mas-mas intenzi-
tassal reagalnak, ezért arra szamitottunk, hogy az altalunk hasznalt sejtvonalak sem viselkednek egyfor-
man. A megnytlas mértéke, a lagyagarban val6 szaporodas képességének elvesztése és a ciklusidd meg-
novekedése alapjan a legintenzivebb valaszt a laboratériumunkban a 70-es évek kdzepén izolalt CHO-

K20 jelii sejtvonal adta (6.1.1 és 6.1.2 abrak). Tovabbi vizsgalatainkhoz ezért ezt a vonalat valasztottuk.

Ossz RNS-t preparaltunk 2, 3, 8 és 15 napig reverz transzformaltatott; revertalt; csak Bt.cAMP-al;
csak tesztoszteronnal kezelt; valamint kezeletlen kontroll CHO-K20 sejtekb6l Chomezynski és Sacchi
modszere alapjan {176}. Az RNS mintakat 0.9 % agar6z-formaldehid gélelektroforézissel {506} valo
elvalasztas utan Amersham Hybond N+ nitrocelluléz filterre blottoltuk at, és hibridizaltuk c-jun, c-src, v-
sis, v-ERB-B és wntl onkogén probakkal. Hibridizacidés kontrollként GAPDh prébat hasznaltunk.
Kisérleteinkben sikeriilt kimutatnunk a c-jun és a c-src onkogének kifejez6dését, azonban ezek
expresszidja a reverz transzformacié soran nem valtozott. A v-sis, v-ERB-B és wntl probakkal nem

sikeriilt expressziot detektalnunk.
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6.1.2. Génexpressziés mintazat -beli valtozasok CHO sejtek reverz transzformacioja

soran - differential display vizsgalatok

A reverz transzformacio6 soran bekovetkezd génexpresszios mintazat-beli valtozasok kimutataséhoz a
Northern blott hibridizacios kisérletek nem bizonyultak elég hatékonynak. Két egymashoz kozel allo
szovet, sejtkultira vagy esetleg fejlédési, differencialodasi éllapot expresszids mintazatanak
Osszehasonlitasara az irodalomban tobbféle modszert irtak le (szubtraktiv hibridizalas {1496}, RNS
fingerprint {1497}, representational difference analysis {450} ...), ezek koziil a mi rendszeriinkre a
differential display {538, 392} latszott a legkénnyebben alkalmazhatonak.

A magasabb rendii eukaridta sejtek mintegy 100000 kiilsnboz6 génnel rendelkeznek, amelyeknek
technika, két fejlédési allapotdban vagy szovettanaban kozeldllo sejtféle részben atfedd expresszids
mintazatat hasonlitja 8ssze. A reverz transzkripciohoz két bazisparos horgonnyal ellatott oligo dT primert
hasznél, amelybdl 12 féle lehetséges (mivel a T-re végz6dd dinukleotidok kiesnek: AA, AC, AG, AT, CA,
CC, CG, CT, GA, GC, GG, GT, TA, TC, TG, TT), ezaltal az mRNS populaciot 12 alpopulaciéra osztja.
A reverz PCR-hez az 5' primereket Ggy tervezik meg, hogy statisztikai valdsziniiséggel annelaing
pozicidjuk a mRNS 3' végétsl legfeljebb 500 bézisparra essék, ami a szekvenald gélek feloldasi
tartomanyanak maximuma. Az 5' primer hibridizacidja az egyes mRNS fajtakon random pozicidkon fog
bekovetkezni, és a kiilonbdzé cDNS-ek hosszisaga is kiilonbozd, de az adott mRNS-re nézve allando
lesz. Ennek megfelelen 6-7 bp hossza 5' primer lenne statisztikailag ideélis. Ezek olvadaspontja azonban
mar talsagosan alacsony, a Taq polimeraz optimélis miikodési hémérsékletén nem torténik hatékony
annealing. A 10 bp hosszii primerek viszont sokkal tébb cDNS fajtat produkalnak, mint ami

statisztikailag lehetséges lenne, ami arra utal, hogy - legalabbis az elsé néhany ciklusban - mispriming is
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eléfordul. A 10 bp hosszi primerek ugy viselkednek statisztikailag, mintha 6-7 bp hossziak lennének.
Elméletileg mintegy 10000 (4°=4096; 4’=16384) 6-7 bp primer lehetséges. Annak val6sziniisége, hogy
egy ilyen primer 500 bp-on beliil talal part magénak eképpen 0.05 (500/10000). Ennek megfeleléen 20
tetszolegesen kivalasztott 10-mer - ami 6-7 -merként viselkedik - a 12 féle 3' primerrel parban, elegendé a
teljes mRNS populéci6 lefedéséhez (12*20=240). A dNTP koncentracidt rendkiviil alacsonyra allitjak be,
ami a PCR reakci6 specifitasat nagyban eldsegiti - erre az egyébként laza annealing hdmérséklet miatt
sziikség is van -, ezen kiviil lehetévé teszi a radioaktiv jelolést is {S38}.

Az elsd generéacids differential display rendszernek voltak azonban hibdi, egyes mRNS fajtak
redundénsan tdl-, mig méasok alulreprezentéaltan szerepeltek benne, masrészt meglehetésen magas volt a
fals pozitiv fragmentumok szama, melyeket Northern blottban egyaltalan nem lehetett kimutatni késébb.
A harmadik generacios rendszer az egyes mRNS fajtak torzult reprezentaltsagat kiiszoboli ki azzal, hogy
csak 1 bp-os horgonyprimert hasznal (ATx, CTn, GTw) ezaltal a kiindulasi mRNS populaciét csak harom
alpopulaciora osztja, minimalizalva a kisérlethez sziikséges reverz transzkripciok szamat. A statisztikailag
sziikséges 240 kombinaciohoz ekkor 80 tetszdleges 5' primer kapcsolodik, amelyek hosszabbak, ezéltal
sokkal hatékonyabbak is. Mind az 5' mind a 3' primeren ezen kiviil van egy HindIIl restrikcios
felismerdhely is, amely a késébbi klénozast konnyiti meg {386}. A harmadik generaciés rendszerre ala-
pul a GeneHunter Corporation RNAImage™ kitjeinek sorozata, amelyet kisérleteink soran hasznaltunk.

A differential display a gyakorlatban a kdvetkezOképpen miikodik. A reverz transzkripcidban atirt
cDNS populaciét ugyanazzal a reverz primerrel, valamint egy tetszoleges S' primerrel, radioaktiv
koriilmények kozt PCR-rel felszaporitottuk. A kapott radioaktiv cDNS fragmentumokat ezutan denaturald
poliakrilamid gél elektroforézissel szekvenal6 gélen elvalasztottuk (6.1.3 abra), majd autoradiografaltuk.

Az autoradiogrammot a szaritott géllel fedésbe hozva az expresszidt valtd transzkriptet reprezentald
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CAAAAAAAAAAA-ADND
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5'-AAGCTTTTTTTTTTT[M]-3"

I. Reverz transzkripcié dNTP-k
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GTTTTTTTTTTTCGAA
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csikot kivagtuk a gélb6l, majd a DNS-t elualtuk beldle, és egy kovetkez6 PCR reakcidban
felszaporitottuk (6.1.4 abra). A reakcidterméket kozvetleniil radioaktivan jelolve Northern blott
hibridizacios kisérletekben hasznaltuk az expresszi6 valtas bizonyitasahoz.

A Northern blottban is pozitivnak mutatkozé fragmentumokat ezutin a GeneHunter Corporation
pCR/Trap vektoraba klonoztuk. Ez a vektor elvi alapjaiban kiilonbozik a tébb forgalmazo6 altal is
favorizalt TA klonoz6 vektoroktol. A TA vektorok az egyszerii tompa végii klénozashoz képest nagy
elorelépést jelentettek a PCR fragmentumok klonozasaban. A Taq DNS polimeraz azon tulajdonsagat
hasznaljék ki, hogy némi templat fliggetlen polimeraz aktivitasa folytan a termék DNS populacié mintegy
fele egy 3' tilnyalé adenozin nukleozidot hordoz. A vektoron ennek megfelelden 3' tilnyal6 T van, amely
azt az elonyt is biztositja, hogy a vektor 6nmagaban nem zarddik Ossze. A rekombinansokat kék/fehér
szelekcidval lehet kivalasztani.

A pCR/Trap vektor ezzel szemben egy direkt, pozitiv szelekcids vektor. A plazmid tetraciklin
rezisztencia markert hordoz, amelyet a A cI gén promotere hajt meg. A plazmidon rajta van a A represszor
gén is, benne a klonozdhellyel. A nem rekombinans klénokban nem képes tetraciklin rezisztencia
kifejezddni, mivel a A represszor a Tet® gént represszalva tartja (6.1.5 4abra). A rekombinans
konstrukcidkban a beékel6dott PCR fragmentum miatt inaktiv A represszor képzddik, amely nem képes a
Tet® gént kikapcsolni; a rekombinans plazmidokat hordozé baktériumok ezért tetraciklinnel direkt
szelektalhatoak (6.1.6 abra).

A klonozott fragmentumokat ezutan ismét PCR tormék
: : T —{ W Teén T Ton[[or[Tor]] T }—
visszaellendriztitkk Northern blott hibridizacioval. A l 1
¥Kidnazd hisly Airo;on;zor mRNS g Tet"mRNS
—_olgén [ Jos[[or2[[ort]] et }— \ ER
) l Tk : m:::::;‘.::":gzs Inaktiv A represszor j
A ro“prnulml?js . ([’h\)
etraciklin rezi
@ ' &
6.1.5 dbra. A nem rekombindns pCR/Trap plaz- 6.1.6 dbra. A rekombindns plazmiddal transzformalt
midok tetraciklin érzékenyek. baktérium sejtek tetraciklinre rezisztensek.

valtozatlanul expresszidvaltast mutaté cDNS klonokkal a hibridizaciot legalabb harom fiiggetlen
kisérletbdl szarmaz6 RNS mintan megismételtiik. Kontrollként kezeletlen és csak tesztoszteronnal
valamint csak Bt,cAMP-al kezelt sejtekbdl szarmazé RNS-t hasznaltunk. A hibridizacios jelet Molecular
Dynamics 445 SI tipust Phosphorlmager-en, ImageQuant 4.2 programmal értékeltiik ki.
Mindegyik filtert hibridizaltuk gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz (GAPDh) cDNS prébaval is,
ennek jele szolgalt belsé kontrollként. Kisérleteink szerint a riboszémalis RNS-ek mennyiségé-
hez képest a GAPDh mRNS szintje nem valtozik a reverz transzformécié soran. A riboszémalis
RNSek mennyiségét az RNS gélek etidium-bromid fluoreszcencidjanak kozvetlen denzitometrias
kiértékelésével hataroztuk meg kezeletlen, csak 15 pM tesztoszteronnal kezelt, és reverz transz-
formaltatott CHO sejtekben (6.1.7 és 6.1.8 abrak). A sejteket vagy 1 mM Bt,cAMP kezeléssel
magaban, vagy 15 pM tesztoszteron + 200 pM Bt,cAMP kombinécidjaval reverz transzformal-
tattuk. A valtozas nem szignifikans, Student's t tesztben a p értékei paronkénti 6sszehasonlitasban
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(kezeletlen / tesztoszteron kezelt; kezeletlen / reverz transzformalt; tesztoszteron kezelt / reverz
transzformalt) a 18S rRNS esetén rendre 0.31, 0.11 és 0.13; a 28 rRNS esetén 0.11, 0.1 és 0.24.
A riboszémalis RNSeket kédolé génekrél Ashall és mtsai. {456} kimutattdk, hogy DNaz
érzékenységiik mind kezeletlen, mind reverz transzformalt CHO sejtekben nagy, ami arra utal,
hogy mindkét féle sejtben hasonl6an, konstitutivan expresszalodnak.

A szignifikdns expresszid valtozast mutatd klénozott cDNS fragmentumokat ezt kovetden
szekvenaltattuk.

A differential display kisérleteket a lehetséges 240 primerkombinaciobdl 51-el végeztik el. A

részleges kisérletek 69, az intenzitisban, és ezzel a génexpresszidban valtozast mutaté cDNS

Nem kimutathato
139+15% AF081140 elF6/p27°°
Nem kimutathat6

e e fim

Riboszémalis
protein CEP52 /
Ubiquitin fuziés

protein
NADH-Ubiquinon
133221 % AF081138 oxidoreduktaz 4-es
lanc
155 + 29 % AF081139 krit-1
408 riboszémalis

62 +19.5 AF081143 protein S18

Monocita
Nem kimutathat6 AF081141 kemoattraktans
protein 1

AF081142
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# LOCUS AF081142 496 bp mRNA e} 11-JAN-1999
fragmentumot eredmenyeztek. DEFINITION Cricetulus sp. ubiquitin/ribosomal protein CEP52 fusion protein
mRNA, complete cds.
” ,o 7 e e IACCESSION AF081142
Ezekbdl 39-et ujra ellendriztiink — |uo 94139065
[VERSION AF081142.1 GI:4139065
. T e Y KEYWORDS .
Northern blott hibridizacioban, 8 |source Cricetulus sp.
ORGANISM Cricetulus sp.
. l Eukaryota; Metazoa; Chordata; Vertebrata; Mammalia; Eutheria;
blzonyut olyannak, amely Rodentia; Sciurognathi; Muridae; Cricetinae; Cricetulus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 496)
2. 4 14 4 AUTHORS Bachrati,C.2., Downes,S. and Rasko,I.
expreSSZK)S valtozaSt mutato TITLE Chemical reverse transformation of CHO-K1 cells induces changes in
expression of a candidate tumor suppressor and of a gene not
1§ & A previously characterised as transformation-related
mRNS fajtakat detektal. A 8 cDNS SRR Dk o
REFERENCE 2 (bases 1 to 496)
1 A A AUTHORS  Bachrati,C.Z., Downes,S. and Rasko,I.
fragmentum adatait a 6.1.1 tablazat Ay Dameselats T
n <8 JOURNAL Submitted (31-JUL-1998) Institute of Genetics, Biological Research
nglal_]a Ossze. Ot fragmentum Centre of Hungarian Academy of Sciences, Temesvari Krt. 62., Szeged
H-6726, Hungary
FEATURES Location/Qualifiers
r . - .
adott reprodukalhatdo valtozast, source 1..496

amelyeket a kdvetkezOkben részle-

primer_bind

tezek.

A Northern blott kisérletek

CDs

kvantitativ  kiértékelése  soran

nehézséget okozott hitelt érdem-

l6en bizonyitani, hogy a kapott

% bip " é i primer_bind
génexpresszid valtozasok valdban
BASE COUNT

. . P . , ORIGIN
szignifikansak-e. Ugyanis a rész-

-

gént, amely egyaltalin nem

expresszalodna az egyik tipush

sejtben, mig a masikban igen. Ez részben
magyarazhaté  azzal, hogy nem reverz
transzformalodik a sejtek 100 %-a, illetve

bizonyos sejtciklus specifikus kiilonbségek sem

latszanak, mivel aszinkron sejtpopulacioval
dolgozunk. Ez ugyanakkor eldny is lehet, mivel a
gyengébb valtozasokat nem fedik el az erésebbek.

A kovetkezd két fejezetben bemutatok négy
olyan gént,

melynek expresszi6ja a reverz

transzformacié soran szignifikansan valtozik
(6.1.12 abra). Annak alatamasztasara, hogy a
valtozasok statisztikailag valdban szignifikansak
elobb kovetkezzék egy negativ példa.

A differential display kisérletbdl kaptunk egy
K4C1 jelt, 491 bp hosszisagi fragmentumot,
amely a Northern blott kisérletekben 4 kiilonb6z6
mRNS-hez hibridizalt (6.1.1 tablazat). A
differential display technikardél tudott, hogy a

reamplifikacio sordn a kapott termék sokszor nem

polyA signal

142 a

aagcttctca acgaggcggc cgagcggcag acgctaacat gcagatcttt gtgaagaccc
61 tgacgggcaa gaccatcact cttgaggtcg agcccagtga caccatcgag aatgtcaagg

. . . e 121 ccaagatcca agataaggaa ggcattccac ctgaccaaca gagrctgata tttgccggca
leges differential display analizis 181 agcagctgga ggatggccge accetgtcag
241 acctggtgct tcgccttcgt ggtggcatca tcgagccatc ccttcgtcag cttgcccaga

I3 7 301 agtacaactg tgacaagatg atctgccgca agtgctacgc acgcctgcac ccccgtgcgg
soran meg nem kaptunk Olyan 361 tcaactgtcg caagaagaag tgtggccaca ccaacaacct gcgccccaag aagaaggtca
421 aataaagctt tggccatacc aggcccatga ccctgggacc aaataaagtc cccttccatc
gaaaaaaaaa

/organism="Cricetulus sp."

/db_xref="taxon:10031"

/cell_line="CHO-K1"

/note="differential display analysis"

Yoedi3

/note="H-AP4 primer"

39..425

/codon_start=1

/product="ubiquitin/ribosomal protein CEP52 fusion
protein"

/protein_id="AAD03678.1"

/db_xref="PID:g4139066"

/db_xref="GI:4139066"
/translation="MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQRLI
FAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVLRLRGGI IEPSLRQLAQKYNCDKMICRKCYAR
LHPRAVNCRKKKCGHTNNLRPKKKVK"

462..467

/evidence=not_experimental

complement (481..496)

/note="H-T11C primer"

148 c 119 g 86 t 1 others

actacaacat ccagaaagag tccaccttgc

aagctt

C1 szekvencia a Ge

AAGCTTCTCAACGAGGCGGCCGAGCGGCAGACGCTAACATGCAGATCTTT 50

FEEEE trrrrererrrretd
L 5500 Hegtumiers v e o tuslorsors o s bxbreis GACGCAAACATGCAGATCTTT 21

-

51 GTGAAGACCCTGACGGGCAAGACCATCACTCTTGAGGTCGAGCCCAGTGA 100
8 0 o O 0 O U R T G
22 GTGAAGACCCTCACTGGCAAAACCATCACCCTTGAGGTCGAGCCCAGTGA 71

101 CACCATCGAGAATGTCAAGGCCAAGATCCAAGATAAGGAAGGCATTCCAC 150
18 91 0 1 O O 4 e O 1 1
72 CACCATTGAGAATGTCAAAGCCAAAATTCAAGACAAGGAGGGTATCCCAC 121

151 CTGACCAACAGAGRCTGATATTTGCCGGCAAGCAGCTGGAGGATGGCCGC 200
IR S0 e R R S R DR g
122 CTGACCAGCAGCGTCTGATATTTGCCGGCAAACAGCTGGAGGATGGCCGC 171

201 ACCCTGTCAGACTACAACATCCAGAAAGAGTCCACCTTGCACCTGGTGCT 250
PELE EEEE R eeeer e e b b et
172 ACTCTCTCAGACTACAACATCCAGANAGAGTCCACCCTGCACCTGGTGTT 221

251 TCGCCTTCGTGGTGGCATCATCGAGCCATCCCTTCGTCAGCTTGCCCAGA 300
POREE PE veeeeerr er verer vr ve v teerverieeind
222 GCGCCTGCGAGGTGGCATTATTGAGCCTTCTCTCCGCCAGCTTGCCCAGA 271

301 AGTACAACTGTGACAAGATGATCTGCCGCAAGTGCTACGCACGCCTGCAC 350
PEREEEEer crrr e e e ey el
272 AATACAACTGCGACAAGATGATCTGCCGCAAGTGCTATGCTCGCCTTCAC 321

351 CCCCGTGCGGTCAACTGTCGCAAGAAGAAGTGTGGCCACACCAACAACCT 400
LIS 0 L 1 T O 0
322 CCTCGTGCTGTCAACTGCCGCAAGAAGAAGTGTGGTCACACCAACAACCT 371

GCGCCCCAAGAAGAAGGTCAAATAAAGCTTT. ... ..ovunntn GGCCAT 437
100 L O e O (RN
372 GCGTCCCAAGAAGAAGGTCAAATAAGGTTGTTCTTTCCTTGAAGGGCAGC 421

40

-

ACCAGGCCCATGACCCTGGGAC. . ... vn .. CAAATAAAGTCCCCTTCCA 478
LS Y B et G A 16 S 8 Leree i
CTCCTGCCCAGGCCCCGTGGCCCTGGAGCCTCAATAAAGTGTCCCTTTCA 471

43

©

42

[\

479 TCGAAAAAAAAAAAGCTT...... 496
111l LA
TTGACTGG.

6.1.10 dbr

osszehasonlitds.

47

SN
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homogén {753}, ezért arra gondoltunk,
hogy a K4Cl fragment klénozasaval
megkaphatjuk a valoban expressziot valtd
cDNS-t. Nem igy tortént, a kldnozott
fragmentum tovabbra is négy mRNS-hez
hibridizal. Szekvenciajanak ismeretében
(6.1.9 abra) a magyarazat rogton adddik.
A K4Cl kl6on a humén riboszémalis
protein CEP52/ubiquitin fuzids fehérjét
kodol6 mRNS szekvenciaval nukleinsav
szinten 84.797 %-os (6.1.10 abra), fehérje
szinten 100 %-o0s azonossagot mutat, ami
mérete alapjan a legals6 kb. 0.5 kbp
méreti mRNS-nek felel meg a Northern

blott-ban.

41

100%

3084 bp

1673 bp

1431 bp

546 bp

Az ubiquitin jelmolekula a fehérjelebontas utjat jeloli ki a sejtben. A kész ubiquitin fehérjét egy

multienzim komplex kapcsolja a gyors degradaciora itélt fehérje amino terminusahoz kézeli, sztérikusan

elérhet6 lizin oldallanchoz. Vannak olyan fehérjék is, amelyeken az ubiquitin szignal eleve rajta van,

koédolé mRNS-iik méar hordozza azt. Ezeken a fehérjéken az ubiquitin peptid jelenléte jelenthet ubiquitin

forrast a sejtnek, illetve jelentheti a fehérje
kétféle képpen keriilhet az mRNS-be,
transz splicing Utjan, illetve léteznek az
ubiquitin fag-et mar DNS szinten hordozé
gének is.

Ugy gondoljuk, hogy a K4C1 cDNS
fragmenttel kapott tobbféle méreti mRNS
az ubiquitin tag jelenléte kovetkeztében
fellépd kereszthibridizacié. Ez azonban
tovabbi meger0sitést igényel.

A Northern blott kisérletek kezdetén
Ggy tint, hogy az 1.4 kb-os mRNS
mennyisége valtozik a reverz transzfor-
maci6é soran. A hibridizaciokat tobbszor
megismételve a kvantitativ eredmények
azonban statisztikailag ezt nem igazoltak
(6.1.11 abra). Az 1.4 kb-os mRNS talan
érdekes lehet, ha sikeriil a nem ubiquitin

részt is azonositani.

© Kezeletlen

' Reverz
' transzformalt

Kezeletlen

Reverz

transzformalt

' Reverz

| Kezeletlen

¢ transzformalt

i Reverz
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6.1.2.1. A TRANSZFORMACIOS FOLYAMATBAN RESZT VEVG, DE NEM ONKOGENIKUS GENEK

Két reverz PCR-rel kapott cDNS fragmentum, klénozas és szekvenalds utdn mar ismert gén

termékének bizonyult. Expresszi-

LOCUS AF081143 346 bp mRNA ROD 11-JAN-1999
DEFINITION Cricetulus sp. ribosomal protein S18 mRNA, partial cds.
7. - I3 r ro_ IACCESSION AF081143
6juk megvaltozasa valdszinileg |up 94139067
[VERSION AF081143.1 GI:4139067
. 4 KEYWORDS .
nem oka, hanem kovetkezménye a  |soypce TR e
ORGANISM Cricetulus sp.
A1 Eukaryota; Metazoa; Chordata; Vertebrata; Mammalia; Eutheria;
reverz traHSZformaCI()nak‘ Rodentia; Sciurognathi; Muridae; Cricetinae; Cricetulus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 346
1QA 0] AUTHORS Bachrati,C.Z., Downes,S. and Rasko,I.
A 346 bp hosszusagu K7C3 TITLE Chemical reverse transformation of CHO-K1 cells induces changes in
expression of a candidate tumor suppressor and of a gene not
fragmentum egy kb 05 kbp previously characterised as transformation-related
JOURNAL Unpublished
iR REFERENCE 2 (bases 1 to 346
hOSSZﬁsagu mRNS-t detektél AUTHORS  Bachrati,C.Z., Downes,S. and Rasko,I.
TITLE Direct Submission
g v JOURNAL Submitted (31-JUL-1998) Institute of Genetics, Biological Research
Szekvencla_]a (6.1.13 abra) a Centre of Hungarian Academy of Sciences, Temesvari Krt. 62., Szeged
H-6726, Hungary
r . r IS B e FEATURES Location/Qualifiers
patkany 40S riboszomalis alegység source 1..345

S18
nukleinsav szinten 90.26
97917
azonossagot (6.1.14 abra),

jeld  fehérjéjével mutat
%-0s,
. . CDs
fehérje szinten %-0s
igy
annak kinaihorcsog homoldgjanak s

tekinthetd, amelyet eddig még nem
klénoztak. A detektalt mRNS

mennyisége a reverz transzfor-

BASE COUNT
ORIGIN
1
61
121
181
241
301

mécid soran a kezeletlen sejtekhez
62.08+19.5 %-ra
(p=0.0040) csokken (6.1.12 abra).

képest

primer_bind

polyA signal

primer_bind

aagcttaacg
aagatcccag
gttctggcca
agagcccaca
accactggcc
tcactgttaa

6.1.13 dbra. A K7C3 szekvenci

/organism="Cricetulus sp."

/db_xref="taxon:10031"

/cell line="CHO-K1"

/note="differential display analysis"

1513

/note="H-AP7 primer"

<1..288

/codon_start=1

/product="ribosomal protein S18"

/protein_id="AAD03679.1"

/db_xref="PID:g4139068"

/db_xref="GI:4139068"

/translation="KLNEDEVERVITIMONPRQYKIPDWFLNRQKDVKDGKYSQVLAN

GLDNKLREDLERLKKIRAHRGLRHFWGLRVRGQHTKTTGRRGRTVGVSKKK"

289..346

309..314

/evidence=not_experimental

complement (331..346)

/note="H-T11C primer"
82 c 101 g

101 a 61 t 1 others
atcaccatca
aaggacgtga
cgagaggacc
ggtcttcgtg
gtatccaaga
gaaaaaaaaa

aggacgaggt
actggttctt
atggtctgga
gggggctgeg
gccggggceceg
taaatagttt

ggagcgcgtc
gaacagacag
caacaagctg
ccacttttgg
cactgtgggt
atatgcctgt

tgcagaaccc
aggacggaaa
tggagcgact
tccgaggtca
agaaatgagy
aagctt

acgacagtac
gtacagccag
gaagaagatc
gcacaccaag
cgctgggcct

gj

Perrerer el
TTGGGCCTTTGCTGTT. ..

Gap Weight: 5.000 Average Match: 1.000 Gap Weight: 3.000 Average Match: 0.540
Length Weight: 0.300 Average Mismatch: 0.000 Length Weight: 0.100 Average Mismatch: -0.396
Quality: 279.0 Length: 554 Quality: 140.0 Length: 153
Ratio: 0.806 Gaps: 0 Ratio: 1.458 Gaps: 0
Percent Similarity: 90.584 Percent Identity: 90.260 Percent Similarity: 97.917 Percent Identity: 97.917
k7c3.seq x x57529.gb_ro May 3, 1999 17:45 .. k7c3.pep x x57529.pep May 3, 1999 19:03 ..
Y gemsseee AAGCTTAACGAGGACGAGGTGGAGCGCGTCATCACCATCATG 42 S L KLNEDEVERVITiMQNPRQYKIPDWFLNRQKDVKDGKYSQVLA 43
CEEE b bt erreerert e terrreeeerid lerrrrrrrrrerrrrrerrerrerrrrrrrrrrerrreel
201 GGGCTGGGGAGCTCACGGAGGACGAGGTGGAGCGTGTGATCACCATCATG 250 51 DLTKRAGELTEDEVERVITIMQNPRQYKIPDWFLNRQKDVKDGKYSQVLA 100
43 CAGAACCCACGACAGTACAAGATCCCAGACTGGTTCTTGAACAGACAGAA 92 44 NGLDNKLREDLERLKKIRAERGLRHFWGLRVRGQHTKTTGRRGRTVGVSK 93
Lrerrrerrerrrr rerrerrr et reprrrerrerrerrrerrennd PELEREEEE ettt rr e et errrretnd
251 CAGAACCCACGACAATACAAGATCCCTGACTGGTTCTTGAACAGACAGAA 300 101 NGLDNKLREDLERLKKIRAHRGLRHFWGLRVRGQHTKTTGRRGRTVGVSK 150
93 GGACGTGAAGGACGGAAAGTACAGCCAGGTTCTGGCCAATGGTCTGGACA 142 94 KK 96
(0 0 O I 0 P I O O 11
301 GGACGTGAAGGATGGGAAGTATAGCCAGGTTCTGGCCAACGGTCTAGACA 350 151 KK 153
143 ACAAGCTGCGAGAGGACCTGGAGCGACTGAAGAAGATCAGAGCCCACAGG 192
PELEELEEEE brererer e veeberr ver peeeeer 1
351 ACAAGCTGCGTGAGGACCTGGAGCGGCTGAAGAAAATCCGAGCCCATAGA 400
193 GGGCTGCGCCACTTTTGGGGTCTTCGTGTCCGAGGTCAGCACACCAAGAC 242
L ERLEREEEERE Ve O R0 LR 11 L REREE A0 3 1 1
401 GGACTGCGCCACTTTTGGGGCCTTCGTGTCCGGGGTCAGCACACCAAGAC 450
243 CACTGGCCGCCGGGGCCGCACTGTGGGTGTATCCAAGAAGAAATGAGYCG 292
PELRELEEEE brereer bverererere reervrererrrrersd
451 CACTGGCCGCAGGGGCCGTACTGTGGGTGTGTCCAAGAAGAAATGAGTCT 500
293 CTGGGCCTTCACTGTTAATAAATAGTTTATATGCCTGTGAAAAAAARAAAA 342
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_ " LOCUS AF081138 159 bp mRNA ROD 11-JAN-1999
AZ R4A Jelﬁ klon 159 bp DEFINITION Cricetulus sp. NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 4 mRNA,
mitochondrial gene encoding mitochondrial protein, partial cds.
¢y r ACCESSION AF081138
hosszusagu, és egy 1.7 kbp o 94139058
VERSION AF081138.1 GI:4139058
L L . .« g0 7 KEYWORDS -
hosszisagih mRNS-hez hibridizal.  source Cricetulus sp.
ORGANISM Mitochondrion Cricetulus sp.
S k i ,b Eukaryota; Metazoa; Chordata; Vertebrata; Mammalia; Eutheria;
zekKvenciaja (6.115 a ra) egy Rodentia; Sciurognathi; Muridae; Cricetinae; Cricetulus.
REFERENCE 1 (bases 1 to 159)
4 b srye Lo AUTHORS Bachrati,C.Z., Downes,S. and Rasko,I.
patkany mltOkondrlallS feherje: a TITLE Chemical reverse transformation of CHO-K1 cells induces changes in

expression of a candidate tumor suppressor and of a gene not

< 2 1 4 previously characterised as transformation-related
NADH-ubiquinon oxidoreduktdz — , an  Drousisonea

REFERENCE 2 (bases 1 to 159)

L A inali Ao01A314 AUTHORS  Bachrati,C.Z., Downes,S. and Rasko,I.
4-es lanc C terminalis régidjahoz s st b

) JOURNAL  Submitted (31-JUL-1998) Institute of Genetics, Biological Research
78.723 %-0s hasonlosagot mutat Centre of Hungarian Academy of Sciences, Temesvari Krt. 62., Szeged

? H-6726, Hungary
4 " 4 FEATURES Location/Qualifiers
nukleinsav szinten az azonossag source 1..159
/organism="Cricetulus sp."
. /mitochondrion

64.78 %-0s (6. 1.16 abra). /db_xref="taxon:10031"

/cell_line="CHO-K1"

e , /note="differential display analysis"
Expresszidja nem tal nagy cos <1..146
/codon_start=3
IR . : 2 /transl_table=2
mertekben de SZlgnlfikansan /producE="NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 4"

/protein id="AAD03675.1"

(p=0.0013), a kezeletlen sejtek raciain bl

/translation="ASQRGKLTPHMINLQPSHTRELTLMMLHITPLSLLMINPKFIMG

szintjéhez képest 132.84+21.41 : _ NTL
primer_bind k=13
. /note="H-AP4 primer"
%-ra emelkedik (6 1.12 ébra)_ primer_bind complement (144..159)
/note="H-T11A primer"
BASE COUNT 68 a 3Tc 11 g 43 t

ORIGIN

1 aagcttctca acgaggtaag ttaacaccac atataattaa tctacaacca tcacacacac
61 gagaacttac cttaataata ctccacatta caccactttc acttttaatg attaacccaa
121 aatttatcat aggcaataca ttataaaaaa aaaaagctt

6.1.15 dbra. Az R4

zekvencidja a GenBa

Gap Weight: 5.000 Average Match: 1.000 Gap Weight: 3.000 Average Match: 0.540
Length Weight: 0.300 Average Mismatch: 0.000 Length Weight: 0.100 Average Mismatch: -0.396
Quality: 103.0 Length: 16295 Quality: 55.3 Length: 460
Ratio: 0.648 Gaps: 0 Ratio: 1.152 Gaps: 0
Percent Similarity: 64.780 Percent Identity: 64.780 Percent Similarity: 78.723 Percent Identity: 74.468
rda.seq x v00711.gb_ro May 3, 1999 17:47 .. rda.pep x nudm_rat.swiss May 3, 1999 19:15
1 sonsraisisssiassunonesise s seeeisee s sateeie s e AAGCTT 6 Y sesmeiameEes ASQRGKLTPHMINLQPSHTRELTLMMLHITPLSLLMIN 38
| D I T N N N N N e N
11351 AATTAACATTATTATTACAGGTATATACTCAATATACATAATTATTACCA 11400 401 VITGMYSMYMIITTQRGKLTSHMNNLQPSHTRELTLMALHIIPLMLLTIN 450
7 CTCAACGAGGTAAGTTAACACCACATATAATTAATCTACAACCATCACAC 56 39 PKFIMGNTL 48
L S S S L 2 1 O 8 E L
11401 CCCAACGCGGCAAACTAACCAACCATATAATTAACCTCCAACCCTCACAC 11450 451 PKLITGLTM 459

57 ACACGAGAACTTACCTTAATAATACTCCACATTACACCACTTTCACTTTT 106
Lereerrerer e et IR 1 1 I U
11451 ACACGAGAACTAACACTAATAGCCCTTCACATAATTCCACTTATTCTTCT 11500

107 AATGATTAACCCMAATTTATCATAGGCAATACATTATAAAAAAAN\Mé 156
| [V oL T O [RRNAN L
11501 AACTACCAGTCCAAAACTAATTACAGGCCTGACAATATGTGAATATAGTT 11550

LST CTT siowiorsinsisiosis s o scaaiereraio aios s s o o/oinesae s esiaioesses osisi 159

11551 TACAAAAAACATTAGACTGTGAATCTGACAACAGGARATAAACCTCCTTA 11600

Az A8C fragmentummal kapott eredményeink még nem teljesek. A fragmentum 520 bp, az éltala
detektalt mRNS 0.7 kb hosszi. Szekvenciaja (6.1.17 abra) alapjan a kemokin fehérjék csaladjaba tartozo
monocita kemoattraktans protein 1 (MCP-1) kinaih6resog megfelel6jét kodolja (6.1.18 abra). Az egér és
kinai hércsdg szekvenciak nukleinsav szinten 80.039 %-os azonossagot, fehérjeszinten 78.095 %-os ha-
sonlésagot mutatnak. Ugyanakkor a patkany €s az egér MCP-1 kozti homologia nagyobb foku: 88.514 %.

A reamplifikalt fragmentummal tortént hibridizacié a megfelelé mRNS mennyiségének csokkenését
mutatja, a klonozott fragmentummal viszont nem sikeriilt a hibridizacié. A reamplifikalt fragmentum

azonban valdszintileg nem kevert, erre utal, hogy a klénozas soran az 6sszes tesztelt transzformans bakté-
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. . LOCUS AF081141 520 bp mRNA 11-JAN-1999
rium ugyanazt a plaZmldOt hor- DEFINITION C;icetulus sp. monocyte chemoattractant protein 1 mRNA, partial
cds.

e " 5 IACCESSION ~ AF081141
dozta. Ezen kiviil a reamplifikalt o 94139063
[VERSION AF081141.1 GI:4139063
5 " IKEYWORDS .
fragmentum az MCP-1 méretével |source Cricetulus sp.
ORGANISM Cricetulus sp.
" TR B Eukaryota; Metazoa; Chordata; Vertebrata; Mammalia; Eutheria;
€gyez0 nagysagu mRNS fa_]tat Rodentia; Sciurognathi; Muridae; Cricetinae; Cricetulus.
, REFERENCE 1 (bases 1 to 520)
4 2133 AUTHORS Bachrati,C.Z., Downes,S. and Rasko,I.
detektal- Ug}’ Vel_]l'lk, hogy a TITLE Chemical reverse transformation of CHO-K1 cells induces changes in
expression of a candidate tumor suppressor and of a gene not
14 L4 * 1di7A4- previously characterised as transformation-related
klénozott A8C-vel valé hibridiza SR Dbt had
[REFERENCE 2 (bases 1 to 520)
A 1 lo6 = Qe = AUTHORS Bachrati,C.Z., Downes,S. and Rasko,I.
las sikertelenségét -1 kisérlet Ao Semnaaa IS
’ > : > JOURNAL Submitted (31-JUL-1998) Institute of Genetics, Biological Research
metodlkal hlba okozta es a Centre of Hungarian Academy of Sciences, Temesvari Krt. 62., Szeged
’ H-6726, Hungary
. , " o0 g i T . FEATURES Location/Qualifiers
megismételt hibridizacidk sikere- source 1..520
/organism="Cricetulus sp."
/db_xre taxon:10031"
sek lesznek. /cell_line="CHO-K1"
/note="differential display analysis"
CDS <1.:323
/codon_start=3
/product="monocyte chemoattractant protein 1"
/protein_id="AAD03677.1"
/db_xref="PID:g4139064"
/db_xref="GI:4139064"
/translation="AFTAKRIPEKRLESYKRITSSKCPKEAVIFITKLKREICADPKQ
DWVQTYTKKLDQSQAKSEAATVYKTAPLNANLTHESAVNASTTAFPTTDLRXSVRVTS
MTVN"
primer_bind 113
/note="H-AP8 primer"
primer_bind complement (505..520)
/note="H-T11C primer"
[BASE COUNT 164 a 114 c 105 g 136 t 1 others
IORIGIN
1 aagcttttac cgccaagagg atcccagaga agaggctgga gagctacaag agaatcacca
61 gcagcaagtg tcccaaagaa gctgtgattt tcatcaccaa gctcaagaga gagatctgtg
121 ctgaccccaa gcaggactgg gtccagacat acacaaaaaa actggaccag agccaagcta
181 aatcagaagc tgcaactgtg tataaaacag cacctttgaa tgctaacttg acccatgagt
241 ctgcagttaa tgcatccact actgcctttc ccaccacaga cttgagaayt tctgtaagag
301 tgaccagtat gacagtgaac tagtgtgacc tggaatgtga tgccttaagt aatattaact
361 ttatttaact tattaatgtt tcaatatccc cctccctgta tacttggatt tcttagatgce
421 atgacgtggt ttcattgttt tccctctgtg aaccctggtt ctccacccta aatgttatga
481 gagatgactt ttgtaaagat gagtgaaaaa aaaaaagctt

¥5

-

-~

201

5

-~

28

-

107

30

—

157

207

401

23

o

451

286

498

Gap Weight:

Percent Similarity: 80.233

a8c.seq x j04467.em_ro

5.000
Length Weight: 0.300

Average Match: 1.000
Average Mismatch: 0.000

Quality:
Ratio:

391.5
0.753

Length: 815

Gaps: 3

Percent Identity: 80.039
May

3; 1999 19:35 ..

............................................ AAGCTT
[
GTTGGCTCAGCCAGATGCAGTTAACGCCCCACTCACCTGCTGCTACTCAT

TTACCGCCAAGAGGATCCCAGAGAAGAGGCTGGAGAGCTACAAGAGAATC
N N O N NN
TCACCAGCAAGATGATCCCAATGAGTAGGCTGGAGAGCTACAAGAGGATC

ACCAGCAGCAAGTGTCCCAAAGAAGCTGTGATTTTCATCACCAAGCTCAA
PhErrrrerr verereerrrrerreerr vt rerrreeeent
ACCAGCAGCAGGTGTCCCAAAGAAGCTGTAGTTTTTGTCACCAAGCTCAA

GAGAGAGATCTGTGCTGACCCCAAGCAGGACTGGGTCCAGACATACACAR
PLEEErE reerreeeereereert perr tereeeerrreerrer
GAGAGAGGTCTGTGCTGACCCCAAGAAGGAATGGGTCCAGACATACATTA

AAAAACTGGACCAGAGCCAAGCTAAATCAGAAGCTGCAACTGTGTATAAA
FEEE U304 1 FF 1111 [ o R Y
AAAACCTGGATCGGAACCAAATGAGATCAGAACCTACAACTTTATTTAAA
CAGCACCTTTGAATGCTAACTTGACCCA
1R i R B

ACTGCATCTGCCCTAAGGTCTTCAGCACCTTTGAATGTGAAGTTGACCCG

TGAGTCTGCAGTTAATGCATCCACTACTGCCTTTCCCACCACAGACTTGA
b rrrererrrrrerntd LEEEE reee i (R
TAAATCTGAAGCTAATGCATCCACTA. . .CCTTTTCCACAACCACCTCAA

GAAYTTCTGTAAGAGTGACCAGTATGACAGTGAACTAGTGTGACCTGGAR
Pobsbrbirer reeeertere e vererere e e et

GCACTTCTGTAGGAGTGACCAGTGTGACAGTGAACTAGTGTGACTCGGAC

336 TGTGATGCCTTAAGTAATATTAACTTTATTTAACTTATTAATGTTTCAAT 385
FEREEEEEEEeer eererrrer rreerrrrreeret reent |
548 TGTGATGCCTTAATTAATATTAAACTTATTTAACTTATTGATGTTATGGT 597
386 ATCCCCCTCCCTGTATACTTGGATTTCTTAGATGCATGACGTGGTTTCAT 435
Lot tr e et LEErreer eeeer b reer 1ot
598 ATTCCCTTTCATGAATACTAAAATTTCTTAAATGCAAGGTGTGGATCCAT 647
436 TGTTTTCCCTCTGTGAACCCTGGTTCTCCACCCTAAATGTTATGAGAGAT 485
6 [ R R e e N RN R RN RN |
648 TTTTCCCTCTCTGTGAATCCAGATTCAACACTTTCAATG.TATGAGAGAT 696
200 . . . " o
486 GACTTTTGTAAAGATGAGTGAAARAAAAARAAGCTT. . ...vvvvuunnn. 520
56 IV AU LEERER L 1 1l
697 GAATTTTGTARAGATGAATGGGTAAACTTTGTGTTTGAGATTCCAAGGTA 746
250
106
300 Gap Weight: 3.000 Average Match: 0.540
Length Weight: 0.100 Average Mismatch: -0.396
156
Quality: 113.9 Length: 150
350 Ratio: 1.064 Gaps: 2
Percent Similarity: 78.095 Percent Identity: 67.619
206
a8c.pep x mcpi_mouse.sw May 3, 1999 19:30
400
235 L onerenmimieie w0 o srsreneieueein & o Siensndisimisin o) i simmseseis AFTAKRIPEKRLES 14
Al cntnd
450 1 MQVPVMLLGLLFTVAGWSIHVLAQPDAVNAPLTCCYSFTSKMIPMSRLES 50
285 15 YKRITSSKCPKEAVIFITKLKREICADPKQDWVQTYTKKLDQSQAKSEAA 64
R R R N R N N R T A N
497 51 YKRITSSRCPKEAVVFVTKLKREVCADPKKEWVQTYIKNLDRNQMRSEPT 100
335 65 TVYKT....:..AFLNANLTHESAVNASTTAFPTTDLRXSVRVTSMTVN' 107
sz bl (14 11 o B -8 el [ & ot = {11 HErrentl
547 101 TLFKTASALRSSAPLNVKLTRKSEANASTT.FSTTTSSTSVGVTSVTVN. 148
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6.1.2.2. A TRANSZFORMACIOS FOLYAMATBAN RESZT VEV(, FELTEHETGEN ONKOGENIKUS GENEK

Két masik cDNS fragmentum szekvenciaja szintén mar ismert, de részleteiben még nem karakterizalt

génekhez mutatott homoldgiat.

Az R7A klon 360 bp, az éltala
detektalt mRNS 1.1 kbp hosszu-
sagl, mennyisége a reverz transz-
formacié soran szignifikansan, a
kezeletlen szintjének
139.25+15.14 %-4ra emelkedik
(p=0.0012). Szekvenciaja (6.1.19

abra) szamos EST-n kiviil kezdet-

sejtek

ben semmivel nem mutatott homo-
légiat. Az EST szekvenciakbol
azonban a genomic walking minta-
jara database walking-nak (6.1.20
abra) madszerrel

sikeriilt egy hosszii hibrid cDNS

elnevezhetd

szekvenciat el6allitani, melynek
transzlaciojaval kapott elméleti
peptid szekvencigja homoldgiat

mutatott egy 26 kDa feltételezett

fehérjével. Ennek kodold szekven-

/organism="Cricetulus sp."
/db_xref="taxon:10031"
/cell_line="CHO-K1"

1413
/note="H-AP7 primer"
€1l 72

primer_bind
CDS

p27BBP"

/codon_start=1
/product="unknown"
/protein_id="AAD03676.1"
/db_xref="PID:g4139062"
/db_xref="GI:4139062"

3'UTR
polyA signal

73..360
323..328
/evidence=not_experimental
complement (345..360)
/note="H-T11A primer"
101 ¢ 85 g

primer_bind

BASE COUNT
ORIGIN
1
61
121
181
241
301

80 a 94 t
aagcttaacg
agcctcacat
atttaccatg
accagagctg
tgttataaaa
ctgctgtctt

aggccaagcc
gagtcacctt
cctgagctag
aatggttgag
aggcttgccg
gtgtcccacc

tagcactatt
ccatgctgct
tatgtaccaa
cgcgcccaac
tgtcatgctg
ccattaaagt

LOCUS AF081140 360 bp mRNA ROD
DEFINITION Cricetulus sp. unknown mRNA.

(ACCESSION AF081140

NID g4139061

[VERSION AF081140.1 GI:4139061

KEYWORDS .

SOURCE Cricetulus sp.

ORGANISM Cricetulus sp.

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Vertebrata; Mammalia; Eutheria;
Rodentia; Sciurognathi; Muridae; Cricetinae;
REFERENCE 1 (bases 1 to 360)

AUTHORS Bachrati,C.Z., Downes,S. and Rasko,I.

TITLE Chemical reverse transformation of CHO-K1 cells induces changes in
expression of a candidate tumor suppressor and of a gene not
previously characterised as transformation-related

JOURNAL Unpublished

REFERENCE 2 (bases 1 to 360)

AUTHORS Bachrati,C.Z., Downes,S. and Rasko, I.

TITLE Direct Submission

JOURNAL Submitted (31-JUL-1998) Institute of Genetics,

Centre of Hungarian Academy of Sciences, Temesvari Krt.
H-6726, Hungary
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..360

/note="differential display analysis"

/note="similar to Homo sapiens betad integrin interactor

/translation="KLNEAKPSTIATSMRDSLIDSLT"

gccaccagca
gtgtgggctce
acgctggcag
ccttcttcat
gctttgagtt
actgcctccc

2 R7A szekvencidja a Genbank

11-JAN-1999

Cricetulus.

Biological Research
62., Szeged |

tgcgggattc
ctggctctgg
cagggcgtgg
ccgtgccatc
gtggctcctg
cccataaaaa

cctcattgac
actttggctc
cagagagctt
tctagactat
gatgagagtt
aaaaaagctt

cigjat az élesztd genom project kozolte a Saccharomyces cerevisiae XVI. kromoszéméajan. Az EST

adatbazisbdl kiszedegetett szekvencidk tantisaga szerint eléggé széleskoriien expresszalodik. Megtalaltak

human magzati maj, Iép és tiido; human el6bor melanocyta; emid; placenta; tiido; multiplex sclerosis

lesio; hasnyalmirigy Langerhans szigetek valamint teljes egér embrionalis cDNS kdnyvtarakban.

A teljes human cDNS szekvenciat nemrégen kozolték {734, 735}. Az R7A szekvenciaval nukleotid

szinten 73.315 %-os, fehérje szinten 95.652 %-os azonossagot mutat (6.1.21 abra). Terméke egy 27 kDa

fehérje, amely legalabb két, egymastdl meglehetésen tavol allo funkcidt tolt be. A p27°87< fehérje

homolégjai rendkiviil széles korben elterjedtek és igen erdsen konzervaltak. A fehérje eukaridta sejtekben

a nukleoluszban lokalizalédik, és a 60S riboszomaélis alegység biogenezisében lehet életfontossagu

szerepe. Evoluciésan konzer-
lATG iTGA l1026
valt funkcidéja mellett epi- ' or | 1038
= R e > R7A
telialis eredetli sejtvonalak- 610 950
) ) t j —> EST:w76853 (mouse)
ban talan az intermediate S5 5% EST-w66947 (mouse)
filament citoszkeleton hemi- = A EST:w07914 (mouse)
dezmoszomakhoz  torténd s SR - EST:h32264 (rat)
kapcsolasaban vesz részt :;2692 : 612}: ScCHRXVI
{1487}. -
 walking az R7A szekvencidval
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1
701
47
751
97
801
145
851
195
899
241

947

r7a.seq x yll435.em_huml

Gap Weight: 5.000 Average Match: 1.000

Length Weight: 0.300 Average Mismatch: 0.000
Quality: 226.2 Length: 1132

Ratio: 0.628 Gaps: 6

Percent Similarity: 73.315 Percent Identity: 73.315

May 3, 1999 17:54

. .. .AAGCTTAACGAGGCCAAGCCTAGCACTATTGCCACCAGCATGCGGG
POELE Lt e bbb et
CTTCAAGCTGAATGAAGCCCAGCCTAGCACCATTGCCACCAGCATGCGGG

ATTCCCTCA%TGACAGCCTéACATGAGTCACCTTCCATGCTGCTGTGTGG
Leerrrrererrrrerererer reeeverrrreeer o 11
ATTCCCTCATTGACAGCCTCACCTGAGTCACCTTCCAAGTTGTTCCATGG

GCTCCTGGCTCTGGACTTTGGC. . TCATTTACCATGCCTGAGCTAGTATG
Lerrrrrrerrrerrer il bl Ad) |
GCTCCTGGCTCTGGACTGTGGCCAACCTTCTCCACATTCCGCCCAATCTG

TACCAAACGCTGGCAGCAGGGCGTGGCAGAGAGCTTACCAGAGCTGAATG
L O I O I I O A O A B |
TACCGGATGCTGGCAG. . GGAGGTGGCAGAGAGCTCACTGGGACTGAGGG

GTTGAGCGCGCCCAACCCTTCTTCATCCGTGC. . . . CATCTCTAGACTAT
[ S TR o 0 L e B o i
GCT. .GGGCACCCAACCCTTTTCCACCTGTGCTTATCGCCTGGATCTATC

TGTTATAAAAAGGCTTGCCGTGTCATGCTGGCTTTGAG. . . TTGTGGCTC
Voo e LR A B I [BENRRN

ATTACTGCAAAAACCTGCTCTGTTGTGCTGGCTGGCAGGCCCTGTGGCTG

CTGGATGAGAGTTCTGCTGTCTTG. . . TGTCCCACCCCATTARAGTACTG 334 i
80 O O T ol PR LEErereerrerrrert ol
CTGGCTGGGGGTTTTGGTGTCCTGTCCTGTGCCACCCCATTAAAGTGCAG 1046 |

288
997
CCTCCCCCCATAAAARAAAAAAGCTT

Kl LEERERLE LA
TTCCCTCCGGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAAAAAAAAAAAAAAAA 1096 |

335 360

1047

46
750
Gap Weight: 3.000 Average Match: 0.540
96 Length Weight: 0.100 Average Mismatch: -0.396
800 Quality: 33.4 Length: 246
Ratio: 1.392 Gaps: 0
144 Percent Similarity: 95.652 Percent Identity: 95.652

r7a.pep x hsp27bbp.pep May 3, 1999 17:57

KLNEAKPSTIATSMRDSLIDSLT 24
Ll
201 DWCAFCGLDTTSTELSVVESVFKLNEAQPSTIATSMRDSLIDSLT 245

A K7C2 cDNS fragmentum 353 bp. az altala detektalt mRNS 3.2 kbp hossziisagi. Az mRNS

rendkiviil alacsony szinten expresszalddik, amely azonban a kezeletlen szint 154.63+28.69 %-ara

emelkedik a reverz transzformacié soran (p=0.048) (6.1.12 abra). Szekvenciajara (6.1.22 abra) nagyon

sokaig nem sikeriilt homoldgiat taldlnunk, mignem a human genom projectbdl szarmazé 7. kromoszoémas

142396 bp hosszt HTG (high throughput genomic) szekvenciaban jo egyezést mutatott (6.1.23). Tudvan,

hogy a K7C2 egy mRNS fajta 3' vége, a homoldgiatol S' iranyban kivalasztottunk egy 40 kbp nagysagi

szakaszt, és ezzel megsziirtiik az EST szekvencia adatbazist. A HTG szekvencia fejlécében jelzett

potencialis exonok, valamint két EST (m62210, w03496) segitségével sikeriilt 6sszeallitanunk egy 914

bp hosszisaga 5' végi elméleti mRNS szekvenciat, ami potencidlisan egy 384 aminosav hosszisagu

fehérjét kédolt. Ez azonban nem ért el a K7C2 homologiaig. Nem sokkal ezutan jelent meg Serebriiskii

és mtsai kozleménye a human [ocus
DEFINITION
Kritl  fehérjét kédold6 cDNS Rip> ™
[VERSION
klonozasardl {699}. Az ott k6zdlt  |scorcs
ORGANISM
cDNS szekvencia és az altalunk
REFERENCE
Osszeallitott feltételezett szekven- R
cia teljes egészében megegyezett. vt
' REFERENCE
Az emlitett munkacsoport a RTINS
I3 , ’ JOURNAL
Ras csaladba tartozé GTPaz
B o . FEATURI
Krevl/Rapla fehérjével kolcson- i
hatasba 1ép6 fehérjéket keresve
klénozta a kritl cDNS-t. A G
Krevl/Rapla fehérjérél korabban prime
B . BASE COUNT
kimutattak, hogy a ras transz- [oriemy
792 B o . 61
formalé mutéacidival antagonizal. 121
e I oo _ve ) 241
Bar a K7C2 és a kozo6lt human 301

kritl szekvenciak kozvetleniil nem

AF081139

353 bp mRNA ROD 11-JAN-1999
Cricetulus sp. unknown mRNA, 3' UTR, partial sequence.
AF081139
g4139060
AF081139.1 GI:4139060
Cricetulus sp.
Cricetulus sp.
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Vertebrata; Mammalia; Eutheria;
Rodentia; Sciurognathi; Muridae; Cricetinae; Cricetulus.

1 (bases 1 to 353)

Bachrati,C.Z., Downes,S. and Rasko,I.

Chemical reverse transformation of CHO-K1 cells induces changes in
expression of a candidate tumor suppressor and of a gene not
previously characterised as transformation-related

Unpublished

2 (bases 1 to 353)
Bachrati,C.Z., Downes,S.
Direct Submission
Submitted (31-JUL-1998) Institute of Genetics, Biological Research
Centre of Hungarian Academy of Sciences, Temesvari Krt. 62., Szeged

and Rasko,I.

H-6726, Hungary

Location/Qualifiers
e 1.4853

/organism="Cricetulus sp."

/db_xref="taxon:10031"

/cell line="CHO-K1"

/note="differential display analysis"

<1..353
r_bind 1..13

/note="H-AP7 primer"
r_bind complement (338..353)

/note="H-T11C primer"

134 a 36 ¢ 56 g 127 t

aagcttaacg aggtgtatag tctcttgtag tatatatgta tatgctgtta catacactgt
acagaatctg tactcctgtt tggtgtgtaa tataccactt agctttgtat gataggtcat
aaacttctaa tttttgagag aaccacataa aaataaacag tctgtattat attagacaaa
atagtaagct ttataaaaag ttatttttgg taaatagtaa agaattagtg tggaatgtga
tgaaattaaa atatagcttt gatataattt tatgtgttac ttcaacatat actgaaaatc
aacatgattt aaaaaaaaag ctt =

gaataaataa aatgtatttt gtacttggaa
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fednek 4t (6.1.24 abra), mégis gy gondoljuk,
hogy a K7C2 a krit] kinaihdrcség homolédgja
amely eltér6 poliA addicidés szignal, és talan
alternativ splicing eredményeképp a prototipustol
kiilonbozik. tobb
alatamasztja: 1) A kritl kiillonb6z6 hosszisagi (3-
4.5 kb) mRNS-eit detektaltdk kiilonbozo
szdvetekben {699}. 2) A kritl 3' vége és a K7C2
homoldgia 5' vége egymastol 22 bp tavolsagra
van a human HTG szekvencian. 3) A K7C2-vel
tokéletesen atfedd EST szekvencia (aa598899),

Elképzelésiinket tény is

amely a kritl 3' végétdl 172 bp tavolsagban
kezd6dik, és a K7C2 homoldgian 11 bp-al
talnyalik. 4) Alternativ splicingra utal a krit] 7. és
is
(aa023763). (6.1.24 4bra) 5) A K7C2 mRNS-hez
kritl

expresszalodik a sejtekben.

8. exonja kozé ékelédd két EST exon

hasonldéan a is alacsony szinten

47

92000
43
91950
93
91906
140
91856
184
91806
233
91756
283
91707

333

| Percent Similarity:

k7c2.

5.000
0.300

Gap Weight:
Length Weight:

1.000
0.000

Average Match:
Average Mismatch:

258.9
0.733
83.526

Quality:
Ratio:

Length: 2008
Gaps: 5
Percent Identity: 83.526

seq x hsac000120.seq May 3, 1999 18:06

........ AAGCTTAACGAGGTGTATAGTCTCTTGTAGTATATATGTATA

| O i 0 O Sl v T N e
AAAAAATTACTTTCAACAAGGCATATAGTCTCTTGTAATATATATGTATA

TGCTGTTACATACACTGTACAGAATCTGTACTCCTGTTTGGTGTGTAATA
| AT L EERERER N EREEE e R EEEELLE 8 LB
CTAT: . cows TACATTGTACAGAATCTGTACTTATGTTTGGTGTGTAATA

TACCACTTAGCTTTGTATGATAGGTCATAAA. . .CTTCTAATTTTTGAGA
L FEEL B T E 11 [ARRRERRRARERE!
TACCAATTAGTTTTATATAATATCCTCATAAGCTATTCTAATTTTTGAGA

GAACCACA. .. ... TAAAAATAAACAGTCTGTATTATATTAGACARAATA
ELE L] [ e 0B B e B G T R B
GAAACACAAAAAGTTATAGATTGATAGTCTGTATAATATTAGACAARATA

GTAAGCTTTATAAAAAGTTATTTTTGGTAAATAGTAAAGAA.TTAGTGTé
L T o L O R B
GTAAGCTTTATAAAAAGTTATTTTTGGTAAATGGTAAGGAATTTGGGGTG

GAATGTGATGAAATTAAAATATAGCTTTGATATAATTTTATGTGTTACTT
L O o o o s B ) A
GAATGTGATGAGATTAAAATGTAGCTTTGGTATAACTTCATGTG. TATTT

CAACATATACTGAAAATCAACATGATTTGAATAAATAAAATGTATTTTGT
L Trrrrrer e e e rerrrrerennn |
CAAAATATACTGAACGTCAACATGATTTGAATAAAGAAAATGTATTTTCT

ACTTGGAARARAARRDARGCTT - « ¢ vecivioiein oo mmiovennessnsosn
L6 5 e e I e | |

ACTTGAACCACATAACACTGTTATTTAAAACAGTTTTCTGCAGTCTAT.

127167 127037 126558 126444

126229

126086

118320 118163 117464 117357

=

114615 114458 113690 113540

IE1 | IEZ I |E3

113459

IE4
394 550

112989 112462 112356

|
|Ea

1 , =

lEs | IE7 I
659 , 816 817 3 966

106416 106248 105616 105531 105040 104831 93060 92943
|ES | |E9 I E10 E11

92441 92010

91838

967 1134 1135 1219 1220 1430 1431 1547

91652

l
|E12 |

|
|EST

91708
332
91658

353
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6.1.3. A reverz transzformacié hatasa a sejtciklus ellenérzé pontokra.

Mint azt a bevezetd fejezetekben Osszefoglaltam, a kémiai reverz transzformacié a sejt
fiziol6giajanak, morfolégidjanak és biokémiajanak rendkiviil széles spektruman fejti ki a transzformalt
fenotipus reverzidjat. Az S fazisos ellen6rzOpont hibaja a transzformalt ragesalosejtek sajatossaga, a
normal és transzformalt human sejtekre nem jellemzé. Kivancsiak voltunk, hogy mi torténik az S fazisos

ellen6rzd pont mitkodésével a reverz transzformacié soran.

6.1.25 dbra. A hibds S fazisos ellendrz8pontii sejtek hidroxiurea blokkot kovetd koffein kezelés
hatdsdra 4 ora mulva felkerekednek mitozishoz (jobbra), mig a normdl sejtek nem (balra).
Fluoreszcens mikroszkdpos felvételek, 100 X objektiv.

[zoleucin éheztetéssel késdi G, fazisra elészinkronizalt sejteket blokkoltunk S fazisban hidroxiurea,
vagy afidikolin kezeléssel legalabb 18 o6ra hosszdig. Ez a kezelés a malignusan transzformalt
ragcsalosejtek sejtciklusat a G,-nek megfeleld allapotra éllitja be, holott a DNS szintézis blokkolasa miatt
a replikacié nem jatszodhatott le. A maradék sejtciklus kontroll ezt kvetden koffein kezeléssel kénnyen
tonkretehetd, a sejtek felkerekednek mitozishoz
(6.1.25 abra) és korai kromoszémakondenzacio- ——
ba (PCC) kezdenek (6.2.21 és 6.2.22 abrak), - @ -
végzetes kovetkezményekkel {367}. A PCC-t - '
mutatd sejtek szdma kvantitativ valasz, aranyos | g
az S fazisos ellenérzépont miikddésének gum

szigorusagaval. Az S fazisos ellenérzdpont ezen

hibaja csak transzformalt ragcsalosejtekben e

(BHK-21, CHO, 10a2b) jelenik meg, a normal s 3 . ’
[ S ——— " U

ragcsalosejtekben (pl. primer fibroblasztok, . T .. *

3T3), illetve az Gsszes vizsgalt humén sejtben 6.1.26 dbra. A kémiai reverz transzformdcié

(293, ATSBIVA, HeLa) miikodik {681}. visszadllitja az S fazisos ellendrzépont integritdsdt.
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Két napig reverz transzformal6 médiumban tartott CHO-K1 kultiraban a PCC-t mutat6 sejtek aranya
az ép S fazisos ellendrzéponti sejtekétsl (HeLa, MF) alig megkiilonboztethetd (6.1.26 abra), ami egyér-
telmii bizonyitéka annak, hogy a reverz transzformacio6 az S fazisos ellenérzépont hibéjat helyreallitja.

Erdekes ellentmondas van ugyanakkor a mitotikus ellendrzépont tekintetében. Az ugyanis az
irodalmi adatokbdl egyértelmii, hogy a reverz transzforméal6é é€s a mikrotubulus destabilizal6 agensek
egymas hatasat teljes mértékben antagonizaljak. Kolcemiddel, kolchicinnel meg lehet akadélyozni a
reverz transzformacié szamos jellegzetes valtozasat, viszont még nagyobb dézisi cAMP szirmazékkal
kompenzalni lehet a gatlast. Ugyanez 4ll forditva is, a mikrotubulusok destabilizacidjaval jaré reakciokat
a cAMP szarmazékok gatoljak.

Ugyanakkor a mitotikus ellenérzépontra a reverz transzformacié nincs hatassal. Az instabil M fazisos
ellenérzéponttal rendelkez6 sejtek a mikrotubulus destabilizalé agensek okozta blokkbdl mintegy négy
6ra mulva abortiv mitézissal kilépnek, és a reiniciacids ellendrzopont miikodésétol fiiggben vagy
végrehajtanak egy ujabb (4n kromoszémaszamu) ciklust, vagy G,-ben megrekedve végiil multimikronuk-
lealt sejtként elpusztulnak. A reverz transzforméacié a transzformalt ragcsalosejtek M fazisos

ellendérzépontjanak miikodésére semmilyen hatassal nem volt.

6.2. ONKOGENEK TULTERMELTETESENEK HATASAI A SEJTCIKLUS ELLENGRZOPONTOKRA

6.2.1.

stabil tultermelé sejtvonalak létrehozasa

Onkogén tultermeltetésre alkalmas expressziés plazmidkonstrukciok épitése, és

A Northern blott kisérletek eredményeit alapul véve (6.1.1 fejezet) taltermeltetésre harom onkogént
valasztottunk ki, melyek az onkogének harom kiilonbdzd csoportjat: szignal transzdukcids faktorok (c-
src), transzkripcids faktorok (c-jun), valamint extracellularis szignal faktorok (wntl) képviselik {1486}.
A c-jun, c-src és wntl onkogének végigtranszlalhaté cDNS klénjait az ATCC (American Type Culture

Collection) klontarbol, illetve személyes kapcsolatok utjan szereztiik be. A cDNS fragmenteket az

Bcdl 12
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T7 pr
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Invitrogen altal forgalmazott eukaridta expresszids vektorokba (pRC/RSV, 6.2.1 éabra; illetve pCDNA3,

6.2.2 4bra) épitettiik be. Mindkét vektor tartalmaz bakterialis (Amp®), és eukariota (Neo®) szelekcids

markert, valamint

polilinkert, amelyet a pRc/RSV esetében RSV LTR, a pCDNA3 esetében pedig a

citomegalovirus promoter, és a szarvasmarha ngvekedési hormon poliA addicios szignalja fog kozre.

Az egér idegspecifikus c-src cDNS klonjat (pN1.8) Dr. Santha Miklds kollégank kérte el Prof. David

Baltimore-t6l egy korabbi munkahoz {913}. A c-src cDNS-t a pN1.8 plazmidbol EcoRI / Klenow / Xbal

fragmentumon vittilkk be a pRc/RSV HindIIl / Klenow / Xba helyére. A rekombinans konstrukciokat

Smal, Sacl és Bgll enzimekkel torténd emésztéssel ellendriztiik le. Igy kaptuk a pRe/src konstrukciot

(6.2.3 abra).

Az egér c-jun cDNS-ét az ATCC klontarbdl kértiik meg (pJAC.1; ATCC 63026). A cDNS-t EcoRI /

Klenow fragmentumon vittiikk be a pRc/RSV feltoltott HindIIl helyére. A rekombinans plazmidokat

pRcl/src
6961 bps

puc

\ Xho!,2105
BamHI2114 |

SV40 pA SV40 EP
Neo" /

hordozé baktérium klénokat koldniahibridizacio-

val valasztottuk ki, majd az inszert iranyat Pstl,
Smal, Bgll és Ncol emésztésekkel ellendriztiik.
igy kaptuk a pRc/jun konstrukciot (6.2.4 4bra).

Az egér wntl cDNS klonja szintén az ATCC
kléntarbdl szarmazik (pMT70; ATCC 63013). A
wntl cDNS-t EcoRI / Xbal fragmentumon,
iranyitottan szubklénoztuk a pCDNA3 vektor
EcoRI / Xbal helyére. A rekombinans klonokat
Hincll, Bglll, Ncol, Apal, valamint Xbal / EcoRI
kettds emésztéssel ellendriztiik. Igy kaptuk a
pCMVwntl klont (6.2.5 abra).

Ugyan mindkét vektoron rajta van az SV40
replikacids origo,

amely biztositja, hogy a
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plazmid az eukaridta sejtben a kromo-

szomaktol fliggetleniil replikalodjék, a

CHO-K1
K1srcB6
K1srcC1
K1srcC5
K1srcD3
K1srcD6
CHO-K1
Kiwnt1A4
K1wnt1C6
K1wnt1D5

stabil transzfektansok el6allitisdhoz a
kromoszomalis integracid elénydsebb.
Mivel az integracidos esemény linearis
transzfektald6 DNS-el sokkal gyakrabban
bekovetkezik, ennek elésegitése érdekeé-
ben a tisztitott konstrukcidkat a sejtbe
valé bevitel elott Bglll enzimmel -

amely az onkogént meghajté RSV LTR

illetve CMV promoéter el6tt hasit -

linearizaltuk. A CHO sejtek transzfekci-
djat kalcium foszfat koprecipitacids illetve elektroporaciés moédszerrel végeztiik. Ures vektorral is
transzfektaltunk sejteket, ezeket a kisérletek soran kontrollként hasznaltuk (K20neoA3 és K1neoA6). A
transzfekciot kovetéen a G418 rezisztens tuléld sejtekbol 24-24 db egyedi koldniat izolaltunk. A 24
izolalt klon sejtjeibdl 6ssz RNS-t preparaltunk, és a taltermelés mértékét Northern blott hibridizacidval
teszteltiik. A transzfekcios kisérleteket és a tultermeld klonok izolalasat kétféle kinaihdrcsdg ovarium
sejtvonallal (CHO-K1 és CHO-K20) is elvégeztiik. Az elézetes sziirés alapjan kivalasztott tdltermeld
CHO klénokat ezt kovetéen Northern blott hibridizacidval jbdél ellendriztiik. Ezen kisérletek
meger0sitették, hogy a valasztott klénok valéban tiltermelék az adott onkogénre, valamint, hogy
hosszabb tenyésztést kovetden is megdrzik onkogéntiltermeld képességiiket. A CHO-K1 transzfektalt

szarmazékok egy reprezentativ Northern blott hibridizaciés képét mutatom be a 6.2.6 abran. A 4.3 kbp

1 refe'r? i?ahszfdmalt: Kl Wn't.ID5
klén morfolégidja. Faziskontrasz
felvétel, 10 X objektiv.




Eredmények 52

src mRNS az endogén, a 2.4 kbp nagysagu a bevitt transzgénr6l keletkezik. A kiilnb6z6 hosszasagh
wnt]l mRNS-eket valésziniileg a konstrukcion levé harom poliA addicios szignal alternativ hasznalata
eredményezi. A harom szignalbol ketté a cDNS inszerten talalhatd és in vivo is alternativ mdédon

hasznalt, a harmadik az expresszios vektoron 1évé BGH gén szignalja.

6.2.2. Az onkogének tultermeltetésének hatasa a morfolégidgra és a reverz
transzformalhatésagra

Az onkogének tultermeltetésének hatasat a reverz transzformalhatosagra tobbféle citoldgiai modszer-
rel vizsgaltuk. Vizsgaltuk a sejtek megnyulasanak mértékét, a lagyagarban vald novekedés képességének

elvesztését és a ciklusidé megndvekedését. Osszefoglaléoan megéllapithat, hogy a harom kiilonb6zé

Cover

tipusu onkogént (c-src, c-jun, wntl) tiltermeld sejtvonalak reverz
Lower compartment
Transwell

Upper compartment
Pipet tip access port

transzformalhatosaga a kontrollhoz képest nem kiilonbozik.
A Klwnt1DS5 wntl transzformalt kléon morfolégidja a tobbi vonal-

tol némiképpen eltért. A sejtek nagyobbak, sokkal inkabb kiteriiltek, és

inkabb sokszog alakuak, mint megnytltak voltak (6.2.7 4bra). Tudvan

azt, hogy a wntl onkogén terméke egy extracellularis névekedési faktor

{1486}, és hogy PC12 feokromocitoma sejtekben morfolégiai véltoza-

bs T 3

sokat indukal {453}, megvizsgaltuk, hogy vajon a KlwntlD5 vonal \ EN— B

6 well cluster plate

megvaltozott hatdsa a szérumba kijuté faktor kovetkeztében jon-e 1étre.

Costar transwell edénykében (6.2.9 abra) tenyésztettiink normal CHO- & '"'“..F“," swg[l‘

K1 és KlwntlDS5 sejteket egy kultirdban gy, hogy a sejtek fizikailag

el voltak valasztva, a médium és a benne levo faktorok atjarasa
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azonban a fels6 edényke 0.4 pM méretli poérusain biztositott volt. A CHO-K1 sejtek morfolégiaja
azonban az egyiitt tenyésztés soran nem valtozott meg, jelezve, hogy a K1wnt1D5 vonal morfoldogiajanak
valtozasa mas okra vezethetd vissza. A poliploid sejtekre hasonléan megnovekedett sejtméret, és lapitott
morfoldgia jellemz6. A Klwnt1D5 modalis kromoszoémaszama 42, tehat valdszin{i, hogy a morfoldgiai
valtozas nem a wntl onkogén, hanem a poliploiditas hatasa. A tobbi wnt/ transzfektansnal, illetve a c-jun

és c-src transzformalt klénnal nem tapasztaltunk semmilyen morfoldgiai valtozast.
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6.2.14 dbra. Kezeletlen (balra) és reverz transzformalt (jobbra) Klwntl D5 sejtek novekedése lagy

agarban. Fziskontraszt mikroszkdpos felvételek, 10 X és 4 X objektiv.

A harom onkogén taltermeltetése hasonloképpen nem befolyasolja a reverz transzformaltathatosagra
vald hajlamot. A transzfektansok reverz transzformaciora adott morfolégiai valasza a nem transzfektans
sejtekhez képest semmiben nem kiilonbozik (6.2.8, 6.2.10 és 6.2.11 abrak). Hasonl6an nem kiilsnbdznek
a transzfektans és nem transzfektans sejtek a lagyagarban val6 szaporodéas képességében (6.2.12, 6.2.13
és 6.2.14 abrak).

6.2.3. Az onkogének tultermeltetésének hatasa az S fazisos ellen6rzépont
miikédésére

A CHO-K1 sejteket és az onkogén thltermeld szarmazékokat a szokasos mddon hidroxiureaval
blokkoltuk, majd koffein kezelést kovetéen szamoltuk a PCC-t mutato sejtek aranyat. Kisérleteink soran

negativ kontrollnak (ami ebben az esetben alacsony szami PCC-t, de jol mikodé S fazisos

ellen6rzépontot jelent) HeLa sejtet (human transzformalt epitél), primér egér fibroblasztot, vagy

immortalizalt (de nem transzformalt!) C113T3 =l

egér fibroblasztot {487} hasznaltunk. Ezen sejtek . °&M

mindegyikében a keletkezett PCC-s sejtek aranya "

nagyon alacsony, mig a hibas S fazisos | &

ellenérzéponti sejtekben magas (6.2.15 abra). A 3”‘

valasz intenzitasa kisérletrdl kisérletre eltérd, 15 i

% és akar 50 % kozott lehet, amelynek oka eddig i

még nem behatarolt mellékhatas. A PCC-s sejtek | o . : 7 e
[ ———

kozé beleszamoltuk a latszélag normalis

metafézisos sejteket - hiszen ezek is valamilyen 6.2.15 dbra. A kisérleteink sordn haszndlt pozitiv és ;

médon a hidroxiurea blokk alél kiszabadultak, neigat’z’v kontrollok korai kromoszémakondenzdcidjdnak §
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ezek azonban alacsony aranyuk miatt semmiképpen nem okozhattidk a PCC arany tapasztalt ingadozasat.

A negativ kontroll sejtek szintén mutattak néhany szazalék PCC-t, a pozitiv kontrollok azonban ekkor is

sokkal intenzivebb vélaszt adtak. Ezt minden bizonnyal az okozza, hogy az el6szinkronizacié is és az S

fazisos ellendrzépont is kissé "ereszt", nem 100 %-os hatasfoku.

4
A koffeln kezelést kovetOen eltelt idd (6ra)

6.2.16 dbra. A src tultermelé CHO-K1 szdrmazékok
korai kromoszémakondenzdcidjanak mértéke (PCC #7,
Szeged, 110397, EthBr festés)

iy Ll r s e
° 2 . -
A Loffeln kazoldst kovetoen eltelt id6 (6ra)

6.2.17 dbra. A src tiltermelé CHO-K1 szdrmazékok
korai kromoszomakondenzdcidjdnak mértéke (PCC #12
Szeged, 150597, EthBr festés)
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A koffein kezalést kivetdsen eltelt 0 (6ra)

6.2.18 dbra. A watl tultermelé CHO-K1 szdrmazékok
korai kromoszémakondenzdcidjanak mértéke (PCC
#10 Szeged, 180397, EthBr festés)
leteszteltik az
A kovetkezd
kisérletben

Kisérleti rendszeriinkben
onkogén thltermeld vonalakat.
abrakon

mutatom be a kiilonbozd onkogéneket tultermeld

néhany  reprezentativ

sejtek  hidroxiurea blokkot kovetd koffein
kezelésre adott valaszat.

A bemutatott abrakbol egyértelmiien kideriil
az elsére meglepd, de irodalmi adatokkal jol
alatimaszthaté eredmény: a src onkogén
tultermeltetése fokozza a PCC-s sejtek szamat, a
malignus sejtekre jellemzd hibas S fazisos

ellen6rzépont valaszt (6.2.16 és 6.2.17 abrak),
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A koffein kezelést kovetden oltelt (dd (6ra)

6.2.19 dgbra. A wntl tiltermeld CHO-K1 szdarmazékok
korai kromoszémakondenzdcibjanak mériéke (PCC #3
\Szeged, 121296, EthBr fesiés)

6.2.20 dbra. A jun tiltermeld CHO-KI szdrmazékok
korai kromoszomakondenzdcidjanak mértéke (PCC
#7, Szeged, 110397, EthBr festés)
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mig a wntl onkogéné csokkenti (6.2.18 és 6.2.19 abrak). A jun onkogént tiltermeld sejtekkel ilyen

valaszt nem tudtunk kimutatni, a kontrollhoz képest nem latszik kiilonbség (6.2.20 abra).

6.2.4. A src tultermeltetés S fazisos ellenérzépontot befolyasolé hatasa tovabbi
kérdéseket vet fel

A src tiltermeltetés S fazisos ellendrzépontra gyakorolt érdekes hatdsat tobb iranybol kivanjuk
tovabb vizsgalni: 1) Megfigyelhet6-e kiillonbség a src tiltermeld klonok és a tobbi sejt kozott a spontan
PCC kialakulasanak aranyéaban kiilonbdzd drogok, vagy sugdrzasok hatdsira bekovetkezd S vagy G,
fazisos blokkot kévetden? 2) Van-e kiilonbség a koffeinnel rokon de mas tdmadasponti vegyiilet, a
pentoxifillin hatdséban? 3) A src csaladba tartozd mas fehérjék, illetve viralis megfelel6ik is mutatjak-e
az S fazisos ellendrzépont hibédjat fokozé hatasukat? E kérdések megvalaszolasara vonatkozo kisérleteink
részben a tervezés fazisaban vannak még, egy résziik viszont a korabbiakkal egyez6 eredményeket hozott.

Ismert, hogy a koffeinnel rokon vegyiilet, a pentoxifillin a korai kromoszémakondenzaciét el6idézd

hatasaban hasonlit a koffeinhez, azonban a PCC-be kényszeritett sejtek aranya alacsonyabb, mig az

apoptotikus sejtek ardnya magasabb. Egymassal parhuzamos kisérletben eldszinkronizaltunk harom
sorozat sejtet (a src taltermeld klonokat, pozitiv illetve negativ kontrollt), majd két sorozatot blokkoltunk
hidroxiureaval, a harmadikat nem. A hidroxiurea blokkolt sejtek koziil az egyik sorozatot, valamint a nem
blokkolt sejteket kezeltiik pentoxifillinnel, majd szamoltuk a létrej6vé mitotikus alakzatokat. A sejtek
koz6tt nagyon véltozatos volt a mitotikus alakzatok morfoldgidja, tokéletes metafazis, klasszikus PCC
(6.2.21és 6.2.22 abrak), szétfragmentalddott apoptotikus kromatin (6.2.23 abra), hibasan Ossze-vissza
kapcsolédott kromoszémak (anafazisos hidak, 6.2.24 abra) és posztmitotikus multimikronukleaci6
(6.2.26 abra) ugyanugy el6fordultak. Mivel azonban ezek mindegyike az S fazisos blokkbol vald
kilépésre utal, nem tettiink kiilonbséget kozottiik. A kép igy sokkal bonyolultabba valt, mindazonéltal

egyértelmi, hogy a hidroxiurea blokkot kévetd pentoxifillin kezelés a src tultermelé klonokban nagyobb
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6.2.23 dbra. Apoptozis. 6.2.24 dbra. Anafdzisos hid.

SN S SE GG S |

2 4 L}
A pentoxifillin kezelést kdvetSen elteit d5 (Gra)

6.2.25 dbra. A hidroxiurea blokkot kivetd pentoxifillin
kezelés kivetkeztében létrejove mitotikus alakzatok

ardnya src tiltermeld sejtekben. -

aranyt mitotikus katasztrofat indukal, mint a kontroll
K1neoA6-ban (6.2.25 abra).

Ugyanebben a kisérletben megprobaltuk 6sszeha-

15

bt o FE s IR o 6.2.26 dbra. Multimikronukledcio.
sonlitani a spontan mitézisba lépo sejtek aranyat, és azt I

kaptuk, hogy a src taltermelé sejtek sokkal nagyobb

aranyban lépnek ki a hidroxiurea blokkbdl, koffein vagy pentoxifillin kezelés nélkiil, mint a kontrollok
(6.2.27 abra). A hidroxiurea blokk hatékonysagat tekintve mar szembe6tld a kiilsnbség: mig a HeLa és a
K1neoA6 egyaltalin nem mutat semmilyen kondenzacidt, addig a src taltermeld klonokban ez az arany
viszonylag magas. Kiilondsen szembetlind volt, hogy a megfigyelt kondenzalt magok kozott jelentds

szamu igazi PCC-t lehetett megfigyelni.
A csak pentoxifillinnel kezelt csoport nagyrészt valdédi metafazist, apoptézist illetve anafazisos
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hidakat

magyaraz az a tény, hogy a

mutatott, amit jol
pentoxifillin sokkal nagyobb
aranyban okoz apoptdzist, mint
a koffein (Prof. C.S. Downes,
személyes ko6zlés). A mitotikus
kormoszoma alakzatok szdma
itt is magasabb a src tiltermeld
klénokban, mint a kontrollok-
ban.

Az abra igy meglehetdsen
bonyolult, de ha kiemeljiik
belble a 4 6ras kezelés adatait
az elobbi megallapitasok egy-
értelmii alatamasztast nyernek
(6.2.28 abra).

Hasonl6 kisérleteket elvé-
geztiink afidikolin és koffein
kezeléssel, ezek kiértékelése
még tart. A tobbi kisérleteink
még csak a tervezés fazisaban
vannak. A fenti eredményeket a
pp60*™
ellen6rzé pont szabalyozasban

tovabbi

fehérje  sejtciklus

jatszott  szerepének

bizonyitasaként mutattam be.
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6.2.27 abra. A src tultermeld kionok mitotikus alakzatainak alakuldsa

toxifillin kezelésr
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6.2.28 dbra. A src tultermeld sejtvonalak mitotikus alakzatainak ardnya
négy ords kezelés utdn. Vildgoskék: csak hidroxiurea; bordo: csak

pentoxifillin; sarga: hidroxiurea és pentoxifillin kezelés.

6.2.5. A CHO-K20 sejtvonal és szarmazékai nem mutatjgk az S fazisos blokk és

koffein kezelés okozta korai kromoszémakondenzaciot

Egy véletlen felfedezés adta a keziinkbe az S fazisos ellendrzopont tanulmanyozasanak, és talan a

miikodésében szerepld gének azonositasanak djabb vizsgalati objektumat.

Az onkogén taltermeld klonok létrehozasat szegedi laboratoriumunkban kezdtiik el, ahol az eredeti
CHO-K1 -es sejtvonal {1272} egy, a 70-es évek kozepén izolélt szubklonjat a CHO-K20 -at hasznaltuk, a

CHO-K1 -et nem. A src és jun tlltermel$ vonalakat Szegeden hoztuk létre. Prof. R.T. Johnson laboratéri-

umaban, Cambridge-ben toltétt négy hénapos tanulményutam soran épitettem meg a pCMVwntl
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konstrukciot (6.2.5 abra), és hoztam létre a thltermel$ vonalakat az ott hasznalt CHO-K 1 vonalbél. A
meglepetés akkor ért benniinket, amikor az onkogéneket taltermeld vonalakat eldszor leteszteltiik (6.2.29
abra). Ebben a kisérletben a kontrollnak hasznalt K20neoA3 is a negativ kontroll HeLa-hoz hasonlitott;
az mindenesetre elsdre nyilvanvalo volt, hogy a CHO-K20 szarmazékok a hidroxiurea / koffein kezelésre
nem valaszolnak az elvartnak - a transzformalt ragcsalosejteknek - megfeleléen. Egy masik kisérletben
méar a CHO-K1 és CHO-K20 sejtvonalat kdzvetleniil hasonlitottuk 6ssze, az eredmény ugyanaz volt

(6.2.30 abra), a CHO-K20 vonalat hidroxiurea / koffein kezeléssel nem lehet PCC-be kényszeriteni.

[ i Ry OIEIaes T —— . i Ty

A koffein kezelést kiivetden efteit IdO (6ra)

A koffein kezelést kovetdon eltelt L0 (Ora)

6.2.29 dbra. Az onkogén tultermeld kilonbozé CHO
szdrmazékok korai kromoszémakondenzdcidjdnak

mértéke (PCC #2 Coleraine, 181196, kristdlyibolya
\festés)

6.2.30 dbra. A CHO-K20 sejtvonal korai kromoszéma-
kondenzacidjdnak mértéke nem killonbozik a kontroll
HelLa sejttél (PCC #6, Szeged, 310197, kristdlyibolya

Megvizsgaltuk, vajon a CHO-K20 sejtek o s B

csOkkent koffein érzékenysége-e az oka annak,
hogy a hidroxiurea blokkot kdovetd koffein keze-
Iés nem valt ki korai kromoszémakondenzaciot.
CHO-K20 szarmazékokat blokkoltunk hidroxi-

ureaval mint rendesen, de a koffein koncen-

*rc

emeltiik. A valasz egyértelmii, bar kiértékelése

nehéz. A novekvd koffein koncentracié hatasara s

a PCC-t mutaté sejtek szama nagyon kis mérték- |6.2.31 dbra. A CHO-K20 sejtek nagy koffein koncentrd-
ben emelkedik, viszont a koffein toxikus hatisa |cidra sem vdlaszolnak PCC-vel, az apoptozis ugyan-

egyre inkabb eldtérbe keriil. Az apoptézis kovet-  |akkor JjelentGsen megemelkedik (PCC #6, Szeged,
310197, EthBr festés)

keztében fragmentalodott magi DNS elkiilonitése
a PCC-t6l kvalitative lehetséges, kvantitativ médon azonban igen nehéz. E kisérletek azt sugalljak, hogy
még emelkedett koffein koncentracidval sem lehet a CHO-K20 sejteknél PCC-t kivaltani (6.2.31 abra).

A CHO-K20 sejtek koffein érzékenységét mas kisérleti rendszerben is leteszteltiik. A koffein a sejtek
Rontgen vagy y sugarzas hatasara bekovetkezo talélését jelentosen lerontja. A sejtek tulélését a besugar-
zasi dozis fiiggvényében szemilogaritmikusan abrazolva a talélési gorbe az alacsonyabb dozisoknal egy
kis "vallat" mutat. A koffein kezelés ezt a vallat eltiinteti, a talélési gorbe linearis lesz {598}. Hasonld

rendszerben a CHO-K1 és CHO-K20 sejtvonalak kozott nem mutatkozik kiilonbség (6.2.33 abra), ami
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6.2.32 dbra. A CHO-K20 sejtek 6-dimetil-aminopurin
és okadainsav kezeléssel sem kényszeritheték PCC-be
(PCC #10 Szeged ] 80397 EthBr festes)

megeros1t1 hogy a ket sejt koffmerzekenysege -

legalabbis a koffeinnnek a y sugarzas okozta

karosodasok  tulélését befolyasold6  hatasat

tekintve - nem kiil6nbozik.

A hosszantart6 DNS szintézis gatlast kovetd
korai kromoszémakondenzaciét nem csak koffein
hanem 6-dimetil-

kezeléssel lehet kivaltani,

aminopurinnal és a PP2A foszfatazgatld

o CHOK20
e CHO-K20 + Koffoin
m K1Linedrds rogresszié
u CHOK1
CHO-K1 + Koffoin
e K20 Linodiio rogresszié
e K20 it
K1t

) 200 400 600
Elnyolt y dézis (RAD)

6.2.33 dbra. A CHO-K1 és CHO-K20 sejtvonalak y
tilélése jfein Jelenlétében és anélkiil.

60

okadainsavval is. A CHO-K20 szarmazékok vélasza mindkét droggal t6rténd kezelésre negativ volt

(6.2.32 abra), PCC-t nem mutattak.

A 6-dimetil-aminopurinnal végzett kisérletek még egy igen érdekes eredményt adtak. A kezelés

kovetkeztében a CHO-K20 sejtek jellegzetes morfologiai valtozason mennek keresztiil, amely rendkiviil

6.2.34 dbra. 6-dimetil-aminopurinnal kezelt CHOK20 sejtek a 0 idépontban (balra) és 2 éraval a
kezelés utdn. Fdziskontraszt mikroszkopos felvételek, 10 X objektiv.
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gyorsan kialakul. A kezelést koveté 0 idopontban (amely a valdsagban néhany perc és a drogok

hozzaadasat és a fotozas elokészitését jelenti) mar sejthetd a valtozas, a 2. 6raban azonban mar teljesen

nyilvanval6 (6.2.34 é4bra). A 4. és 6. 6raban mar nem latszik véltozas. A morfoldgiai valtozas okat

jelenleg nem ismerjiik, gyanithatd, hogy a sejt pusztulasaval van Gsszefiiggésben.

E kisérletek azt sugalljak, hogy a CHO-K20 és CHO-K1 sejt S fazisos ellen6rzépontjanak miikodése

Jjelentdsen eltérd; a CHO-K20 sejtben a normal, vagy reverz transzformaltatott sejtekre jellemzd modon

ez az ellenérzépont ép. Mivel a két sejtvonal kdzott genetikailag csak meglehetdsen kis kiilonbség van - a

CHO-K1 -hez képest a CHO-K20 -nak csak 20 kromoszémaja van, ami egy kicsi, eddig nem karakterizalt

kromoszoéma elvesztésének kovetkezménye - e sejtvonal segitségével lehetdség nyilik azon gének

izolalasara, amelyek az S fazisos ellendrzépont miikodésében szerepet jatszanak. Kollaboracids

partnereinkkel kozosen el is kezdtiik a két sejt kozotti génexpresszios kiilonbségek kimutatasat szolgald

kisérleteket. Representational difference analysis kisérletekben Dr. Jayne Devlin olyan cDNS

fragmentumokat izolalt, amelyek csak az egyik sejtben vannak meg, a masikbol hianyzanak. Ezek tovabbi

karakterizalasa folyamatban van.

6.2.6. Az onkogének tultermeltetésének hatasa az M fazisos ellenérz6pont

mikdédésére

100%

W%

§ &

L] L] 7
A nokedarzol blokkot kifvetfien altelt 144 (6ra)

6.2.35 dbra. A jun tiltermeld klonok mitotikus exit

vizsgdlata (#4, 961001)

hosszan tart6 blokkolasa

A sejtciklus

metafazisban a mikrotubulusok szervezddését

befolyasolé agensekkel

(kolchicin, kolcemid,

nokodazol, taxol, N,O) egyes sejteknél abortiv

mitdzishoz vezet: a sejtek az anafazis, telofazis és

citokinézis kihagyasaval kilépnek G, fazisba,

mikozben ploidiafokuk megkétszerezddik. Ez

minden transzformalt ragcsalésejtre és néhany

human vonalra is jellemz6 {505}.

hasonldan

Az S fazisos ellenérzépont kisérletekhez

megvizsgaltuk, hogy a harom

kiilonboz6 tipusi onkogén (c-src, c-jun, wntl)

A nokodazol blokkot kitvetSen elteit id5 (6ra)

6.2.36 dbra. A src tiultermeld klonok mitotikus exit
vizsgdlata (#3, 961017)

inde
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6.2.37 dbra. A wntl tiltermeld klonok mitotikus exit
vizsgdlata (#3, 960911)
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taltermeltetésének, illetve a reverz transzforméacionak van-e hatisa az M fazisos ellen6rzépont
miikdodésére. A valasz mindegyik esetben negativ (6.2.35, 6.2.36 és 6.2.37 abrak), a harom onkogén

tultermeltetése a mitotikus ellenérzépont miikddésére nincs hatéassal.

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

Eddig lathattuk, hogy a sejtciklus ellendrzépontjainak hibaja csaknem minden esetben a
ragcesalosejtek sajatsaga illetve a transzformalt allapothoz koétddik. A szomatikus sejt genetika olyan
eszk6zt ad keziinkbe, mellyel a vizsgélt ragcsalosejtjeink "humanizalhatok": human és kinaihoresdg,
vagy egyéb mas ragesalosejt fuzidjaval olyan hibridsejtek allithatok elé, amelyek a human
kromoszomaszerelvény egy, vagy néhany kromoszomajat stabilan hordozzak. Ezek a sejtek a
huméngenetikdban és a human genom project-ben is komoly segitséget jelentenek (mapping panels).

Kollaboracios partneriink, Prof. C.S. Downes, és munkatirsai a human kromoszémaszerelvény
paneljeit, tobb kromoszémat egyszerre hordoz6 hibridsejtet teszteltek le az S és M fazisos valamint a
reiniciacids ellenérzé pont mitkodésének épségére. Az atfedd panelek segitségével behatarolhat6 volt az a
human kromoszoma, amely nagy valdsziniiséggel egy az adott ellen6rzé pont miikodéséért felelés human
gént hordoz. A mitotikus ellenérzépontot komplementalé hibridsejtekben a 15-6s, az S fazisos
ellendrzépont helyreallasat mutaté sejtekben pedig a 11-es human kromoszéma jelenléte volt kzos.

A ll-es és 15-6s kromoszémat monoszémikusan hordoz6 CHO-K1 hatterii hibridek tovabbi

tesztelését a szegedi laboratériumban mi végeztiik.

6.3.1. A 11-es kromoszémas monoszoémikus hibridek S fazisos ellenérzépontja ép

A 11-es kromoszomas monoszomikus hibridsejtet a 70-es évek elején hoztak létre (A, {485, 868}), és
halas kisérleti objektuma volt a szomatikus sejt genetikanak, mivel legalabb két olyan sejtfelszini
antigént (a, antigének) hordoz, amelyek jelenlétét monoklonalis ellenanyag és komplement segitségével
kozvetleniil ki lehet mutatni. A két antigén a 11-es kromoszoma két karjara térképezddik. A sejt
morfologidja is jelent6sen eltér a CHO-K1 -t6l, novekedési paraméterei pedig rendkiviili mértékben
megvaltoztak. Szuszpenzidban, vagy lagyagarban ugyanis ez a sejt nem képes ndvekedni (Prof. C.S.
Downes, személyes ko6zlés), ami tumorszupresszor hatasra utal. A 11-es kromoszémara valéban

térképezddik egy tumor szupresszor, a Wilm's T

tumor gén {1486}, ennek szerepét azonban még | “[[FEe .
nem vizsgaltuk. o ldie : ’

Az A, sejtet hagyomanyosan hidroxiureéval gi:' ”
blokkolva és koffeinnel kezelve az nem mutatja a ; . /
gyors, korai mitotikus kondenzaciot (6.3.1 abra). i J/_,g:/
S fazisos ellenérzépontja tehat ép, ami annak Jd e 2
bizonyitéka, hogy a 11-es kromoszéman olyan o’L T
gén, vagy gének helyezkednek el, amelyek a o A e o .
CHO-K1 hibés ellenérzdpontjat komplementél- |6,3.7 dbra. Két 11-es kormoszémds hibridsejt korai
jak. A gén tovabbi térképezéséhez az A, sejtvonal |kromoszomakondenzacidja
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11-es kromoszoman delécios szarmazékait kértiik el Dr. Charles Waldren-t6l (Colorado State University,
Fort Collins, Colorado). Mindkét sejt csak az egyik a; antigén jelenlétét mutatja; a 128-2B3 jelii klonbol a
11-es kromoszoma p, a 901-11D jeliibol pedig a q karja hianyzik.

Meglepetésre egyik delécios szarmazék sem mutatta az S fazisos ellenérzépont komplementacidjat,
ami arra utal, hogy a 11-es kromoszéman legalabb két gén van, ami az ellen6rzépont miikdésében
szerepet jatszik, vagy arra befolyasa van. Ez annal is inkdbb meglepd volt, mivel Cambridge-i
kollaboracios partnereinknek az A, sejtekkel kapott eredményei sem voltak konzekvensek. Valdsziniisi-
tettiik, hogy a sejtvonal tenyésztése soran valamilyen genetikai esemény, vagy kisérletez6i hiba érhette az
A, vonalat, mert egy id6 utdn nem ugy viselkedett, ahogy korabban. Ekkor felkerestiik az 6sszes régi
fagyasztast, valamint tovabbi szubklonokat kértiink Dr. Charles Waldren-t6l. Az altala kiildstt AND6
elnevezésii vonal a 11-es kromoszéman neomicin rezisztencia markert hordozott {599}, ezaltal a sejtbél
valé kiszegregalasat meg lehet akadalyozni. /S

Az A_ szubklénokkal, valamint a delécids
szarmazékokkal ismét elvégezve a kisérleteket a
korabbi eredmények megerdsitést nyertek (6.3.2
abra). Harom A, szubklon (A.(J): a Cambridge-
ben fellelhetd legrégebbi fagyasztas; ALR: egy

allitélagos revertans; AND6: a neomicin rezisz-

tens szarmazék) teljesen egybeesé gorbét adott, ATl s hiton st 198 0y

mig a két delécids szarmazék, valamint az A186  |6.3.2 dbra. A 11-es kromosz6mds hibridsejtek korai
(Dr. Charles Waldren legrégebbi fagyasztisa) |kromoszomakondenzdcidjanak sszehasonlitdsa.

valamivel magasabb szizalékban mutatott PCC-s

sejteket. Ez azonban még mindig elmaradt a kontroll CHO-K1 -t6l. Ezek az adatok ismét azt erdsitik,
hogy a 11-es kromoszoman legalabb két gén van, amely az S fazisos ellenérzépontra hat, és ezek koziil
talan az egyiknek a miikodése az A 86 szubklonban kiesett.

Kollaboracioés partnereinkkel kozosen kezdeti 1épéseket tettiink azon gének azonositasara, amelyek a
11-es kromoszomas sejtvonalakban az S fazisos ellenérzépont komplementaciojaért felelések. cDNS
alapa representational difference analysis kisérletekben az AND6 és a CHO-K1 expresszidés mintazatat
hasonlitjuk Ossze. Valasztasunk azért esett az ANDG6-re, mert a benne expresszalodd neo gén pozitiv
kontrollként hasznalhatd, masrészt ennek a sejtnek az S fazisos ellendrzépontja egészen bizonyosan
stabil, olyannyira, hogy legalabb 7 kisérletben hasznaltuk kontrollnak.

A CHO-K20 és CHO-K1 vonalak expresszidos mintazatanak Osszehasonlitasaval egyiitt ezeket a

munkakat is Dr. Jayne Devlin végzi Coleraine-ben az altalunk szintetizalt cDNS-eken.

6.3.2. A 15-6s kromoszémas monoszomikus hibridek mitotikus ellenérzépontja
helyreallt

A 15A jelii monoszomikus hibrid sejtvonalat Tasset és mtsai allitottak eld, hogy a Prader-Willi
szindroma genetikai térképezését megkonnyitsék {463}. Ez a sejt CHO-K1, mig egy masik, az A9+15
{683}, egér hattéren hordozza a 15-6s kromoszoémat. Tobbféle modszerrel elvégzett vizsgalataink soran a

15A vonalrdl egyértelmiien bebizonyosodott, hogy mitotikus ellenérzépontja stabil.
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A nokodazol blokkot kijvetSen eltelt id6 A nokodazol blokkot kivetSen eltelt idd (6ra)
6.3.3 dbra. Ep és hibds mitotikus ellendrzéponttal 6.3.4 dbra. A 154 és a revertdns sejtvonalak mitotikus
rendelkezd sejtek mitotikus indexének alakuldsa 24 \indexének alakuldsa egy mdsik médszerrel vizsgdlva

ords nokodazol kezelés sordn. Kék és zold: két 154
szubkion; piros: CHO-K1, lila: 15(-) revertdns
vonal.

A 6.3.3-as abran lathaté kisérletben random sejtpopulaciokat blokkoltunk nokodazollal. Az ép
mitotikus ellenérzéponttal rendelkezd sejtek mintegy 8 Oraig folyamatosan akkumulalédnak
metafazisban, ezt kévetden azonban 6k is kijonnek a blokkbdl. Mitotikus indexiik karakterisztikus
csticesal jellemezhetd. A hibés ellendrzéponta sejtek mitotikus indexében ez a jellegzetes csiics nem
mutatkozik. A sejtek csak mintegy 4 6raig blokkolhatok, ezt kovetden egy dinamikus egyensulyi allapot
mutatkozik, majd mintegy 8-10 6ra milva a mitotikus index lecskken.

Egy masik fajta kisérleti elrendezésben 4 6ras nokodazol blokkal eldszinkronizalt majd lerazott
sejtpopulaciot vizsgaltunk folytatodé nokodazol kezelés mellett. Az ép ellendrz6ponth sejtek mitotikus
indexe a vizsgalt 8 6ra folyaman csak minimalisan csokken le, mig a mitotikusan instabil sejteké mintegy
40-50 %-ra (6.3.4 abra).

Hasonléan jellegzetes kiilonbségeket mutatnak az ép mitotikus ellendrzépontii és a mitotikusan
instabil sejtek 72 6ras kolcemid kezelést kovetden. Aramlasi citometriaval vizsgélva a 4C-nél nagyobb
DNS tartalmi sejtek aranyat a 6.3.6 - 6.3.9 abrakon lathaté kiilonbségek mutatkoznak. Az egyes abrak
baloldali paneljein a kezeletlen sejtek, a jobboldali panelokon a kolcemiddel 72 6ra hosszat blokkolt
sejtek hisztogramjai lathatok. A stabil sejtek (HeLa, primer egér fibroblaszt, 15A) a G,/M fazisoknak
megfelelé 4C DNS tartalma csics dominanciajat mutatjak (400 -as FL-2A értéknél). Az instabil sejteknél
igen erdteljesen megjelenik a 8C DNS tartalmi cstcs, illetve, amennyiben a vizszintes tengely elég
hosszi, a magasabb ploidiafokoknak megfelelé csicsok is. Erdemes felfigyelni ra, hogy a primer egér
fibroblaszt sejtek is mutatnak egy gyenge csucsot 8C értéknél; ez jol korrelal a Kung és mtsai altal kozolt
eredményekkel {505} (3.1.1 tablazat, 11. oldal). A HeLa sejtek kezelése soran pedig igen nagy az
apoptotikus sejtek aranya.

A tobbféle kisérleti elrendezésben kapott eredmények egyértelmiien bizonyitjak, hogy a 15-6s human
kromoszoma olyan gént, vagy géneket hordoz, amelyek a mitotikus ellen6rzépont transzformalt
ragesalosejtekre jellemzo hibajat komplementalni képes(ek). Prof. C.S. Downes hasonl6 eredményekre
jutott az A9+15 sejttel is (személyes kozlés).

A 15-6s kromoszomara térképez6dd mitotikus ellendrzépont gén igen nagy valdsziniiséggel a
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hBubrl, amelyet nemrégiben klénoztak human és

egér sejtekbdl az élesztdé Bubl-el mutatott i i
homoldgidja alapjan  {705}. Mivel azonban g& 52
élesztdben legalabb hét, emlésokben pedig legalabb — °% 8
nyolc, a mitotikus ellenérzépont ban részt vevd gént :

azonositottak eddig (és a kétféle szervezetbol
szarmazé gének sem minden esetben egymas
megfeleldi) jo esélyiink van arra, hogy a 15-6s

kromoszéman mas ellenérzépont gént is talaljunk.

6.3.3. Kisérletek a mitotikus ellenérzépont helyreéllitasaért felelés, 15-6s

kromoszémas gén izolalasara

6.3.3.1. CHO SEJTEK TRANSZFEKCIOJA 15-0S KROMOSZOMA SPECIFIKUS A GENKONYVTARRAL

A mitotikus ellendrzépont helyreallitasit okozd 15-6s kromoszémas gén azonositdsira a
legkézenfekvobb megoldasnak igérkezett a mitotikusan instabil CHO sejtek 15-6s kromoszoéma
specifikus klontéarral valé transzfekcidja, majd a stabil sejtek szelekcidja. Munkéank kezdetekor nem
talaltunk 15-6s kromoszoma specifikus YAC, kozmid vagy BAC klontarat, A klontarat viszont igen.
Ennek nagy elénye az elobbiekkel szemben az, hogy egyszeriibb vele a munka, viszont igen nagy
hatranya, hogy a A fagok éltal hordozott fragment hossza limitalt, bar ha a gén nem tal nagy, j6 esély van
ra, hogy egy A inszertre regulalé elemeivel egyiitt rafér.

A 15-6s kromoszémara specifikus A genomialis klontarat (LL15NS01) az ATCC lerakatbdl szereztitk
be. A klontarbdl lemezlizatum moédszerrel preparaltunk DNS-t és CHO-K1 sejteket transzfektaltunk neo
rezisztencia markert hordoz6 plazmid kotranszfekcidval, kalcium foszfat koprecipitaciés modszerrel. A
transzfekcidhoz 20 pg A és 2 pg pRc/RSV DNS-t hasznaltunk. A A DNS és a plazmid DNS aranyat ugy

valasztottuk meg, hogy a rezisztens transzfektansok nagy valészinliséggel hordozzanak A DNS-t is.
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A transzfekciot koveté harmadik
napon 400 pg/ml végkoncentracidju
G418 antibiotikummal szelektaltuk a
sejteket, majd a rezisztens sejteket
Osszetripszinezve  pooloztuk. A

mitotikus  ellendrzépont  épségére
automatizalt dinitrogén-oxidos szelek-
cios kamraban szelektaltunk (6.3.10
abra) {541}. A szelekcio 8 6ras blokk
(80 PSI nyomasi N,O) és 4 Oras
sziinet 10-szeri ismétlésével tortént. A
magas nyomasu N,O gaznak hasonlo
mikrotubulus destabilizalé hatasa van,

mint a kolcemidnek vagy nokodazol-
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nak, hatdsmechanizmusa azonban ismeretlen. A drogokkal szemben rendkiviil nagy elénye, hogy a gaz

6vatos kieresztésével konnyen revertalhatod, mig a drogokat a tapoldat cseréjével €s a sejtek lemosasaval

lehet csak eltavolitani, ami a mit6zishoz felkerekedett sejtek miatt kiilsndsen problematikus. A szelekcid

soran igy a magas nyomasu kamraban a sejtek végig bent maradhatnak.

Az ép mitotikus ellendrzéponttal rendelkezo sejtek ciklusa a 8 6ras N,O kezelés alatt metafazisban

leall, az ezt kbvetd 4 ora sziinet alatt be tudjak fejezni a mitozist, és Gjra tudjak kezdeni a sejtciklust. A 10

szelekcids ciklus utdn egészséges sejtpopulaciot illetve koloniakat kapunk (6.3.11 abra). A mitotikusan

objektiv.

6.3.11 dbra. A dinitrogén-oxidos szelekciobdl
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instabil sejtek viszont 4 6ras metafazisos blokk utdn
abortiv mitézissal - az anafazis, telofazis és citokinézis
kihagyasaval - kilépnek a blokkbdl, aminek az
eredménye poliploid, multimikronukleélt sejtekbdl alld
populacié (6.3.12 abra). Ezek a sejtek is lehetnek

latszolag egészségesek, azonban tovabb tenyésztve mar

nemigen képesek osztddni és elobb-utobb elpusztulnak
(6.3.14 abra). A szelekcio azonban nem 100 %-os, azok
a sejtek, amelyeknek a ciklusa egyiitt "ketyeg" a

szelekcio iitemével, tulélhetnek.

Mivel a transzfekciét és a szelekciét Cambridge-i
tanulmanyutam végén csinaltam, és nem maradt mar
id6 klonok izolalasara, a szelekciot tulélt sejteket Gsszetripszinezve és lefagyasztva hoztam haza. A
szegedi laboratériumban nagy higitasban kilemezelve koldnidkat izolaltunk beldliik. Az izolalt klonokat
tobbféle maddszerrel (5.3.4, 5.3.5 és 5.3.6) teszteltitk a mitotikus ellenérzOpont épségére. Az izolalt 48
klénban az 5.3.4 és 5.3.5 modszerek szerint talaltunk egy klont, a 15A1A6 jeliit, ami pozitivnak mutatko-
zott. Az aramlasi citometrias (5.3.6) modszerrel azonban kideriilt ennek fals pozitivitasa (6.3.13 abra).

Ekkor ismét leteszteltiik az izolalt 48 klont az dramlési citometrids médszerrel is. 9 mitotikusan stabil
klont kaptunk. A 9 klonbdl ezutan genomialis DNS-t preparaltunk, és Southern blottban visszaellendriz-
tiikk, hogy valdban tartalmaznak-e human illetve A fag DNS-t. Sajnos mind human ALU, mind pedig A
probaval negativnak bizonyultak. A mitotikus ellenérzdpont helyreéllasat okozd 15-6s kromoszémas gén

izolalasanak ezen utja sajnos kudarcot vallott.

6.3.3.2. A MITOTIKUS ELLENORZGPONT GEN FINOMABB TERKEPEZESE RADIACIOS HIBRIDSEJTEKKEL

A klontar transzfekcidjaval vallott kudarc utan a 15-6s kromoszémas gén finomabb térképezését
kezdtiik el radiacios hibridekkel. Ahhoz, hogy a radi4ci6s hibridekben a 15-6s kromoszéma fragmentu-
mainak jelenlétére szelektalni tudjunk, valamilyen rezisztencia markert kellett ravinniink a 15-8s kro-
moszémara gy, hogy a sejtpopulacié szintjén a neo gén inszercidi a kromoszéman tobbé-kevésbé egyen-
letesen legyenek eloszlatva. Ehhez Waldren és mtsai. {599} mddszerét hasznaltuk, mely azon alapul,
hogy human repetitiv szekvenciat hordozé DNS fragmentumok nagy feleslegben torténd kotranszfekcioja
az integracioés esemény human kromoszéman térténd bekdvetkeztének valosziniliségét jelentdsen mege-
meli.

A transzfekciohoz human ALU repeat-et hordozé fragmentumot és a pRC/RSV vektorbdl (6.2.1 abra)
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EcoRI és BamHI kettds emésztéssel kivagott neo kazettat hasznéltuk. A transzfektalé DNS keverékben az
ALU fragmentum 12-szeres molaris feleslegben volt jelen a neo kazettdhoz képest, a DNS
Osszmennyisége 5.5 pg volt. A DNS konstrukcidkat elektroporacioval juttattuk be a 15A sejtekbe. A
G418 szelekcidt a szokott médon, a masodik napon kezdtiik meg. A tuléld G418 rezisztens sejteket
ezutan 1200 Rad y sugarzasnak vetettiik ala. Ilyen do6zis mellett a kromoszomak Gsszetéredeznek, és a
sejtek elpusztulnak. A besugérzott sejteket ezutan kétfelé osztottuk. Egyik feliikket Sendai virus medialt
fazidval CHO-K1 sejtekkel, masik felitkket egy 6-tioguanin rezisztens CHO szubklén (T, {1513})
sejtjeivel fuzionaltattuk.

A fuzionaltatott CHO hatterli sejteket G418-ra, a T4 hatterii sejteket pedig 6-tioguaninra és G418-ra
szelektaltuk. A CHO hibridek koziil elég sok, a T4 hibridek kéziil viszont csak néhany rezisztens koloniat
kaptunk, ami arra utal, hogy a y besugarzds soran alkalmazott dézis alacsonyabb volt a sejtek
elpusztitasahoz sziikségesnél (valdsziniileg valamely metodikai hiba folytan nem kaptak meg ténylegesen
az 1200 Rad doézist). A CHO hibridekben a G418 rezisztens sejtek magas aranya a y sugarzast tuléldkbol
adddhatott. Ezt erdsiti meg a kettds rezisztens sejtek igen alacsony szama is.

Ezek a kisérletek jelenleg ebben a fazisban vannak, és a kovetkezoképpen fogjuk ket folytatni:

« A 15-6s kromoszémara irdnyitott transzfekciot Kpn repeat-tel is megismételjiik.

« A G418 rezisztens sejteket magasabb y ddzissal sugarazzuk be, hogy biztos legyen a
kromoszémak fragmentalodasa és a sejtek pusztulasa.

+ A fuzids partner minden esetben a 6-tioguanin rezisztens T, lesz, mert ez lehetdvé teszi az
esetlegesen tulélt donor sejtek (6-tioguanin szenzitiv) és a 15A-bdl kromoszémat nem
hordoz6 T, recipiensek egyiittes kiszelektaldsat.

« A kettds rezisztens fuzids sejteket az automatizalt dinitrogén-oxidos szelekciés rendszerben
szelektaljuk a mitotikus ellen6rzépont épségére.

- A mitotikusan stabil sejteket tobbféle modszerrel teszteljitk

A bizonyosan stabil sejteket ezutan citolégiailag vizsgaljuk tovabb, hogy megallapitsuk a

«res
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torténd elvesztése elég régen ismert tény, mint ahogy az is, hogy a transzformalt human sejtek nagy
részének mitotikus ellen6rzé pontjai épek (3.1.1 tablazat) {505}. Munkank sordn a kinaihdrcsog
ovariumsejtek transzformalt fenotipusabdl, és sejtciklus ellenérzépontjainak hibas voltabél indultunk ki,
¢s a szomatikus sejtgenetika eszkozeivel prébéltuk a hibas ellenérzd pontok miikddését befolyésolni,

valamint az abban részt vevd géneket azonositani.

7.1. GENEXPRESSZIOS KULONBSEGEK TUMORIGENIKUS ES REVERZ TRANSZFORMALT CHO

SEJTEK KOZOTT

A CHO sejtek transzformalt fenotipusanak dibutiril-ciklikus AMP és tesztoszteron kezelés hatisara
bekdvetkezd reverzidja egyiitt jar legalabb két - az S fazisos és a reiniciaciés - ellenérzépont
miikodésének helyreallasaval. Ugy gondoljuk, hogy a sejtciklus ellendrzépont helyreallt miikddése a
génexpresszié normal sejtekre jellemz6 visszaallasanak kdvetkezménye, ezért a tumorigenikus és reverz
transzformalt sejtek génexpresszidjdban mutatkozd kiilonbségek feltarasa elvezethet a sejtciklus
ellen6rzé pont gének azonositasahoz is.

Munkénk soran a kétféle transzformaltsagi allapot kozotti génexpresszios kiilonbségeket részleges
differential display moédszerrel kovettik. Nem torekedtiink arra, hogy olyan géneket azonositsunk,
melyek expresszidja teljes mértékben represszalddik vagy indukalodik a reverz transzformacid soran. Ezt
annal is inkdbb nem vérhatjuk, mivel a reverz transzformaci6 sejtciklus allapot fiiggo, illetve a
sejtpopulacio szintjén sohasem 100 %-os, mindig vannak a kultiraban olyan sejtek, amelyek a kezelésre
nem reagalnak. Ezért az igen/nem valaszok helyett a statisztikailag szignifikans valtozasokra
koncentraltunk.

A részleges differential display soran a lehetséges 80 5' primerbdl 17-et probaltunk végig, és eddig az
igéretes cDNS fragmentumok mintegy 56 %-at teszteltilk le Northern blott kisérletekben. Ha az eddig
leirt 4 gén a reverz transzformacié soran megvaltozott expressziot mutaté Gsszes gén véletlenszeriien
adodott reprezentdnsa, az Osszes expressziot valtd gén szamat mintegy 40-45 -re becsiilhetjiik. A

korabban esetleg mas sejtekbdl leirt génexpresszios valtozasokat még nem sikeriilt detektalnunk.

7.1.1. NADH-ubikinon-oxidoreduktaz 4-es lanc

A négy megvaltozott expressziot mutaté gén koziil a NADH-ubikinon-oxidoreduktaz 4-es lanc
génjének emelkedett kifejezodése varhatdo kovetkezménye a reverz transzformacionak; a reverz
transzformalt sejtek anyagcseréje is a normal sejtekéhez hasonlit, amennyiben az aerob gliikolizissel
szemben az oxidativ foszforilaciot részesitik elényben {780}. A malignus transzformaciéval 6sszefliggd
mitokondrialis génkifejezddés-beli véltozasokra masok is felfigyeltek {766, 762} (3.2.9 fejezet, 19.
oldal).

Az R4A szekvencia, és az a mod ahogy izolaltuk, felkeltette Alan M. Diamond professzor (University
of Illinois, Chicago) figyelmét. Ok CHO sejteket kezeltek nagyon alacsony dézisi szelénnel, és

szubtrakcids hibridizaciés médszerrel kaptak meg ugyanezt a gént, valamint egy masik szekvenciat, ami a
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mitokondridlis ATPazt kddolja. A szelén allatmodellekben hatékonynak bizonyult transzformalt sejtek

szaporodasanak gatlasaban (A.D.Diamond személyes kozlése).

7.1.2. 40S riboszémélis alegység S18-as fehérje

A 40S riboszomalis alegység S18-as fehérjéjének csokkenése magyarazhaté a fehérjeszintézis
altalanos intenzitascsokkenésével, bar egyes riboszémalis fehérjék jelentos szereppel birnak a transzlacié
malignus transzformacidval is Osszefliggd szabalyozasaban. Korai trofoblasztokban, amelyek sok
tulajdonsagukban a transzformalt sejtekre hasonlitanak, az S18 fehérje magas expressziéjat mutattak ki
{488}, hasonlban egyes prosztatardk sejtekhez {1440}. Az S18-as fehérje reverz transzformacié soran
bekovetkezd csokkenése jol egybevag ezekkel az eredményekkel.

Egyes riboszomalis fehérjék malignus transzformacidval osszefiiggd expresszids valtozasat masok is
megfigyelték. Az MTA SZBK Genetikai Intézetében Kiss Istvan és munkacsoportja egy
tumorszupresszorokra célzott sziirés soran az ecetmuslica S21-as riboszoémalis fehérje génjének

mutaciojat figyelték meg larvalis tumorokban {1514}. E fehérjék tumorigenezissel valé kapcsolatara

szabalyozasaban.
7.1.3. Monocita kemoattraktans protein-1 (MCP-1)

A monocita kemoattraktans protein-1 (MCP-1) transzkript mennyiségének reverz transzformaci6
soran bekovetkezd csokkenése azonban meglepd. A makrofag infiltracié a gazdaszervezet tumor elleni
védekezésének jelentds bastyaja. Immunszuppresszalt egerekbe oltott egyes human tumorsejtek nagyobb,
masok kisebb mennyiségli MCP-1 et szintetizalnak. A magasabb szinten expresszalé sejtekbdl névekedd
tumort sokkal hamarabb elarasztjak a makrofagok, és a tumorndvekedés sebessége is sokkal alacsonyabb.
A tumorban infiltrdlddé makrofagok szama és a tumor mérete altalaban forditottan aranylik egymashoz
{1498} . Hasonloképpen, egyes glioblasztomakban a MCP-1 expresszidjanak szintje és a tumor-asszocialt
makrofagok mennyisége egymassal aranyban all {1499}. Egyes rendkiviil rosszindulati tumorokban
azonban az immunvalaszt szuppresszalé makrofagok szdma meghaladhatja a tumorsejtek szamat, ezaltal
nemhogy azok pusztulasat okozzak, hanem a daganat méretének néveléséhez kdzvetve és kdzvetleniil is
hozzajarulnak.

Mindezek alapjan e kemokin génjének expresszidvaltozasa nehezen értelmezhetd. Egy lehetséges, de
mindenképpen vitathatd magyarazat szerint, az MCP-1 jelenléte a tumorigenikus CHO-K1 sejtekben
kifejezetten elonytelen, Ongyilkos szignal in vivo, amivel azonban a szervezet védekezik
transzformalodott sejtjei ellen. Mivel a sejt malignitisa megsziinik a reverz transzformécié soran az

MCP-1 expresszidja sziikségtelenné valik.

7.1.4. p 27BBP/eIF6

Az R7A Aaltal reprezentalt mRNS szint reverz transzformacié soran bekovetkezé valtozasanak
interpretacidja azonban meglehetésen nehéz. Az mRNS terméke egy 27 kDa fehérje, amely legalabb két,
egymastdl meglehetosen tavol allé funkcidt tolt be. A p27887<F¢ fehérje homoldgjai rendkiviil széles

korben elterjedtek (human, Saccharomyces, Caenorhabditis, Arabidopsis, Methanococcus jannaschii, S.
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acidocalcarius, Methanobacterium thermoautotrophicum, P. bomkoshii, Archaeoglobus fulgidus
Archaebacteriumok) és igen erésen konzervaltak {1487}. A fehérje eukariéta sejtekben a nukleoluszban
lokalizalodik, és a mitézis soran a nukleolusz felbomlasival parhuzamosan jellegzetes eloszlasa
megvaltozik. A 60S riboszomalis alegység biogenezisében lehet életfontossagi szerepe, élesztd
nullmutinsai életképtelenek. Ugyanakkor - azzal ellentétben mint el8szor kozolték {734} - nem
funkcional transzlaciés iniciacios faktorként, hanem a szabad 60S riboszomalis alegység citoplazmatikus
pool-janak fenntartasat biztositja {1488}.

EvolGcidsan konzervalt funkcidja mellett epitelidlis eredetii sejtvonalakban egészen masféle
funkcidra tett szert. A p2785P<'¢ fehérje a B4 integrineket expresszalé sejtekben szorosan asszocialodik az
intermediate filament citoszkeletonnal, a hemidezmoszémakban pedig sajtcikkely szeri eloszlasa
tokéletesen fedésben van a (34 integrinnel {1487}, melynek citoplazmatikus doménjével vald szoros és
specifikus kotodése alapjan eloszor kldnoztak {735}. Az epitelidlis sejtekben taldn az intermediate
filament citoszkeleton hemidezmoszémakhoz torténé kapcsolasaban lehet szerepe.

A kép ezzel még korantsem teljes, ugyanis megvaltozott expresszidjat leirtak allergias reakcidra
stimulalt masztocitakban is {1490, 1491}, ahol emelkedett expresszidja a fehérjeszintézis emelkedésének
eloidézbje, vagy kovetkezménye. Ez utdbbi megfigyelés ugyanakkor ellentétes azzal, hogy a 60S
riboszomalis alegység szabad formajanak fenntartasaban lenne szerepe, legalabbis masztocitikban. A
reverz transzformacié sordin némiképp cs6kkend fehérjeszintézis intenzitdssal ugyanakkor
Osszeegyeztethetd.

Sokkal jobban illik azonban a reverz transzformaciordl alkotott képbe, hogy a p278BFeFS fehérje
szintjének emelkedése a dezmoszomak szamanak valamint miikédésiik hatékonysaganak reverz
transzformécié soran bekovetkezd emelkedésével fliggene 6ssze, hozzajarulva ezzel a sejt-sejt €s sejt-
matrix kozotti kapcesolatok helyreallasahoz, a kontakt gatlas visszaallasahoz {630, 617, 514}. Mi tobb, a
mec fenotipusi BHK PyY sejtekben Bt.cAMP kezelés soran, a metabolikus kooperacié helyreéllasaval
parhuzamosan egy 27.5 kDa fehérje mennyisége megemelkedik {616}, az azonban nem ismert, hogy ez

azonos lenne-e a p27°87IFS fehérjével.
7.1.5. Krit1

A krit] mRNS szintjének emelkedése valdszintsithetden nem csak kdvetkezménye, hanem oka is a
reverz transzformacionak. Erre vonatkozolag egyelére csak irodalmi adatok allnak rendelkezésiinkre, de
mar folyamatban van a teljes hosszisagi cDNS klon klontarbél valo izolalasa.

A Kritl fehérje C terminalis doménje kozvetitésével erds és specifikus interakcioba 1ép a ras
csaladba tartoz6 Krevl/Rapla GTPaz fehérjével. N terminalis ankyrin ismétlddései mas fehérjékkel valo
kolcsonhatésait is valoszinisitik. Az elébbieken kiviil egy centralisan elhelyezkedd transzmembran
domén jelenléte valdsziniisithetd benne.. Szerkezetébdl addddan valdsziniileg a Krevl/Rapla fehérje
lokalizaciojaért felelés. A Krevl/Rapla fehérje antagonizal a v-Ki-ras onkogénikus aktivitisaval

NIH/3T3 sejtekben {771}, a poliéma nagy T antigénnel Rat-3 sejtekben {770}, a human prosztatarak

indukalt tiid6 adenémakkal transzgenikus egérben {765}, viszont hatastalan a ras transzformalt HT 1080,

EJ30 és SW48 sejtekben {775}. A Krevl/Rapla nem lép kozvetlen kapcsolatba a p21™ fehérjével,
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lokalizacijuk is eltér: a Krevl/Rapla az intracellularis membranokban lokalizalédik, mig a p21™ a
plazmamembranban {760}. Hatasa abban nyilvanul meg, hogy kompetal a p21™ -al a GAP stimulator
fehérjéhez {767}, a Ral-GDS {778, 776} és Rafl {769, 776} downstream effektor fehérjékhez vald
kotédésben. A Krevl/Rapla fehérjérdl a fenti eredmények azt sugalljak, hogy maga is tumorszupresszor,
de errdl a vélemények megoszlanak {700, 779}.

A reverz transzformacio eképp befolyasolhatja a p21™ funkciokat CHO-K1 -ben azaltal, hogy
megemelve a Kritl fehérje mennyiségét az koti és aktivalja a Krevli/Rapla fehérjét. A reverz
transzformacié kozvetleniil is hatdssal lehet a Krevl/Rapla fehérjére, mert a PKA foszforilacios
szubsztratja és a foszforilacid kovetkeztében aktivalodik is {766}. A cAMP a Raf szignaltranszdukcids ut
p21™ altali beinditasat is gatolja {764}.

A krit]l gén fluoreszcens in situ hibridizacioval a 7q21-q22 régioba térképezddik, ami a 7q21-bol
szarmazd HTG szekvenciahomoldgia kisérletes megerésitése. 7-es kromoszémas monoszomiak és a
7q22-es régié delécidja karakterisztikus olyan rakos esetekben, ahol a Ras hiperaktiv, vagy a ras-GAP
NF1 gén mutaciot szenvedett. Ez arra utal, hogy a 7q22-es 16kusz tumor szupresszor gént hordoz {773}.
Munkank soran mi mutattuk ki el6szor, hogy a Aritl gén expresszidja megemelkedik reverz
transzformacio soran, ezzel jelezve, hogy a 7q22-es régioba térképez6dd tumor szupresszor talan a kritl
{1436}.

A reverz transzformacidval parhuzamos génexpresszids valtozasok felderitésével kapcsolatos
munkank azonban még csak leiré stadiumaban van. Ok - okozati Gsszefiiggéseket egyelore csak az
irodalmi adatok ismeretében tehetiink. Ennek alapjan a krit]l gén terméke szerepel nagy valdsziniiséggel a
transzformacios folyamatban illetve annak reverzidjaban kivaltoként, mig a tobb géntermék inkabb
kovetkezményként. A kérdésre kisérletes valaszt a teljes hosszusagi cDNS izoldlasaval és a sejtben valo

indukalhat6 kifejeztetésével probaljuk megadni.

7.2. ONKOGENEK TULTERMELTETESENEK HATASA A SEJTCIKLUS ELLENGRZOPONTOK
MUKODESERE

eltolva a sejtciklus szabalyozas jonéhany Ilépcséjének mikddése helyreall, varhatd, hogy "még
transzformaltabba" téve Oket sejtciklusuk ellendrzd pontjait befolyasolni tudjuk. E kérdésre az
onkogének harom csoportjat (szignal transzdukcids, transzkripcios faktor és extracellularis novekedési
faktor tipusi {1486}) reprezentald onkogén tultermeltetésével kerestiink vélaszt.

A Jun thltermeltetése sem az S sem az M fazisos ellenérzépont mitkddésére nem volt hatassal. A src
és wntl onkogének viszont befolyasoltak az S fazisos-t, az M fazisos ellen6rzd pontot viszont nem.

A src kinaz csalad fehérjéinek aktivitasa sziikséges a normal mitézishoz. Mind a Src mind a Fyn és
Yes aktivalddik a G/M atmenet sordn. Specifikus antitesttel in vivo blokkolva mindharom kinaz
aktivitasat a sejtek mintegy 75 %-a G, fazisban blokkolddik. A funkcio redundans, a harom kinaz koziil
barmelyik aktivitasa elegendd ellatdsahoz {1438}. A pp60™ kindz a mitdzis soran a p34°*? foszforilacios

szubsztratja. A Csk altal foszforilalt, inaktiv pp60 a p34°*? altali foszforilacié kovetkeztében
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aktivalddik {1437}. Ennek alapjan tehat nem meglepd, hogy a Src deregulalt expresszidja a CHO sejtek
egyébként is zilalt S fazisos ellen6rz6 pontjanak mikodését még tovabb rontja. A hatas
mechanizmusanak felderitése és a benne szereplé faktorok azonositasa azonban jovobeli
kutatdmunkanknak izgalmas atjat jeloli ki.

A Wntl ellentétes hatdsa mar inkdbb meglepd. A wnr géncsalad tagjai az egyedfejlédés szamos
aspektusaban szerepet jatszanak {1439}, és ugy tiinik, hogy a CHO sejtekben normalisan nem
expresszalod6 wntl onkogén az S fazisos ellendrzOpont integritdsat egy differencialtabb éllapot felé tolja
el anélkiill, hogy a sejtek morfoldgiajat befolyasolna. Tervezett kisérleteink itt is a hatas
mechanizmusanak felderitését szolgaljak, legel6sz6r arra vonatkozolag, hogy a CHO sejtek felszinén

jelen van-e a Wntl receptora.

7.3. A CHO seJTex "HUMANIZALASA"

A transzformalt ragcsalosejtek és a human sejtek sejtciklus ellenérz6pont mikédéseinek
Osszehasonlitasabol egyenesen addédik az a kovetkeztetés, hogy kell lennie a human sejtekben olyan
sejtciklus géneknek, amelyeket a tumoros elvaltozas nem érint olyan mértékben, mint a ragcsalo
megfelelbjiiket. A szomatikus sejtgenetika eszkozeivel létrehozott monoszédmikus hibridekben
kimutatttuk, hogy a 11-es kromoszdma jelenléte a CHO sejtek S fazisos, a 15-6s kromoszoma pedig az M
fazisos ellenbrzdpont mikddését allitja helyre. Ezzel kozelebb keriilt a megfeleld human gének izolalasa.

A 15-8s kromoszémara specifikus A genomialis klontarral sajnos kudarcot vallottunk. Ennek tobbféle
oka koziil talan a legvaloszinlibb az, hogy mitotikus ellendrzopont épségére kidolgozott
tesztmodszereinkben a sejtek roppant érzékenyek aprd hibakra. Ha nem megfelelden vannak tenyésztve a
kisérlet el6tt, a nokodazol blokkot kovetden lerazott sejtek sok beteg, felkerekedett - nem mitotikus -
sejtet is tartalmaznak (5.3.4 fejezet 32. oldal). A 72 6ras kolcemid blokk soran nagyon sok mitotikusan
instabil sejt ciklusa nem indul #jra, 4C DNS tartalmuk miatt mitotikusan latszélag stabilak. Ez lehet
toxikus hatds is, viszont lehet, hogy a reiniciacios ellenérzépont miikodésének eredménye (3.1.11 abra),
amelynek kisérletes megkozelitése még varat magara.

Az onkogénekkel folytatott kisérleteink felhivjdk a figyelmet a 11-es kromoszéman elhelyezkedd
Wilm's tumor gén esetleges szerepére is. Ezt a lehetséges szerepet még tovabb valdszinisitik azok az
eredmények, melyek szerint a 1l-es kromoszoman legalabb két, a kromoszéma két kiilon karjan
elhelyezkedd gén van, amely az S fazisos ellendrzdpontot befolyasolja. Ezek egyike lehet maga a Wilm's
tumor gén. Ez kisérletesen konnyen ellendrizhetd - és terveink k6zott is szerepel - a gén tetraciklinnel
vagy ekdizonnal indukélhaté expresszids klénjanak transzfekcidjaval, és a transzfektansok tesztelésével

indukcid mellett illetve -nélkiil.
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8. Osszefoglalés

A ragcsalosejtek malignus transzformacidja és a sejtciklus szabalyozas Osszefliggéseinek kutatasa
soran végzett kiséreteink eredményeit a kovetkezoképpen foglalhatjuk dssze:

1. Kimutattuk, hogy a tumorigenikus ragcsalosejtek sejtciklus ellenérzépontjai koziil legalabb harom a
transzformécidval parhuzamosan elveszik. A CHO sejtek kémiai reverz transzformacioja soran az S
fazisos ellendrzépont és a reiniciaciods ellenérzépont miikodése helyreall, a mitotikus ellenérzépont
azonban nem.

2. Feltételezve, hogy az elveszett ellenérzépontok reverz transzformacié soran térténd helyreallasaban
transzkripcios szabalyozas is szerepet jatszik, elkezdtiik a tumorigenikus és reverz transzformalt CHO
sejtek génexpresszids kiilonbségeinek Osszehasonlitaséat differencial display modszerrel. Részleges
kisérleteink soran kimutattuk, hogy a reverz transzformaciéval parhuzamosan a 40S riboszémalis
protein alegység S18-as fehérjét kddold6 mRNS szintje csokken, valamint a mitokondrialis NADH-
ubiquinon oxidoreduktaz 4-es lancot, a monocita kemoattraktans protein 1-et, az eukari6ta iniciacios
faktor 6 / p27°BF -t, és a Kritl-et kodolé transzkriptumok mennyisége emelkedik {1436}.

3. A reverz transzformacié hatdsaval ellentétes valtozast reméltiink az onkogének harom csoportjat
reprezentalé modell onkogének tultermeltetésétdl. A src onkogén tiltermeltetése valoban fokozta a
hosszantarté6 DNS szintézis blokk és koffein kezelés hatasara bekovetkezd mitotikus katasztréfat. A
koffeinnel nem kezelt, csak DNS szintézis blokk alatt tartott sejtekben a spontan keletkezd PCC-k
aranyat is magasabbnak taldltuk. A wnt/ onkogén tultermeltetésével ugyanakkor az S fazisos
ellenérzépontot olyan hatés éri, melynek kovetkeztében a mitotikus katasztrofat mutato sejtek aranya
alacsonyabba valik. A jun onkogén az S fazisos ellendrzOpontra nincs hatassal. A mitotikus
ellenérzépontot és a reverz transzformalhatésagot azonban egyik onkogén deregulalt kifejeztetése sem
befolyasolja.

4. Human / kinaihorcsdg szomatikus sejt hibridekkel sikeriilt az S és M fazisos ellenérzépontok
miikodésében szerepet jatszo géneket térképezniink a 11-es (S) és a 15-8s (M) humén kromoszémakra.
A 11-es kromoszémardl kimutattuk, hogy legalabb két, az ellentétes karokon elhelyezkedd génrol
lehet sz6, amelyek koziil az egyik feltehetéen a Wilm's tumor tumorszupresszor. A 15-0s
kromoszéméan elhelyezkedd gén finomabb térképezéséhez radiaciés hibridek eldallitasat kezdtiik el.
Eszak-irorszagi kollaboracids partnereinkkel kozosen elkezdtiik a 11-es kromoszémén elhelyezkedd

gén molekuléris médszerekkel torténd izolalasat.
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11. Summany

11.1. INnTRODUCTION

Control of the eukaryote cell cycle is normally exerted through a series of checkpoints, passage
through which permits one phase to begin only after the previous one is complete. Checkpoint controls
thus prevent cells from entering mitosis before completing replication, leaving mitosis without karyoki-
nesis, or reinitiating replication without mitosis {568, 1515}. These controls interact with DNA damage-
responsive checkpoints. Passage through checkpoints is controlled by the activity of cyclin-dependent
protein kinases {1516, 437}. Entry into mitosis from G, depends on p34°* kinase, which from S-phase is
bound to the regulatory cyclin A, and later in the cycle binds cyclin B, which is synthesised at the end of
S phase and in G.. The functioning of both cyclins A and B is necessary for mitotic entry in somatic cells.

Checkpoint regulation of the entry into mitosis is not entirely understood. The p34°*? kinase is
potentially regulatable by the availability of cyclins, by kinase inhibitory proteins, and by activatory and
inhibitory phosphorylation. Inhibitory phosphorylation of p34°*? is a major factor in delaying mitosis
through checkpoint controls {1517, 1518, 1519, 1520}, but this is not the only effective system {1521};
cyclin B synthesis may also be involved {1522}.

Chemical agents, as well as mutations, can subvert checkpoint control. Mitotic condensation can
occur even in cells that have been prevented from completing replication, by DNA synthesis inhibitors or
DNA damage, in response to caffeine or the protein kinase inhibitors 2-aminopurine and 6-dimethyl-
aminopurine {368} or the protein phosphatase inhibitor okadaic acid {1523}. Caffeine usually restores
the normal timing of late cell cycle events, and allows chromosome condensation to be attempted
irrespective of replication at what would be the normal time of mitosis, were it not for the block to
replication of DNA {367}. Caffeine and similar agents are however able to produce rapid, truly
premature condensation of incompletely replicated chromosomes, but only in lines such as CHO-K1 or
BHK-21 cells, and only after synchrony by prolonged replication arrest {367}; and never in all the cells
of a given population.

A different cycle checkpoint slippage, allowing cells arrested in metaphase by microtubule
antagonists to escape into interphase without mitotic division, has been shown by Kung ez al. {505} to be
characteristic of transformed rodent cells of whatever species, but absent in immortalised rodent cells
and in transformed human cells (with two exceptions: adenovirus-transformed 293 kidney cells, and
SV40-transformed ATSBIVA ataxia telangiectasia fibroblasts). It is not certain whether this checkpoint
slippage is related to the slippage in S-phase arrest described above.

Activators of cyclic AMP-dependent kinase cause several lines of cultured oncogenically
transformed cells to undergo both morphological and physiological reversal of the transformed
phenotype. This phenomenon was first described by Hsie and Puck as reverse transformation of
tumorigenic CHO-K1 cells by dibutyryl cyclic AMP (Bt,cAMP) potentiated by testosterone {369}.
Although CHO-K1 cells have been very widely used in somatic cell genetics, the molecular basis of their
transformed phenotype and the reversal of it remains largely unexplained.

Similar reverse transformation has been observed in several other cell types, mostly of rodent origin,
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in response to compounds with similar pharmacological targets. The essential features of reverse
transformation {360} are: a major cytoskeletal reorganisation producing elongated, aligned cells; loss of
the intensive ruffling and blebbing of the cell surface typical of transformed cells; reacquisition of
anchorage-dependent, contact-inhibited growth; increased intercellular communication through
electrically coupled gap junctions; and an increase in population doubling time, with a decrease in
saturation density.

The molecular basis of these profound morphological and behavioural changes are only partly
understood. The enzyme activities of cyclic nucleotide phosphodiesterase {519}, ornithine decarboxylase
{515, 516, 536}, and transglutaminase {451} increase. Bt,cAMP treatment causes transcriptional
activation of genes encoding for phosphoenolpyruvate carboxykinase in liver {526} and H4-II-E cells
{527}, hepatic tyrosine aminotransferase {529} and alkaline phosphatase in mouse L-cells {530}, lactic
dehydrogenase in C6 glioma cells {531}, as well as ornithine decarboxylase, cyclic nucleotide
phosphodiesterase, and some structural proteins: collagen {369}, fibronectin {534, 459}, and an actin
homologue {475} in CHO-K1 cells. Concurrently, nuclear DNA becomes more accessible to DNase 1
digestion {357, 456, 464, 477}. These data taken together indicate that several genes regain their
susceptibility to normal regulation during reverse transformation. These documented changes in activity
are not, however, sufficient to explain the whole phenomenon of reverse transformation. It seems logical

that genes more obviously causally related to the oncogenic process would be affected.

11.2. THE AIM OF THESE STUDIES

Using chemical treatment and cytogenetic methods the characteristics of the transformed CHO cell
line can be altered: it can be reverse transformed by treatment with Bt,cAMP and testosterone; in human
/ hamster somatic cell hybrids the expression of certain human genes may correct the rodent phenotype;
the transformed rodent phenotype can be enhanced by the overexpression of certain oncogenes. Based on
these scheme the aim of our work was the following:

1. Isolation and characterisation of CHO genes, the expression of which may be responsible for
its malignant transformation and alterations of cell cycle regulation.

2. Test, if reverse transformation have effect on the function of the synthetic and mitotic
checkpoint.

3. Check, if cell cycle checkpoint regulation of CHO cells is modifiable by the overexpression
of certain oncogenes. Does it affect the morphology or the susceptibility for reverse
transformation?

4. Isolation of monosomic human/hamster somatic hybrid cell lines that show the restoration of

the S and M phase checpkoints.
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11.3. RESULTS AND DISCUSSION

11.3.1. Identification of genes the expression of which changes parallel to reverse
transformation

We have searched by differential display for genes that show altered expression in reverse
transformation. Differential display is a sensitive technique in which ¢cDNA obtained from cells in
different states is amplified using modified oligo(dT) 3' primers and arbitrary 5' primers, and changes in
kinds of levels of expression are visualised by electrophoresis of amplified products {538}. Altered
expression of display fragments, and their cloned and sequenced derivatives, is confirmed by Northern
blotting. Differential display of cDNA fragments generated a set of 69 cDNA bands that differed
significantly in intensity between CHO-K1 and reverse-transformed CHO-K1. We amplified 39 of these
and used them as probes in Northern blots against mRNA of tumorigenic and reverse-transformed CHO-
K1. Eight of these bands proved to contain cDNA fragments which, on amplification, correspond to
mRNAs that were significantly changed in expression upon reverse transformation. We have then re-
tested, as probes in differential Northern blots, cloned products of the reamplified cDNAs. Four of the
eight were still positive after cloning.

Three of the differentially transcribed cloned DNA fragments were identified, when sequenced, as
elements of previously sequenced genes with known function. These can be interpreted as being
transformation-related, though not necessarily causative of transformation.

The K7C3 sequence (Figure 6.1.13) is homologous to part of the rat ribosomal protein S18 gene
(EMBL accession no. X57529). The abundance of transcript containing K7C3 is substantially reduced on
reverse transformation. This reduction may be explicable in terms of a lessened need for protein
synthesis. In an earlier screen for preferential overexpression of genes in early trophoblasts (which share
several growth features with tumours), the ribosomal protein S18 gene was identified as overexpressed
{488} similarly to prostate cancer cell lines and tissues {1440}.

The R4A sequence (Figure 6.1.15) is homologous to the N-terminal region of a rat mitochondrial
electron transport protein, NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 4 (Swissprot accession no. P05508).
Transcripts containing R4A increase in abundance; this increase is also easily interpretable. Reverse-
transformed cells should resemble normal untransformed cells in a preference for aerobic oxidative
phosphorylation, rather than glycolysis. It is probable that some other mitochondrial genes will also be
found to be more transcriptionally active in reverse-transformed cells; there is evidence for a general
decrease in transcription of genes with mitochondrial products in transformed cells {766, 762}.

The level of transcript containing R7A also increases parallel to reverse transformation. Its sequence
(Figure 6.1.19) is 73 % identical on the nucleotide level with a human sequence which has been reported
to encode a protein, p27°8*' with at least two very distinct functions. Interpretation of transcriptional
enhancement of this sequence therefore is quite puzzling, it may well be a cause as well as an effect of
reverse transformation. p27°%87¢'¥ was shown to be an evolutionarily conserved factor that plays a role in
maintaining the steady state level of free 60S ribosomal subunits {1488, 1488}. Accordingly, due to the
decreased rate of protein synthesis its enhanced expression would be required to maintain the increased

pool of free 60S ribosomal subunits. This is contradictory, however, to the increased level of p27°87/F
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during mast cell induction, where elevated level of protein synthesis should occur {1490, 1491}. In cells
of epithelial origin it acquired another function: in hemidesmosomes it is colocalised and makes strong
and specific interaction with the cytoplasmic domain of B4 integrin. It is also associated with the
intermediate filament cytoskeleton {735, 1487}, suggesting a coupling role between the intermediate
filaments and hemidesmosomes. We believe that an increase in a hemidesmosomal integrin-binding
protein which has cytoplasmic and nuclear connections could well contribute to many of the
morphological and behavioural changes observed in reverse-transformed CHO-K1 cells. Other integrin-
binding proteins are also known to be involved in intercellular signalling, gene expression and mitotic
progression {763}.

The fourth differentially transcribed cloned cDNA fragment, K7C2, was identified, by sequencing
(Figure 6.1.22), as element of a known gene which may be causative in oncogenesis. The level of the
corresponding transcript also increases on reverse transformation. It has a 83.5 % homology to the 3' end
of a human DNA sequence, mapping to 7q21-q22, which has recently been identified as a gene encoding
Kritl, a novel ankyrin repeat-containing protein detected by interaction trapping as binding to the Ras-
family GTPase Krev-1/rapla through its C-terminal domain. It also has a central transmembrane domain,
and is expected to interact with other unknown partners by its N-terminal ankyrin repeats {699}. It is
therefore a very plausible candidate for a regulator or localiser of the Krev-1/rapla protein. Krev-
l/rapla, in turn, behaves as an antagonist of p21™S in several but not all Ras transformed cells. Krev-
1/rapla protein, being located in intracellular membranes while p21™S is in the plasma membrane {760},
does not interact directly with p21'S, rather, it competes with p21S for binding to the GAP stimulatory
protein {767} and the downstream effectors Ral-GDS {778, 776} and Rafl {769, 776}. Though loss of
heterozygosity at the Krev-1 locus is a rare oncogenic event {779}, it seems likely that Kritl functions
may be important: Serebriiskii et al. {699} showed that Kritl ¢cDNA maps by FISH to human
chromosome 7q21-22. They noted that chromosome 7 monosomies and 7q22 deletions are characteristic
oncogenic events in cells in which Ras is hyperactivated or the Ras-GAP NF1 gene is mutated, so that the
7922 locus should contain a tumour suppressor gene {773}. Our report is the first of Kritl expression

being enhanced in parallel with reverse transformation.

11.3.2. At least two known cell cycle checkpoint functions correlate with rodent origin
and transformed status

Reverse transformed CHO-K1 cells become refractory to rapid caffeine-induced chromosome
condensation. We argued that, if oncogenic transformation removes S-phase checkpoint integrity and
chemical detransformation restores it, overexpression of oncogenes might affect the response to caffeine
after S-phase arrest. Of the proto-oncogenes tested, two clearly do modify the response of CHO-K1 cells:
overexpression of c-src enhances premature condensation, and wnt/ delays or suppresses it. Neither have
any perceptible effect on CHO-K1 morphology. As would be expected, not all proto-oncogenes are
effective: CHO-K1 overexpressing c-jun show no change in their caffeine response.

The modulation of caffeine-induced condensation by c-src is not surprising: pp60* is a target of
mitotic p34°*? {1437}, the src family of kinases are known to be required for entry into mitosis {1438},

and the predominant substrate of overexpressed c-src is a mitotically phosphorylated RNA-binding
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protein, Samé68 {1524}. The opposite effect of wntl is less expected; the wnt gene family are implicated
in various aspects of developmental control {1439}, and expression of wnt/ (normally silent in CHO)
appears to shift S-phase checkpoint integrity, though not morphology, towards a more differentiated state.

Primary rodent cells, immortalised 3T3 and the majority of transformed human cells show proper
functionality of the mitotic checkpoint, while all the transformed rodent lines show its defect. It has also
been shown in our work, that the overexpression of c-src, wntl and c-jun oncogenes have no effect on the
integrity of the mitotic checkpoint. Unlike in the case of the S phase checkpoint, we were unable to show

any effect of reverse transformation on mitotic checkpoint.

11.3.3. Chromosome 11 and 15 restores the deficiency of the S phase and mitotic
checkpoints in somatic hybrid cells

Human and transformed rodent cells show significant differences in checkpoint control as it was
shown by our work {681} and by others {367, 505}. We argued, therefore, if the presence of certain
human chromosomes in transformed rodent / human somatic cell hybrids is capable of restoring any of
the deficiencies, characteristic to transformed rodent cells.

We have tested several transformed rodent / human somatic cell hybrid lines containing sets of
human chromosomes. Lines that showed the restoration of S phase checkpoint all contained chromosome
11, while the single chromosome, that was common in the mitotically stable hybrid cells, was
chromosome 15. These results were further supported by the monosomic derivatives A, (Chr 11) and
15A (Chr 15). From the works carried out with radiation hybrid derivatives of A, that contained either
the p or q arms of chromosome 11 it appears certain, that there are at least two genes affecting the S
phase checkpoint and the two genes are mapped on the two different arms of chromosome 11.

We made efforts to map and clone the gene responsible for the restoration of the mitotic checkpoint
on chromosome 15. Transfection of CHO cells with chromosome 15 specific A library failed to result in a

mitotically stable derivative, therefore further gene mapping with radiation hybrids is in progress.
11.4. REFErReNCES

For the list of references please refer to chapter 9 on page 75.
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12. Osszefoglalés

12.1. ELMELETIATTEKINTES

A sejt osztdédasa soran sejtciklus ellendrzd pontok biztositjak, hogy a sejt a ciklus egymasutani
allapotain, lépések kihagyasa nélkiil, kizarolag a megfeleld sorrendben haladjon végig. Az ellendrzd
pontok 1étét biztositd, fOként szabalyozd szerepii kindzok és foszfatazok koré szervez6dd molekularis
mechanizmusok jelenleg még csak részlegesen ismertek, kdlcsonhatasaik ismert onkogénekkel és tumor
szupresszorokkal pedig szinte teljesen felderitetlenek. A magasabbrendii eukari6ta sejtek malignus
rok funkciévesztéses mutacidja mellett a sejtciklus ellendrzépontok elvesztése is jelentds szerepet jatszik.
A transzformalt ragcsalésejtekben kimutathaté egyes sejtciklus ellenérzépontok mitkodésének kiesése,
mig a megfeleld normal ragesaldsejtekben, illetve a transzformalt human sejtekben ezek a funkcidk épek.

A sejtciklus ellenérzépontokhoz kapcsolddo szabalyozasi mechanizmusok végsé effektor molekulai a
ciklin dependens protein kindzok {1516, 437}. A G, fazisbdl mitozisba torténd belépést a p34°¢? kinaz
aktivitasanak megemelkedése inditja be. A p34°*? az S fazis soran a ciklin A, mig a ciklus késébbi
fazisaiban a ciklin B regulator alegységgel kapcsolddik. Ez utobbi ciklin az S fazis végén illetve a G,
fazisban szintetizalédik. Szomatikus sejtekben mindkét ciklin miikodése sziikséges a mitdzisba valéd be-
1épéshez. A p34*2 kinaz regulacidja négy szinten valdsul meg: regulator ciklin alegységek kitddése altali
aktivacioval; aktivalo és inaktivalo foszforilacidval valamint inhibitor fehérjék kotddése kovetkeztében
kialakulé gétlassal. A sejtciklus ellenérzépontok altal kozvetitett szignal a mitozis gatlasat elsésorban a
p34°? inhibitor foszforilalacidjan keresztiil fejti ki {1517, 1518, 1519, 1520}, bar mas, kozvetett
mechanizmusok is szerepelhetnek {1521}, példaul a ciklin B szintézis szabalyozasan keresztiil {1522}.
Az egyes sejtciklus ellendrzépontok miikodésében részt vevd fehérjék és a szabalyozas osszefliggései
azonban jorészt felderitetlenek.

Malignusan transzformalt ragcsalosejteket a cAMP metabolizmust befolyasoldé kémiai dgensekkel
kezelve a transzformalt fenotipus morfoldgiai, fiziologiai és biokémiai reverzidja valthat6 ki, amely a
drogok elvonasa utan eltlinik, tehat reverzibilis. A jelenséget Hsie és Puck irta le 1971-ben a
laboratériumukban el6zdleg izolalt CHO-K1 kinai horcsog ovarium sejtvonal dibutiril-ciklikus-AMP
(Bt,cAMP) és tesztoszteron kezelésre bekdvetkezo reverz transzformaciojaként {369}. Az6ta szamos mas
sejtvonal reverz transzformalasaval is sikerrel probalkoztak {473, 476, 454, 479, 366, 478, 458, 472, 345,
357, 355, 502}, hozzajarulva a cAMP dependens protein kinaz rendszer, a malignus transzformacié és
sejtdifferenciacio kozotti osszefliggések felderitéséhez.

A reverz transzformacio jellegzetes valtozasai: a citoszkeleton jelentds reorganizacidja kovetkeztében
a sejtek megnyilnak és egymas mellé rendez6dnek; a sejtfelszin intenziv mozgéasai megsziinnek; a sejtek
csak valamilyen aljzathoz tapadva képesek osztddni, szuszpenzioban, lagyagarban nem; a sejtosztodas
sejtdenzitas fliggd gatlasa visszatér; a sejtek kozotti kommunikécié intenzivebbé valik elsésorban a gap
Jjunction-ok szamanak emelkedése kovetkeztében; a sejtek ciklusideje megnyulik; a telitési sejtslirliség
lecsokken. ‘

A jelentés morfologiai és fiziologiai valtozasok molekularis hattere még eléggé feltaratlan, és
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nukleotid foszfodiészteraz (PDE) {519}, az ornitin dekarboxilaz {515, 516, 536} és transzglutaminiz
{451} enzimaktivitisa emelkedik. Majban {526} és HA4-II-E sejtekben {527} a foszfoenol-piruvat
karboxikindz, a m4j tirozin aminotranszferaz {529}, egér L sejtekben az alkalikus foszfataz {530}, C6
glioma sejtekben a laktat dehidrogenaz {531}, CHO sejtekben az ornitin dekarboxilaz, a PDE, az I-es
tipusa kollagén {369}, a fibronektin {534, 459} és az aktin {475} génjének transzkripcionilis aktivalasat
irtdk le. Ezzel parhuzamosan a nukledris DNS érzékenyebbé valik a DNaz I emésztésre {357, 456, 464,
477}. Ezen enzim- és génaktivitis valtozasok azonban nem elégégesek a reverz transzformaciot kisérd
jelenségek magyarazatdhoz, a malignus transzformacidéval koézvetlen kapcsolatba hozhaté aktivitas

valtozasok mindenképpen varhatdk.

12.2. CELKITOZESEK

Az irodalmi adatok és kollaboraciés partnereink személyes kézlése alapjan kirajzolédott egy
altalanos kép, amely a malignusan transzformalt ragcsalésejtek, a transzformalt human sejtek és a normal
sejtek tulajdonsagai kézti kiilonbségeket vazolja fel:

1. A normal human és normal ragcsalosejtek (primer fibroblasztok, vagy akar immortalizalt
fibroblasztok) sejtciklus ellendrzé pontjai épek, a sejtek vélasza a vizsgalt technikakkal teljesen
normaélisnak tekinthetd.

2. A legtobb transzformalt human sejt sejtciklus ellendérzd pontjai épek. Egy-egy ellen6rzépont
vonatkozasédban azonban lehetnek kivételek, példaul egyes vastagbél karcindma sejtek mitotikus
ellenérzépontjanak defektusa kromoszomalis instabilitast okoz {705}.

3. A legtdbb transzformalt ragesalosejt sejtciklus ellendrzépontjai hibasak. Egy-egy sejtvonal azonban
egyes ellenérzépontok helyes miikodését mutatja.

Citogenetikai modszerekkel a transzformalt kinai hércsdg ovéarium sejt tulajdonsagai megvaltoztatha-
tok: kémiai agensekkel reverz transzformaltathatd; egyes tulajdonsagai "humanizalhatok": szomatikus
CHO/human hibridsejtben a jelenlévd human kromoszémak komplementalhatjak a vizsgalt sejtciklus
ellenérzépont defektusat; egyes dominans onkogének tiltermeltetésével pedig a transzformalt fenotipust
fokozni tudjuk. Ezen séma alapjan a dolgozatomban felvazolt kisérletek a kovetkezd kérdésekre kerestek
vélaszt:

1. Melyek lehetnek azok az onkogének, tumor szupresszorok vagy sejtciklus szabalyozd faktorok,
megvaltozasat okozta?

2. A CHO sejtek reverz transzformaltatasa hogyan befolyasolja az S és M fazisos ellenérzpont
miikodését?

3. Lehet-¢ befolyasolni a CHO sejtek sejtciklus ellendrz8pont szabéalyozasanak sajatossagait egyes
onkogének tultermeltetésével? Befolyasolja-e a tiltermeltetés a reverz transzformacio képességét és a
morfoldgiat? _

4. Lehet-e olyan CHO/human szomatikus hibridsejtet talalni, amelyben az S és M fazisos

ellendrzépontok mitkodése helyreallt?
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12.3. ALKALMAZOTT MODSZEREK

+ Rekombinins DNS mdédszerek (Restrikcios emésztések, gélelektroforézis, ligalas, E. coli
transzformalasa plazmiddal, plazmid preparalas, A fag DNS preparalas, genomialis DNS preparalasa
sejtkultura sejtjeibol, RNS preparalas sejtkultira sejtjeib6l, Southern blott, Northern blott, DNS
radioaktiv jelolése, hibridizacié, kol6niahibridizacio)

- Sejttenyésztés

+ Kromoszémapreparalas

- Mitotikus ellenérzopont vizsgalat négyféle kiilonb6z6 modszerrel

» CHO sejtek transzfekciodja elektroporalassal

- S fazisos ellendrzdpont vizsgalat

« Sejttenyésztés lagyagarban

+ Szomatikus sejt fuzios hibridek eldallitasa

- Génexpresszidés mintazatok dsszehasonlitasa Differential Display-el

« Szamitoégépes szekvencia analizis
12.4. ERrRepmENYEK

12.4.1. A reverz transzforméacio hatasai a génexpresszioéra

2, 3, 8 és 15 napig reverz transzformaltatott; Gjratranszformalt; csak Bt,cAMP-al kezelt; csak
tesztoszteronnal kezelt; valamint kezeletlen kontroll CHO-K20 sejtekb6l szarmaz6 mintdk Northern blott
vizsgalataban sikeriilt kimutatnunk a c-jun €s a c-src onkogének kifejez6dését, azonban ezek expresszidja
a reverz transzformaci6é soran nem valtozott. v-sis, v-ERB-B és wntl probakkal nem sikeriilt expressziot
detektalnunk.

A reverz transzformacié soran bekovetkezd génexpressziés mintazatbeli valtozasok kimutatisihoz a
Northern blott hibridiz4cids kisérletek nem bizonyultak elég hatékonynak. Az irodalomban erre t6bbféle
modszert irtak le, ezek koziil a mi rendszeriinkre a differential display {538, 392} latszott a leg-
koénnyebben alkalmazhaténak. Részleges differential display kisérletsorozatunk 69 az intenzitisban, és
ezzel a génexpresszioban valtozast mutaté cDNS fragmentumot eredményezett. Ezekbol 39-et ellendriz-
tink Northern blott hibridizicioban; kezeletlen, csak tesztoszteron kezelt, csak Bt,cAMP kezelt és
teljesen reverz transzformalt RNS mintakon. Ezekb6l 8 bizonyult olyan cDNS fajtanak, amelyek
expresszids valtozast mutatd mRNS fajtakat detektalnak. A cDNS fragmentumokat Northern blott-ban
1jbol leellendrizve 4 kldnozott fragment detektalt szignifikans expresszidvaltozast mutatd RNS fajtat.

A K7C3 szekvencia a patkany 40S riboszomalis alegység S18 jelii fehérjéjével mutat homoldgiat
(EMBL accession no. X57529). A detektalt mRNS mennyisége jelentésen lecsokken a reverz
transzforméci6 soran. E csokkenés a fehérjeszintézis altalanos intenzitdscsokkenésével magyarazhatd.
Korai trofoblasztokban, amelyek sok tulajdonsagukban a transzformalt sejtekre hasonlitanak, az S18
fehérje magas expresszidjat mutattak ki {488}, hasonléan egyes prosztatarak sejtekhez {1440}.

Az R4A jelt klon egy patkany mitokondrialis fehérje, a NADH-ubiquinon oxidoreduktaz 4-es lanc N
terminalis régidjaval homoldg (Swissprot accession no. P05508). Expresszidjanak emelkedése varhaté

kovetkezménye a reverz transzformacidnak; a reverz transzformalt sejtek anyagcseréje is a normal
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sejtekéhez hasonlit, amennyiben a gliikolizissel szemben az oxidativ foszforilacidt részesitik elényben
{780, 766, 762}.

Az R7A kl6n 73 %-os homologiat mutat a p2788P¢IF¢ fehérjét kddolé cDNS szekvenciaval. mRNS-
ének szintje a reverz transzformacié soran megemelkedik. A p27887<F¢ fehérje meglepd moédon két,
egymastél meglehetésen tavolalld funkciét lat el. Evoluciésan konzervalt funkcidja a szabad 60S
riboszomalis alegység steady state szintjének fenntartasa {1488, 1488}. Feladata ennek megfelelden, a
reverz transzformacié soran tapasztalhat6 alacsonyabb intenzitisu fehérjeszintézis kovetkeztében mege-
melkedett mennyiségii szabad 60S riboszémalis alegység megkotése lenne. Ennek azonban komolyan
ellentmond, hogy a hizésejtek indukcidja soran is megemelkedik a szintje, mely folyamat viszont a
fehérjeszintézis intenzitisinak emelkedésével jar {1490, 1491}. Epitélialis eredeti sejtvonalakban a
p27°BPeIfs fehérje erds és specifikus kolcsonhatasba 1ép a B4 integrin citoplazmatikus alegységével, és az
intermediate filament citoszkeletonnal {735, 1487}, ami az intermediate filament citoszkeleton és a
hemidezmoszémak kozotti kapcsolatok 1étrehozasaban jatszott szerepére utal. Ugy gondoljuk, hogy egy
hemidezmoszémalis integrin kotd fehérje, amelynek citoplazmatikus és magi jelenlétét is leirtak, a reverz

transzformacid szamos jelenségéhez aktivan hozzajarulhat.

szekvencidban mutatott homolégiat. Erre a régiora tobb expressed sequence tag (EST) is térképezddik,
amelyek segitségével egy feltételezett gén kodolé szekvencidit lehetett Osszedllitani. A teljes cDNS
szekvenciat nemrég kozolték, az a ras csaladba tartozd Krev-1/rapla GTPaz fehérje interakcids partnerét,
a Kritl-et kédolja {699}. A Krev-l/rapla fehérjér6l az irodalom valdszinisiti, hogy maga is tumor
szupresszor, bar az egyes vélemények eltérnek {496, 699, 700, 701, 760, 761, 765, 767, 770, 771, 772,
779}. A Kritl viszont olyan citologiai régidba esik, amelyrdl kimutattdk hogy valészinilleg tumor
szupresszor gént hordoz {773}. Itt kapott eredményeink az elsd bizonyitékai annak, hogy a 7q21-q22

régiéba esd tumor szupresszor gén a Kritl {1436}.

12.4.2. A reverz transzformécié hatasai a sejtciklus ellenérzépontjaira

Izoleucin éheztetéssel késdi G, fazisra eldszinkronizalt sejteket blokkoltunk S fazisban hidroxiurea,
vagy afidikolin kezeléssel legalabb 18 o6ra hosszan. Ez a kezelés egyes sejtek sejtciklusat a Gi-nek
megfeleld allapotra allitja be, holott a DNS szintézis blokkolasa miatt a replikacié nem jatszodhatott ie. A
maradék sejtciklus kontroll ezt kovetden koffein kezeléssel konnyen tonkretehetd, a sejtek korai
kromoszémakondenzacioba kezdenek, végzetes kovetkezményekkel {367}. Az S fazisos ellen6rzépont
ezen hibaja csak transzformalt ragcsalésejtekben (BHK-21, CHO, 10a2b) jelenik meg, a normal
ragesaldsejtekben (pl. primer fibroblasztok, 3T3), illetve az Osszes vizsgalt human sejtben (293,
ATSBIVA, Hela) miikédése normalis. A reverz transzformaciéval parhuzamosan az S fazisos ellen6érzo-
pont integritasa helyreall.

A sejtciklus hosszan tartdé blokkolasa metafazisban a mikrotubulusok szervezédését befolyasold
agensekkel (kolchicin, kolcemid, nokodazol, taxol, N.O) egyes sejteknél abortiv mitdzishoz vezet: a
sejtek az anafazis, telofazis és citokinézis kihagyasaval kilépnek G, fazisba, mikdzben ploidiafokuk
megkétszerezddik. Ez minden transzformalt ragcsalosejtre és néhany human vonalra is jellemzd {505}.

Az S fazisos ellendérzépont kisérletekhez hasonléan megvizsgaltuk, hogy a reverz transzformaciénak van-
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e hatdsa az M fazisos ellendrzépont milkédésére. Ilyen hatast azonban kimutatni nem tudtunk.

12.4.3. Onkogének taltermeltetésének hatasai a sejtciklus ellenérzépontjaira

12.4.3.1. ONKOGEN TULTERMELTETESRE ALKALMAS EXPRESSZIOS PLAZMIDKONSTRUKCIOK EPITESE, ES STABIL

TULTERMELO SEJTVONALAK LETREHOZASA

A Northern blott kisérletek eredményeit alapul véve tiltermeltetésre harom onkogént valasztottunk,
melyek az onkogének harom kiilénbozd csoportjat: szignal transzdukciés faktorok (c-src), transzkripcids
faktorok (c-jum), valamint extracellularis szignal faktorok (wntl) képviselik. A harom onkogén végig-
transzlalhatd cDNS-eit eukaridta expresszids vektorba épitettiik. A konstrukcidkkal CHO sejteket
elektroporaltunk, és szelekcié utin egyedi kolonidkat izolaltunk. Az izolalt klénok tiltermelésének
mértékét Northern blott hibridizicioval teszteltiik, és a leginkabb tiltermelokkel dolgoztunk tovabb. Ezek

a sejtek hosszabb tenyésztést kovetden is stabilan megdrzik onkogéntaltermeld képességiiket.

12.4.3.2. Az ONKOGENEK TULTERMELTETESENEK HATASA A REVERZ TRANSZFORMALHATOSAGRA

Az onkogének tiltermeltetésének hatasit a reverz transzformalhatésagra tobbféle citologiai
modszerrel vizsgaltuk. Vizsgaltuk a sejtek megnyilasanak mértékét, a lagyagarban valé noévekedés
képességének elvesztését és a ciklusidé megnovekedését. Osszefoglaléan megallapithatd, hogy a harom
kiilonb6zd tipusi onkogént (c-src, c-jun, wntl) tiltermel$ sejtvonal a kontrollhoz képest nem mutat

kiilonbséget a reverz transzformal6 kezelésre adott valaszban.

12.4.3.3. A REVERZ TRANSZFORMACIO ES AZ ONKOGENEK TULTERMELTETESENEK HATASA Az S ES M FAzisos

ELLENORZOGPONT MUKODESERE

A reverz transzformacid hatasaval ellentétes valtozast reméltiink az onkogének harom csoportjat
reprezentalé modell onkogének tultermeltetésétol. A src onkogén tiltermeltetése valdban fokozta a
hosszantartd6 DNS szintézis blokk és koffein kezelés hatasara bekovetkezd mitotikus katasztrofat. A
koffeinnel nem kezelt, csak DNS szintézis blokk alatt tartott sejtekben is magasabb a spontan mitotikus
katasztrofat mutaté sejtek aranya. A wntl onkogén tiltermeltetésével ugyanakkor az S fazisos ellenérzo-
pontot olyan hatds éri, melynek kovetkeztében a mitotikus katasztréfit mutatd sejtek aranya
alacsonyabba valik. A jun onkogén az S fazisos ellenérzépontra nincs hatassal. A c-src koffein indukalta
korai kromoszémakondenzaciét modulalé hatidsa nem meglepd: a pp60= a p34°*? mitotikus kinaz foszfo-
rilacios targetje {1437}; a src csalad kinazairdl tudott, hogy a mitézisba valo belépéshez sziikségesek
{1438}. A wntl ellentétes hatasa mar inkabb meglepd. A wnt géncsalad tagjai az egyedfejlédés szamos
aspektusaban szerepet jatszanak {1439}, és ugy tlnik, hogy a CHO sejtekben normalisan nem
expresszalodé wntl az S fazisos ellendrzépont integritasat egy differencialtabb allapot felé tolja el
anélkiil, hogy a sejtek morfoldgiajat befolyasolna. A mitotikus ellendrzdpont miikddésére egyik onkogén

deregulalt kifejeztetése semn volt hatdssal.



Osszefoglalds 95

12.4.4. A transzformalt ragcsélésejtek sejtciklus ellenérzépontjainak hibajat egyes

human kromoszémak jelenléte komplementalja szomatikus sejthibridekben

Human / kinaihdrcség szomatikus sejt hibridekkel sikeriilt az S és M fazisos ellenérzépontok
miikddésében szerepet jatszd géneket térképezniink a 11-es (S) és a 15-6s (M) human kromoszémdkra. A
11-es kromoszémarél kimutattuk, hogy legalabb két, az ellentétes karokon elhelyezkedd génré! lehet szo,
amelyek koziil az egyik feltehetéen a Wilm's tumor tumorszupresszor. A 15-6s kromoszéman
elhelyezkedd gén finomabb térképezéséhez radidciés hibridek eléallitasat kezdtik el. Eszak-irorszagi

kollaboracids partnereinkkel kozosen elkezdtilk a 11-es kromoszéman elhelyezkedd gén molekularis
modszerekkel torténd izolalasat.

12.5. IpEzeTT IRODALOM

Az irodalmi hivatkozasok listdjat lasd a 9 fejezetben a 75. oldalon.





