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1. Bevezetés

1.1 Célkitiizések

A Szegedi Bioldgiai Kézpont Genetikai Intézete Kromoszéma Csoportjanak f6 kutatasi
témaja az itt kifejlesztett mesterséges kromoszémak (1, 3, 29, 70) szerkezetének vizsgalata és
génterapiai, illetve biotechnoldgiai célokra torténd lehetséges felhasznalasanak
tanulmanyozasa. E kisérletek sordn vizsgdljuk a mesterséges kromoszOémak stabilitdsat,
emlGssejtekbe torténd atvitelének modjait, valamint mesterséges kromoszomat minden
sejticben hordozd, illetve utédjaikba atdrokitG transzgénikus allatok el6allitasanak
lehetGségeit. A csoport munkéja soran sikeriilt olyan mesterséges kromoszoémakat eléallitani,
amelyek csaknem teljes egészében egér pericentromerikus szatellit DNS szekvenciakbol
allnak, kivéve az alapvets szerkezeti elemeket (telomer, centromer, replikacids kezdSpontok),
valamint a kromoszémaékba transzformacioval bejuttatott ,,idegen” DNS szekvencidkat. Az
»idegen” DNS szekvencidk kozott talalhaté egy katalitikus RNS molekula (ribozim), amely
képes az AIDS virus RNS genomjat a gag fehérjét kodolo régidban elhasitani (anti-HIVgag-
ribozim) (12, 80). Mivel a gag fehérje a virus egyik alapvetd burokfehérjéje, igy ennek hianya
megakadalyozza a virus 0sszeszerel6dését, a fert6zott sejtbdl valo kijutasat és végs6 soron a
fert6zés atterjedését mas sejtekre.

Feladatom, munkam célja olyan transzgénikus egér elGallitasa volt, amely genomjaba
integralédva hordozza, és utddjaiba 6rokiti a pCePurl32 plazmid konstrukciot. A pCePurl32
plazmid tartalmaz két emlGs szelekcids jelz6gént (puromicin, hygromicin rezisztencia gének),
illetve az anti-HIVgag-ribozim ,gén"-jét. Egy ilyen transzgénikus egér tanulmanyozasa
hasznos informacidkkal szolgalhat a mesterséges kromoszomat hordozd egér elGallitasahoz,
ugyanis ha a kifejez6dott anti-HIVgag-ribozim az egér életfunkcidi szempontjabol fontos
mRNS-ek kodzott hasithatd célszekvenciat talal, akkor az egér ki sem fejlédik, vagy karosodott

lesz, vagy elpusztul. Ez félrevezet§ lehet a mesterséges kromoszomat hordozé transzgénikus
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egér elBallitasanal. Ezen tul, a pCePurl32 vektort hordozé egérben az anti-HIVgag-ribozim
kifejezGdése, illetve in vivo miikodGképessége tanulmanyozhaté. Tovabba a vektorban
talalhato két dominans szelektalhatd gén olyan taplalo fibroblaszt sejtek izolalasat is lehetfvé
teheti, amelyek mindkét szelektalhato gént hordozzak, és azok ki is fejez6dnek. Ezek a taplalo
fibroblaszt sejtek felhasznalhatok az embrionalis ssejteken (ES sejtek) alapuld transzgénikus

egér eldallitasi technoldgiaban.

1.2 A transzgénikus egér elallitisanak modjai

A molekularis bioldgia és az emlds embrioldgiai kutatasok fejlédése lehetdvé tette, hogy
mintegy 15 évvel ezeldtt a két tudomanyteriilet kézos utra lépjen, €s a transzgénikus
technoldgia bevonuljon az 1) modszerek tarhazaba. Az emlds transzgénikus munkéak
»haziallata” a héazi egér (Mus musculus). Konnyld kezelhetGsége, viszonylag rovid
reprodukcids ciklusa és magas utdédszama miatt valt a transzgénikus munka idealis
laborallatava. 4 transzgénikus egerek olyan dllatok, amelyek genomjukban kisérleti uton
bejuttatott, idegen DNS molekula(ka)t hordoznak. Az idegen DNS bevitelének tobb modja 1s
lehetséges.

Az els transzgénikus egeret SV40 viralis DNS molekulak korai embriok blasztocdl
lregébe torténd mikroinjektalasaval allitottak eld (44). Késébb egér embridkat retrovirusokkal
fertéztek, és transzgénikus utddokat kaptak (43). Masok, totipotens teratokarcindéma sejteket
DNS-el transzfektéltak, és a transzfekciot kdvetS szelekcids lépés soran kivalogatott sejteket
injektaltak egér balsztocisztakba (58). Ennek a megkdzelitésnek egy masik formaja volt az,
hogy a szelektalt sejtekbll szarmazd sejtmagot egy olyan megtermékenyitett petesejtbe
ultették, amelybdl el6zbleg a pronukleuszokat eltavolitottak (54).

Jelenleg a legelterjedtebb és a legsikeresebben hasznalt moédszer az ,,idegen” DNS

kozvetlen mikroinjektdlasa megtermékenyitett egér petesejtek pronukleuszaiba (25). Az
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idegen DNS stabil kromoszomalis beépiilése folytan az injektalasi kisérletbdl sziiletett egerek
10-40%-a tartalmazza a bejuttatott transzgént (7). A legtobb esetben a beépiilés az egysejtes
embrionalis allapotban torténik, igy a transzgénikus allat minden sejtje, beleértve az
elsGdleges ivarsejteket is, tartalmazza a bevitt idegen DNS-t. Az egerek kb. 20-30%-anal
azonban az integracio egy késébbi embriondlis allapotban torténik, igy ezek az élla.tok
mozaikosak lesznek az idegen DNS jelenlétét tekintve, vagyis csak bizonyos sejtek, szdvetek
tartalmazzak a transzgént (89). A beépiilt idegen DNS molekuldk szama lehet 1, de akar tobb
szaz is. Ha t6bb kopia épiilt be, akkor azok rendszerint egyetlen kromoszéma egy pontjan
talalhatok, de ritkan el6fordulhatnak elkiiloniilt integracidos helyek két kiilonb6z8 vagy
ugyanazon a kromoszOéman is. Az idegen DNS molekuldk koépidi rendszerint fej-farok
elrendezddésben helyezkednek el az integracios helyeken.

Az eddig emlitett modszerek mellett a transzgén bejuttatdsa embrionalis Gssejteken (ES
sejtek) keresztiil is torténhet. Az ES sejtekbe elektroporacidval, retrovirus fert6zéssel (74)
vagy lipofekcioval (84) juttathatnak idegen géneket. Ezt kdvetGen stabilan modositott ES
sejtklonok izolalhatok, amelyet a megfelel klonbdl szarmazé 10-15 ES sejt blasztociszta
allapotu egér embridba torténd injektaldsa kovet. A megsziiletett transzgénikus utédok
rendszerint erésen mozaikosak, de szerencsés esetben ivarsejtjeik hordozhatjdk a transzgent,
amit utédjaikba Orokithetnek. A transzgén tovabborokitését mindkét jelenleg hasznalatos
technika esetében ellendrzé keresztezésekkel lehet megallapitani. Az ES sejtek hasznalata
akkor a legfontosabb, amikor ritkdn bek6vetkez§ integraciés eseményeket kell szelektalni (pl.
homolég rekombinacié). Néha azonban eléfordul, hogy mozaikos (nem minden sejtjében,
szovetében transzgénikus) allatra van sziikség (pl. a transzgén dominans letalis, igy csak
mozaikos allatban vizsgalhato és tarthato fenn), és ilyenkor célszerd ezt a modszert valasztani
a kisérletekhez. A tObbi esetben a pronukleusz mikroinjektalasaval hamarabb lehet
eredményhez jutni, igy tobbnyire ezt a moddszert alkalmazzak transzgénikus egér vonalak

elGallitasara.
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Az ES sejt technoldgidnak egy injektalast nem igényl6 modjat is leirtdk, az un.
aggregacios eljarast (90). Ebben az esetben az ES sejteket morula stadiumi embridkkal
tenyésztik egylitt egy €jszakan at. Masnap nevelS anyaba iiltetik az igy kapott embridkat. A
tenyésztés soran az eleinte csak kiviilr6l a morulara tapadt ES sejtek internalizaloédnak, és
maguk is részt vesznek az embrio (és késébb az egér) fejlédésében. Az aggregacids
modszerrel kzel azonos szamu olyan egeret kaptak, amelyek az ivarsejtjeikben is hordoztak a
transzgéneket, és igy Ordkiteni tudtak azt utddjaikba, mint a blasztociszta injektalassal. A
modszer egy tovabbfejlesztett valtozata, amikor az ES sejteket két tetraploid, morula stadiumu
embrié k6zé helyezik (,,aggregacids tetraploid szendvics”), majd egy éjszakan at torténé
tenyésztés utan neveld anyaba iiltetik az ES sejt-morula aggregatumot. Az ezzel a modszerrel
sziiletd egerek 100 %-ban az ES sejtekbdl fejlddnek, mert a tetraploid sejtek az embrid
fejlédése soran elpusztulnak. Igy a sziiletett egerek minden sejtjiikben hordozzak a transzgént.
Ez az eljaras azonban csak a szerzGk altal izolalt R1 elnevezés(i ES sejtvonal sejtjeit hasznalva
mikddik (66).

Az aggregacidés moddszer egyszeriibb mint az injektalasos moddszer, kisebb koltséggel
hajthaté végre, kisebb kéziigyességet és kevesebb id&t igényel. Raadasul az ,,aggregacios
tetraploid szendvics” technika 100 %-ban transzgénikus egerek el8allitisat teszi lehet6vé, egy

lépésben (66).

1.3 Antiszensz RNS-ek, katalitikus RNS-ek, mint terapias eszk6zok

Két évtizeddel ezel6tt fedezték fel mikroorganizmusokban, hogy a genetikai
informécidaramlas szabalyozasa komplementer RNS-RNS pérosodas ttjan, vagyis Un.
~antiszensz” moédon is torténhet. A mikrobakban megfigyelt antiszensz szabalyozas létezése
alapjan feltételezték, hogy barmely gén miikodése megakadalyozhato antiszensz gatlassal. Az

els6 eredményes kisérletekben mesterségesen eldallitott antiszensz DNS molekulakat
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alkalmaztak transzlacié gatlasara in vitro (33, 67). Ezzel egy id6ben hasonld, de in vivo
kisérletekben sikeriilt a Rous szarkoma virus replikacidjat gatolni sejtkultirakban (91).
Mesterségesen eldallitott antiszensz RNS molekulakrdl el6szor akkor mutattak ki, hogy gének
expresszidjat funkciondlisan képesek gatolni, amikor injektalassal béka oocitakba juttattdk
oket (42, S5). Ezeket a tanulméanyokat olyan kisérletek kovették, amelyekben adott génre
specifikus antiszensz RNS molekulakat sejten beliil fejeztettek ki, és tobb kiilénbozd kisérleti
rendszerben is képesek voltak specifikus gatlast elGidézni veliik (45, 49, 53). Az antiszensz
technika legujabb modszerei kozé tartozik a sejtek, szovetek kezelése olyan
dezoxiribonukleotidokkal, amelyek kiilonb6z6 kémiai modositdsokat tartalmaznak cukor-
foszfat lancukban. Ezek a médositasok hatékonyabba teszik az antiszensz DNS molekulakat
az €16 sejtekben. Egy masik 1j médszer a katalitikus aktivitas antiszensz RNS molekulak,
vagyis ribozimok alkalmazasa. Ezek nemcsak hozzakot6dnek a komplementer RNS
célmolekuldkhoz, hanem egy meghatirozott helyen el is hasitjak azokat. Egy ribozim
molekula tobb célmolekulat is elhasithat és elvileg kiilonboz8 eredetii (viralis, bakterialis,
parazita) betegségek lekiizdésére is hasznalhaté feltéve, hogy a cél-RNS molekula
szekvencidja ismert.

Az els katalitikus tulajdonsagu RNS molekulat a Tetrahymena preriboszoémalis-RNS-
ének I-es tipust intronjaban fedezték fel (50). Az intron bonyolult masodlagos szerkezete,
valamint szekvencidja erGsen konzervalt (56). In vitro képes az dnkivagodasra (41, 93), in vivo
azonban ez csak fehérje faktorok kézremiikddésével jatszodik le hatékonyan (51). Az intron
masodlagos szerkezetének kialakuldsahoz kétértékii kationok jelenléte is sziikséges (foleg
Mg és Mn**)(27).

Nem sokkal kés6bb azonositottak Escherichia coli-ban az RNaz-P elnevezésl enzimet,
amely a tRNS molekulak érési folyamataban jatszik szerepet (28). Késdbb kideriilt, hogy az
enzim minden él6lényben megtalalhat6. Feladata az, hogy a tRNS molekularol helyspecifikus

modon lehasitja az 5° vezet§ szekvenciat, és igy alkalmassa teszi a tRNS-t az aminosav
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megkotésére illetve, hogy részt vegyen a transzlacidban (73). Az I-es tipusi intronokhoz
hasonléan itt is fontos a kétértékii kationok (Mg**, Mn**, Ca”") jelenléte, amelyek valosziniileg
a katalizis folyamataban, illetve az aktiv szerkezet fenntartasaban jatszanak szerepet (46, 81).
A kiilonboz6 €161ényekbd] szarmazo RNaz P enzimek az E. colitdl egészen az emberig egy
RNS és egy fehérje alkotérészbdl allnak (16). Mivel az enzim RNS alkotorésze 6nmagaban is
képes az 5’ vezetG szekvencia lehasitasara, igy ez egy valodi ribozim, bar a fehérje alkotérész
Jjelenléte fokozza az enzim hatékonysagat (22, 28).

Az utébbi id6ben azonositottdk a ribozimok két ujabb csoportjat a viroidokat és a
virusoidokat. A viroidok olyan kis (~300 nukleotid) cirkularis RNS molekuldk, amelyek
ndvényi fajokat fertéznek és betegitenek meg (17, 71). Nemcsak az RNS (72), hanem a ¢cDNS
is fert6z6 (15). Nem kodolnak ismert féhéxjéket. A virusoidok ~350 nukleotid hossziasagu
cirkularis RNS molekuladk, amelyek a n6vényi szatellit RNS-ek egyik alosztalyaba tartoznak
(76) és viroidszeri tulajdonsagokat mﬁtamak. A legfontosabb kiilonbség a virusoidok és a
viroidok kozott, hogy az el6z6nek segitd (,helper”) virus jelenlétére van sziiksége
replikacidjahoz. A viroidok és a virusoidok, a korabban mar emlitett I-es csoportba tartozé
intronokhoz hasonldéan Gnhasitd aktivitasuak. Feltételezések szerint, a virusoidok és t6bb
viroid Onhasité régidja, egy filogenetikailag konzervalt un. kalapacsfej (,hammerhead”)
szerkezetté hajtogatodhat, amely tartalmazza a hasitohelyet is (20, 40). Kés6bb magneses
magrezonancia vizsgalatokkal igazoltak a kalapacsfej-struktira létezését (35, 68). Ez a
masodlagos szerkezet kiiléndsen azért figyelemre méltd, mert ez a legkisebb ismert ribozim
motivum. Harom bazisparosodott Gn. szarbél (,,stem”), az azok végén elhelyezkedd hurkokbdl
(-loop™), illetve a szarakat egymassal 6sszekotd egyszali szakaszokbdl épiil fel. Az egyszalia
régid Osszesen 11 bazisbdl all, amelyek koziil 10 nukleotid er6sen konzervalt. A hasitohely
egyetlen, nem-bazisparosodott nukleotidnal helyezkedik el, amely két szar-hurok szerkezetet
ko6t egymassal Ossze, és szintén erSsen konzervalt. A hasitohelyet megel6z6 két nukleotid is

konzervilt, és Watson-Crick féle bazisparosodasban vesz részt az egyik szarban. A harom
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hurokra a funkci6 szempontjabol nincs sziikség és miikod6képes kalapacsfej-ribozim allithato
el§ in vitro ketts- (32, 87), vagy haromféle (48) oligoribonukleotidbdl. Ezekben az esetekben
az oligoribonukleotidok nem tartalmaztak a hasitohelyet, hanem szubsztrat RNS molekulakat
voltak képesek hasitani, vagyis On(cisz)hasitas helyett transz-hasitast tudtak velitk elérni.
Altalaban barmely RNS molekula, amely tartalmaz egy 5°-XUN-3 szakaszt (ahol X= A, C, G
vagy U és N= A, C vagy U) elhasithaté egy transz-aktivitdsi ribozimmal. A ribozimnak
azonban tartalmaznia kell a cél-RNS molekulaval a hasitohely komyékén homoldg szakaszt,
amely biztositja a hasitds specifikussagat. A kalapacsfej ribozimhoz hasonlé mitkédést, de
eltér6 masodlagos szerkezetld a dohdny gylirlis foltosodasat okoz6 virusoid. Ez a molekula
nem kalapacsfej, hanem un. hajtii szerkezetet képez (30).

Az eddig ismertetett ribozimokon kiviil azonositottdk még a hepatitisz delta virus
genomjabdl az n. fejszefej ribozimot, a Neurospora mitokondriumabdl egy mitokondrialis
DNS plazmid altal kddolt ribozimot, a Tetrahymena-bol egy olyan ribozimot, amely a
riboszomalis RNS molekuldk érésében jatszik szerepet, valamint éleszt6ben megfigyelték
tRNS™ dlom-fiiggs dnhasito aktivitasat (10).

Az emlitett nibozimok szerkezetének és tulajdonsdgainak vizsgalata olyan transz-
aktivitasu szintetikus ribozimok tervezéséhez és elGallitasahoz vezetett, amelyek hatékonyan
és specifikusan képesek adott mRNS molekuldkat inaktivalni in vivo. Ez egy 1j, nukleinsav
bejuttatasan alapulé kezelési modot jelenthet a kiilonféle betegségek megelSzésére és
gyogyitasara. A kezelés célpontjai lehetnek viralis, bakteridlis, parazita mRNS-ek, onkogének
mRNS-ei, valamint hibasan miikdd6 gének mRNS-ei.

Jelenleg a legmegfelelébb ribozim, amelyet ilyen célra fel lehet haszndlni, a
“kalapacsfej” ribozim, mivel mérete kicsi és mind szekvencia, mind pedig szerkezeti
szempontbol jél jellemzett (10). Adott mRNS molekulara specifikus “kalapacsfej” ribozim
szintetikus uton eldallithatd, ha ismerjiik a cél-RNS molekula szekvencidjat, és taldlunk benne

olyan hasitohelyet, amelyet a ribozim felismer és elhasit (32, 48, 87). A szintetikus
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ribozimnak tartalmaznia kell a katalitikus aktivitasért és a megfeleld masodlagos szerkezet
kialakulasaért felelGs régiokat, valamint a ribozim molekula mindkét végén kb. 6-8 bp
hosszisagi, a cél-RNS molekulaval a hasitohely komyékén homoldg szekvencidkat. Ez a
homoldgia elegendd a specifikus hasitashoz. Tobb nem kell, mert az RNS komplexitasa két
nagysagrenddel kisebb a DNS-énél, igy a nagyobb homoldgia akadilyoznd a ribozim
molekulét is inaktivaljon (10). Az RNS molekuldk hajtogatédasanak szabalyai ma még nem
ismertek. A ribozim molekuldk tervezésénél szamitogépes programokat hasznalnak és ezek
segitségével probaljak megallapitani, hogy az RNS enzim képes lesz-e a célmolekulat
elhasitani. Biztosat azonban csak akkor lehet mondani, ha a mar szintetikusan eldallitott

ribozimokat in vitro, illetve in vivo rendszerekben kiprébaltak, és ott miikodtek.

1.4 Génterapia

Meghatarozas:

Az utdbbi években a bioldgiai tudomanyok szamos teriiletén, de kiilondsen a molekularis
bioldgidban, illetve a transzplanticidés technoldgidk kidolgozasaban és alkalmazisaban
tapasztalt fejlédés automatikusan maga utan vonta egy 0 terapiai felfogéds, a génterapia
kifejlédését. Szamos emberi betegség okat sikeriilt genetikai és molekularis szinten is
megérteni. Nemzetkozi egyiittmiikddés keretében folyik az emberi genom térképezése,
valamint szekvenciajanak meghatarozasa (78), amely egyre tobb emberi betegség genetikai,
biokémiai és molekularis hatterét tarja fel.

Téagabb értelemben a génterapia az él5lények genetikai allomanyanak, a betegségek
alapvet6 genetikai okanak javitasat jelenti molekularis biolégiai, sejtbiologiai, biokémiai
és/vagy immunolégiai mddszerekkel. Ez a definici6 nemcsak az oroklédé betegségek
gyogyitasat foglalja magaba, hanem a virusos fertdzések éltal okozott megbetegedések (pl.

AIDS), vagy a szomatikus mutacidk hatasira létrejott rakos megbetegedések megel6zését,
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kezelését és gyogyitasat is. Tagabb értelemben azonban ennek a meghatarozasnak gazdasagi
vetiilete is van, hiszen a haszonallatok genetikai anyaganak javitisa is ebbe a fogalomkdrbe

tartozik.

Torténete:

Az 1960-as években hoztak létre az elsd genetikailag jelolt eml8ssejt vonalakat, valamint
ekkor dolgoztak ki az els6 moddszereket funkciondlis DNS makromulekulak sejtekbe
juttatdsara. Nem sokkal késdbb felfedezték a transzformélé vagy ,tumor~ virusok tobb
osztalyat, amelyek stabilan a megfert6zott gazdasejt genomjaba épitették sajat genetikai
anyagukat. A genetikai betegségek korrekcidja a virusok forgatokdnyvéhez nagyon hasonld
modon, a ,javitd” genetikai anyag megfelelc'i helyre torténd beépitésével mar egy ujfajta
terapiai modszer, a génterapia kezdeteit jelenti. Ekkor azonban még rengeteg technikai gat
szabott hatart a szarnyald képzeletnek. A rekombinans DNS technolégia megjelenése 1972-
ben, azonban 1j utakat nyitott meg a gyakorlat szamara. Az elsd klinikai génatviteli kisérlet
végrehajtoi azonban nem vartdk meg a rekombinans vektorok vagy mas hatékony génatviteli
modszerek megjelenését. Korai és téves jarvanytani adatokra tamaszkodva, miszerint a Shope
papilloma virus egy arginaz gént hordoz, Rogers és munkatarsai (75) vad tipusti Shope virust
injektaltak arginaz hidnyos betegségben szenvedd gyermekekbe. A kisérlet klinikailag
sikertelennek bizonyult és az esetleges génatvitelre vonatkozé adatok hidnyaban,
értékelhetetlen.

Rekombinans expresszids vektor els§ génterdpiai alkalmazasa Cline és munkatérsai
nevéhez fiiz8dik (13). A B-globin gén nem viralis, bakterialis plazmid vektorral torténd
bevitelét kisérelték meg néhany B-talasszémidban szenvedd beteg csontveld sejtjeibe. Szamos
adminisztrativ és technikai ok miatt ez a kisérlet is kudarc maradt mind orvosi, mind technikai

szempontbol.
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Az els6 valdban sikeres génterapiai kezelés nem a rekombinans DNS vagy a molekularis
bioldgiai moddszerek felhasznilasaval, hanem a ma rutinszerlien alkalmazott szGvetatiiltetés
moédszerének kiterjesztésével tortént. Thomas és munkatarsai (86) 1986-ban bebizonyitottak,
hogy lehetséges a talasszémia tartds gyoOgyitisa a csontveld normalis hematopoetikus
Gssejtekkel torténd ,,ijratelepitésével”.

Az elsG engedélyezett emberi génsebészeti kisérletet 1989-ben az Egyesiilt allamokban
végezték, amely jelzGgénnel elldtott immunsejtek (NeoR/TIL - tumor infiltrating
lymphocytes) bevitele volt, elGrehaladott stadiumu rakos betegekbe (77). A protokollnak két
elsdleges célja volt:

1. Annak igazolésa, hogy ,kiils6” gén biztonsagosan bevihet§ betegekbe.
2. A bevitt gén kimutathat6-e a betegekb6l szarmazé sejtekbdl.

Ezt egy évvel késébb, szintén az Egyesiilt Allamokban, kévette az els§ engedélyezett
klinikai génterapiai kisérlet. Célja az adenozin-deaminaz (ADA) enzim hianyanak kezelése
volt (6). A klinikai kisérlet, az ADA gén bevitelével , kijavitott” sajat T-limfocitdk intravénas
hagytdk abba. A ,megjavitott” T-limfocitikat rekombinins, az ADA gént hordozd
retrovirussal tortént fertGzéssel hoztak létre. A protokoll adatai alapjan a terapia sikeresnek
bizonyult (4)

Azota szamos klinikai protokollt fogadtak el, és tobb megvalositasa folyamatban van
(1996-ban 1000 beteget kezeltek.). MielGtt azonban a génterdpia az orvosi gyakorlat
eszkodztaraba vonulna, még szamos technikai és etikai kérdés var megoldasra. Ezek kéjéﬁl a
legfontosabbaknak Mulligen (64) a kovetkezdket tartja:

1. Génbeviteli modszerek fejlesztése.

2. Génterapiai klinikai elGkisérletek kidolgozasa.
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Génbeviteli rendszerek, vektorok:

Tébb génbeviteli technoldgia is szamitasba johet a genetikai anyag emben sejtekbe
juttatisa szempontjabol. Ezeket a modszereket két nagy csoportra oszthatjuk fel. Viralis és

nem viralis beviteli rendszerekre.

Viralis beviteli rendszerek:

Retrovirus vektorok: A legjobban jellemzett virdlis génbeviteli technoldgia a retrovirusokbél
kialakitott vektorokon alapul. A retrovirusok csak o0sztodo sejteket képesek fertdzni,
sejtkultiraban csaknem 100%-os hatékonysaggal. A virus-DNS stabilan beépiil a gazdasejt
genomjaba anélkiil, hogy abban jelent8s atrendezddéseket okozna. A virusfert6zés maximalis

titere ~10° fert6zg egység milliliterenként, ami korlatozza a fertSzhetd sejtek szamat,

kiiléndsen in vivo. (59) A virus altal befogadhaté és ,,szallithaté” maximalis DNS mérete kb.
7000 bazispar (61). A retrovirus eredeti vektorok nem expresszaljak virdlis fehérjéiket a
gazdasejtben (36).
Hatranyai:

- csak 0szt6do sejteket fertdz

- alacsony titer

- a véletlenszerd beépiilés elronthat hasznos géneket, vagy malignus

transzformaciot indithat el

- fert6z6 virus johet létre rekombinacié Utjan a gazdasejtben

- a rekombindns retrovirusok szerkezetileg nem stabilak

- kicsi inzertméret

- a szérum komplement altal gyors in vivo inaktivacioé kovetkezhet be, igy

féleg ex vivo alkalmazhaté

13



Katona Robert / Ph. D. értekezés

- a virus hosszu, ismétlédd végszekvencidjat (Long Terminal Repeat = LTR)
hasznalva promoterként a terapids gén kifejeztetésére, az expresszio inaktiva-

lasa kovetkezhet be metilacio révén (37)

Adenovirus vektorok: Az adenovirusok nagy méretii (35 kb) dupla-szali DNS virusok,
amelyek receptor-segitett endocitézis révén jutnak be a sejtekbe. Ezt az endoszémak feloldasa
koveti, majd a virus genom a sejtmagba vandorol (61). Nem oszt6dd, posztmitotikus sejtek
transzformalasara alkalmasak. A rekombinans adenovirusok stabilak, és magas titer érhetd el
velik (~10°-10'"" tarfolt képz8 egység milliliterenként). Nem épiilnek be a gazdasejt
genomjaba, hanem episzémalisan maradnak fenn. Ezért csak ideiglenes expressziét tudnak
biztositani a terapiads géneknek. A vad tibusﬁ 4-es és 7-es adenovirusok biztonsagosak, mivel
semmiféle mellékhatist nem tapasztaltak olyan amerikai katondkon, akiket ezekkel a
virusokkal vakcinaltak. Az elérhet§ legnagyobb inzertméret ~7-8 kb. Az in vivo bevitel

lehetséges.(36).

Hatranyai:
- kicsi inzertméret
- atmeneti (tranziens) expresszid
- onkogenitas veszélye
- replikécié kompetens, fert6zGképes virus létrejottének veszélye
- a permissziv gazdasejteket lizalja

- viralis fehérjéit expresszalja a gazdasejtben (36)
Adeno-asszocialt virus (AAV) vektorok: Nagyon kicsi, egyszerl, nem-autoném virusok,

melyek genetikai anyaga linearis egyszali DNS. Nem autoném, mivel adenovirusokkal, vagy

bizonyos egyéb virusokkal (segit§ vagy ,helper” virusok) tértént egyiittes fert6zés esetén
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képesek csak replikalodni. Az emberi populacioban rendkiviil elterjedt, de nem okoz
semmilyen ismert betegséget. A vad tipusi AAV képes beépiilni a gazdasejt genomjaba,
»Segitd” virus jelenléte nélkiil. A legtdbb esetben a 19-es emberi kromoszéma egy adott

c ey

Inzertméret ~4.5 kb. Nem 0szt6dé sejtekbe juttathato in vivo. (36, 82)

Hatranyai:
- kicsi inzertméret
- az integracio helye veszélyes, mert a 19-es kromoszoma ezen régidja kap-
csolatba hozhatd a kronikus B-sejt leukémidkban megfigyelt specifikus
transzkacidkkal
- a hasznathatd ,,helper” virusok patogének, és szennyezhetik az AAV virus
preparatumot
- onkogenitas veszélye

- viralis fehérjéit expresszalja a gazdasejtben (36)

Herpesz virus vektorok: a kbzponti idegrendszer nem osztédo sejtjeibe torténd génbevitel
céljara fejlesztették ki (21) a Herpes simplex virus 1-es tipusabdl, de képesek mas sejteket is
fert6zni, in vivo is (24, 36, 59). Az adenovirusokhoz hasonldan episzomalisan maradnak fenn
a sejtmagban, igy az altaluk biztositott expresszié tranziens. Inzertméret: >20 kb (36). Nem

replikalédik a gazdasejtben (21).

Hatranyai:
- tranziens exXpresszio
- replikéacié kompetens virus kialakuldsanak veszélye

- viralis fehérjéit expresszalja a gazdasejtben (36)
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Retrotranszpozon vektorok: Polimeraz lancreakcioval (PCR = Polymerase Chain Reaction)
tortént génamplifikacié Gtjan egér genomikus templatrdl allitottak elé az els§ ilyen vektort
(Egér VL30 retrotranszpozonbol)(11, 36). A moddszer segitségével eltavolitottak az onkogén
enhanszereket, a metilacids ,,sziget’-eket és a homolég rekombinaciéra lehetSséget ado
szakaszokat, melyek replikaciora képes retrovirus kialakulasat segithetnék el6. A vektorba
neomicin markergént épitettek, majd transzdukciéval egérsejtekbe juttattik, ahol az beépiilt a
sejtek genomikus DNS-ébe, a retrotranszpozonnak megfelel§ helyspecifikus modon (nem-
véletlenszerd beépiilés). Mivel metilacids szigetek nem maradtak a promoter funkciot ellato
LTR szekvencidban, igy jelent§s, metilacié altal nem inaktivalhaté kifejezGdést kaptak. A
retrotranszpozon vektorokba épithetS inzertméret nagyobb, mint a retrovirus vektoroknal (~9-

10 kb), és viszonylag ,,biztonsagos” vektor.

Hatranya:

- kicsi inzertméret

Baculovirus vektorok: Az Autographa californica baculovirust széles korben hasznaljak
vektorként idegen gének kifejeztetésére rovarsejtekben, mivel a virus gazdaspecifikus-a
rovarokra. Hofmann és munkatarsai azonban kimutattdk, hogy az emberi és a nyll majsejtek
is képesek specifikusan felvenni a virust endocitotikus tton, in vitro. Mas human és ragcsald
sejtvonalak nem, vagy csak minimalis felvételt, illetve expresszi6t mutattak (humén
limfocitdk, human és ragcsalé karcindma sejtvonalak, egér fibroblasztok). Kisérleteikbdl az is
kideriilt, hogy a virus promoter nem mikédik emldssejtben. A bejuttatandd gének csak
eml8ssejtben miikod6 promoter beépitésével fejeztethetSk ki. A gének kifejez&dése atmeneti,
mert a virus nem épiil be a gazdasejt genomjaba. A virus nem replikalodik emlGssejtben és
nem jelennek meg a viralis fehérjék. Veszélytelenebb, mint mas alkalmazott viralis vektorok

(38).
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Emberi mesterséges episzémalis kromoszomdak (HAEC = Human Artificial Episomal
Chromosomes)(85): A HAEC rendszer alapjaul az Eppstein-Barr virus szolgéal, amely a
legnagyobb méretd emberi virusok kozé tartozik. A latens, 172 kb méretii EBV genom dupla
szalu, cirkularis DNS molekulaként stabilan fennmarad a human B-limfocitdk sejtmagjaban.
Az EBV latens replikacids kezdSpontja, az oriP, és ennek viralis transzaktivatora, az EBNA-1,
5-45 kb méretii plazmidok episzomalis replikaciojat tette lehetdvé kiilonféle emberi sejtekben
(47, 92). A HAEC vektor csak az oriP-t tartalmazza, valamint marker géneket. A
transzaktivator EBNA-1-et az emberi sejt szolgaltatja. A HAEC vektor klonozd helyére nagy
méreti emberi genomikus DNS darabok épithetSk in vitro. A random genomikus DNS
darabok mérete 60-650 kb kozott lehet (88). A genomikus inzertet tartalmazé vektor EBNA-1-
et Dbiztositd humain sejtbe transzformalhaté. A transzformacié hatékonysiga 1-2
nagysagrenddel kisebb annal, amit a baktériumoknal és az éleszt6nél megfigyeltek. A bejutott
vektor a sejtmagban stabil, replikalédd episzoémaként marad fenn, amely sejtosztédaskor az
utddsejtekbe is atjut. A megoszlast valdszindleg az oriP szekvencia, illetve az EBNA-I1
szabalyozza. Ezen kiviil az EBNA-1-nek van egy sejtmagi visszatarté funkcidja is, amely az
oriP-t tartalmaz6 plazmidokat a sejtmagban tartja. Az oriP szekvenciaban azonositottak egy
matrix kapcsolodasi régiot is. A szegregaciot valdsziniileg a vektor nagy mérete is elSsegiti. A
HAEC plazmidok 50-100 képiaban fordulnak el8 egy sejtben. Az egyes transzformans sejtek
atlagosan két féle HAEC plazmidot tartalmaznak. Jobb transzformacidés modszerekkel
val6sziniileg ez sejtenként egy féle plazmidra cs6kkenthetS. A rendszer alkalmas lehet nagy
méretli genomikus DNS darabok klonozasara, fenntartasara és visszanyerésére. Funkcionalis
vizsgalatok is elvégezhet6k a klonozott DNS darabok segitségével, illetve a genom
térképezésben is alkalmas eszkoz lehet a HAEC vektor rendszer. Nagy méretii DNS darabokat
hordozé genomikus konyvtarak elGallitisara is alkalmas. Ugyszintén a mesterséges
eml6skromoszéma funkcionalis szekvencia elemeinek klénozasara is felhasznalhato lehet
(centromer, replikacios kezd&pontok). Raadasul a funkcid azonnal vizsgalhato, mert a vektor

emlSssejtben tarthaté fenn. Atrendezédések nélkiil, akir 60 generdcién keresztiil is

-
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fennmaradnak episzomaként. LehetOségként felmeriilhet génterapiai vektorként vald

felhasznélasuk is.

Hatranyai:
- még nem eléggé kidolgozott rendszer, mivel két féle HAEC plazmid is lehet egy sejten

beliil

- a kdpiaszam véletlenszeri, igy szabdlyozott, stabil expressziét nem biztosithat

Mas virusok génterapiai vektorként valé alkalmazasa is fejlesztés alatt all, ilyenek
példaul a papovavirusok (pl. SV40 virus), vagy a vakcinia virus (61). A fent emlitett virusok

vektorként valé felhasznalasa azonban j dbban elterjedt.

Nem virdlis beviteh rendszerek:

A nem viralis génatviteli modszerek kiilonésen az in vivo DNS bevitel szempontjabol
fontosak. A ,nem viralis” génbeviteli rendszerek tobbsége az emlSssejtek természetes
sajatossagara épiil, vagyis a makromolekuldk felvételének és sejten beliili szallitasanak
képességére. A legf6bb el6nyilkk a virdlis rendszerekkel szemben, hogy viszonylag

biztonsagosak (19).

A receptor-fiiggd génbevitel a legigéretesebb modszer ezen eljarasok koziil. A moédszer
lényege, hogy a célsejt felszinén talalhatd specifikus receptor ligandjat kovalensen
polikationhoz (pl. polilizin) kotik, majd ezt a bejuttatandd DNS-hez kapcsoljak
elektrosztatikus kolcsonhatasok révén, és a kapott komplex a receptor-ligand kdlcsonhatast
kdvetSen a természetes endocitdzis segitségével a célsejtbe jut. Ez meghatarozott sejtekbe,
sejttipusokba torténd célzott bevitelt tesz lehetévé. A probléma az, hogy rendszerint
endocitotikus vezikulumok képzGdnek, amelyeket a sejt a lizoszémakba szillit, €s ott az

endoszomak tartalma degradalodik. Adenovirus fertGzéssel a bevitel hatékonysagat ndvelni
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lehet, mivel az adenovirusok bejutisukkor képesek ,feltdrni” az endoszémakat. A bejutott
gének kifejez6dése atmeneti. A gazdasejt genomjaba épiilés azonban bekdvetkezhet, amely az
expresszi6 idGtartamat jelentGsen noévelheti. (59). Az inzertméret elvileg korlatlan és nem
képzSdhet replikalodo virus. A viralis fehérjék nem fejez6dnek ki és nyugvd (nem 0szt6do)
allapotban 1évS sejtekbe is bevihetd, in vivo is. E génbeviteli rendszer hatranya, hogy a

biztonsagos ,,célbajuttatas” még megoldatlan.

Liposzémdk: A liposzoémakat elGszor 25 évvel ezelStt javasoltak és tesztelték terapias anyagok
beviteli rendszereként. Azota a mddszer jelentSs fejlédésen ment keresztiil, kdszonhetSen
annak, hogy komponensei artalmatlanok a sejtekre nézve, mivel nem toxikus és nem
immunogén lipidekbSl allnak, valamint nagyfoku szerkezeti véltozatossadg jellemzi Oket,
amely magaban hordozza a széleskori felhasznalas lehetGségét. F6ként ez utdbbi tulajdonsag
teszi lehetévé olyan liposzomak elGallitasat, amelyek alkalmasak a legkiilonboz6bb terdpias
anyagok in vivo bevitelére.
A hatékony célsejtekhez juttatdshoz harom tényezd sziikséges (26):

1. A terapias anyag liposzdmaban tartasa a célhoz jutasig.

2. A liposzémak célba jutas elGtti eltdvolitasanak megakadalyozasa.

3. A terapias anyag célsejtekbe vald bejuttatisa = specifikus ,kézbesités”.
1-2. Az egyik probléma az, hogy a plazmaban talathatd nagy siiriiségi lipoproteinek képesek
kioldani a liposzémakbol a foszfolipideket, ami a liposzomak széteséséhez vezet. Tobb
koleszterol membranba épitésével, illetve hidrofil tulajdonsagi polioxoetilén polimerek
felszinhez kotésével (kovalens kotés) megnovelhets a liposzomak élettartama a plazmaban. A
kisebb méret is n6velheti a stabilitast. Egy masik probléma az, hogy a retikuloendotelialis
rendszer (RES = Retikulo-Endothelial System) makrofagjai preferencialisan felveszik a
liposzémakat, igy mas célsejtekhez vald eljuttatasuk nehézkes. Ennek elkeriilésére, illetve
késleltetésére dolgoztdk ki az un. ,stealth” vagy ,lopakodé” liposzomakat, amelyek

membranja galaktdéz tartalmu glikolipideket és/vagy polietilén-glikolt tartalmaz, igy a nettd
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felszini toltésiik negativ. Minél tovabb tud keringeni a liposzéma a vérplazmaban, anndl
nagyobb a valdszinlisége, hogy a célsejtekhez jut, és azok felveszik. A RES elkeriilése
bizonyos esetekben lehetséges, ha a megcélzott szdvet anatomiailag elkiiloniilt a szervezetben.
Példaul kozvetlenill juttathatdk a liposzoméak a hugyhoélyagba karcindma kezelésére, vagy a
tidGbe a cisztikus fibrdzis kezelésére (57).
3. A célsejtek felismerése sejtspecifikus ligandok felszinhez kotésével érhet6 el:

receptorok ligandjai (pl. névekedési faktorok, hormonok) (83)

ellenanyagok (60)

virus burokfehérjék (62)

A kovetkezd lépés, hogy a liposzoma ne csak a sejt felszinéhez jusson el, hanem képes
legyen bekeriilni a sejtekbe is. Erre alkalmas példaul a Sendai virus F-fehérjéje,-amely a
sejtmembrannal torténd fziét segiti eld (5).

Mikor a liposzéma bejut a sejtbe, akkor a legtdbb esetben a lizoszémakba kertil, és ott
lebomlik. Ennek elkeriilése végett allitottak el6 a pH-érzékeny liposzémakat, amelyek a
lizoszémak belsejében tapasztalhatdé savas kozeg hatdsdra fuziondlnak a lizoszomak
membrénjaval, és tartalmukat a citoplazmaba iritik (14). Egy masik megoldést kinalnak a
kereskedelmi forgalomban is kaphat6 ,kationos™ liposzomak (pl. Lipofectin), amelyek nett6
felszini t6ltése pozitiv. Ezek konnyen fuzionalnak a sejtmembrannal, és igy rogtéon a
citoplazmaba iiritik tartalmukat. Igy ugyan elkeriilik a lizoszémakat, de gyakorlatilag minden
sejt membranjaval képesek fuziondlni, ezért nem eléggé specifikusak. Jelenleg a

liposzémakkal torténd génbevitel csak atmeneti, nem szabalyozott expressziot tesz lehetdvé.

Fizikai médszerek:
Ex vivo moddszerek:
- bejuttatas kalcium-foszfat-DNS ,,csapadék” segitségével

- elektroporacié
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- sejtmagba l6vés tn. ,,gén-puska” segitségével (integraciés mutagenezis, onko-
gének aktivacidja lehetséges)

In vivo médszer:
- a bejuttatandé gének direkt injekcidja (pl.: izomsorvadas kezelése)(csak ideigle-

nes expresszid)

Az eddigiek alapjan megfogalmazhatdk az idealis génterapiai vekto£ ismérvei:
- nagy befogaddképesség
- ne épiiljon be a gazdasejt genomjaba, vagy ha beépiil, akkor iranyitottan (pl. vagy ho-
moldg rekombindcid révén, vagy funkcionalis szempontbél semleges genomialis régiéba
épiiljén be)
- ne alakulhasson ki replikacidra képes virus
- ne indukalhasson rdkos elvaltozasokat a gazdasejtekben
- a viralis fehérjék ne fejezédjenek ki
- a bejuttatott gének tartds és szabalyozott (szbvet, idd, fejlédési stadium specifikus) ex-
pressziojat biztositsa
- in vivo bejuttathat6 legyen
- lehetGség legyen a célzott bejuttatasra (csak a megfelels sejtek kapjak) (Ez nem kriti-
kus feltétel, mert ha a génexpresszidé megfelel6képpen szabalyozott, akkor a nem célzott
sejtekben nem fognak kifejez6dni a bejuttatott gének.)
- nem oszt6do sejtekbe is bevihetd legyen
Ezen feltételeknek leginkabb a természet altal mar kifejlesztett genetikai anyag hordoéék, a
kromoszémak felelnek meg. Egy a sejtmiikodés szempontjabél semleges, szerkezetileg
alakithatd, replikalédo, szegregaldodo és stabil emlSs mesterséges kromoszoma (Mammalian
Artificial Chromosome = MAC) kielégitheti az idedlis génterapiai vektorral szemben

tamasztott igényeket.
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Mesterséges kromoszomak

Az elsd mesterséges kromoszomakat élesztében allitottak el6 szokvanyos rekombinans
DNS technikak alkalmazasaval, a kromoszomak mikddéséhez elengedhetetleniil sziikséges
alkotéelemekbdl, melyek a kovetkezGk: az autondém replikaciot biztositd szekvenciak,
centromer szekvenciak, telomerikus szekvenciak, illetve szelektalhat6 ,jelz6” gének (65). A
mesterséges éleszt8kromoszomak (YAC = Yeast Artificial Chromosome) elGallitasara tett
kisérleteket siker koronazta, mivel a természetes élesétc’i kromoszémak kis méretiiek és
minden alkotéelem, amely a kromoszémak funkcionalis muikddéséhez sziikséges,
rendelkezésre allt. Ez azonban nem mondhaté el az eml&s kromoszémakrél. Sem a centromer
funkcié ellatdsdhoz sziikséges DNS szekvencia, sem az autonoém replikdciot biztositd
szekvencidk nem ismertek. Egyediil a kromoszémak végét lezard, azok stabilitasat biztositd
un. telomer szekvencidja jol jellemzett (63). Emellett a legkisebb emlSs kromoszéma is
nagyobb annal, hogy a szokvinyos rekombinans DNS technolégiaval alkotéelemeibdl &ssze
lehessen épiteni.

Tobb megoldast is javasoltak, amelyek segitségével emlGs mesterséges kromoszoma
elvileg el6allithato (8).

Az egyik modszer ényege, hogy Saccharomyces cerevisiae-ben homoldg rekombinacié
segitségével épitik Ossze az emlls mesterséges kromoszomat YAC vektorokba klonozott,
feltételezetten a megfeleld funkcidval rendelkezd szekvencidkbdl. Ennek a moddszernek
megvan az az el8nye, hogy klonozott szekvencidkat hasznil. A hatranya viszont az, hogy
sikertelen kisérlet esetén nem lehet tudni, hogy melyik alkotéelem hibdja miatt nem mikodik
az igy Osszeallitott kromoszoma (,,bottom-up” =, lentr§l-felfelé” eljaras) (88).

Egy masik modszer a kromoszomak méretének csdkkentése olyan vektor
konstrukcidkkal, amelyek linearizalt formaban egyik végiikon emlds telomer szekvenciakat,
masik végiikon pedig centromer kdrmyéki szekvencidkkal homolég szekvencidkat, valamint e

két szekvencia elem kozott szelekciés markergént hordoznak (,,top-down” =, fentr§l-lefelé”)
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eljaras (87). A vektor és a célzott kromoszoma kozott lejatszodo homoldg rekombinacié az
adott kromoszoma egy darabjanak eltavolitasaval jar, mig az eltavolitott régio helyére a vektor
lép. A szelekcios markergén a vektort hordozd sejtklonok kivalogatasara alkalmas. A
megfelelS klonok azok, ahol az adott kromoszéma homolog rekombinacid révén megrovidiilt.
Ilyen esetekben a kromoszomak végét lezard telomer szekvenciat a vektor biztositja. Elvileg
tobb kromoszéma-roviditési ciklus utan elSallithatd megfelelen kis méretii emlds
kromoszoéma, vagyis minikromoszéma, amely mindkét karjanak végén a kromoszoma
roviditéséhez hasznalt vektor szekvencidit hordozza (18, 34). Az elGallitott minikromoszémak
informaciét szolgaltatnak arr6l, hogy mi az a legkisebb méret, ami egy kromoszoma
mikdodéséhez feltétleniil sziikséges, illetve, hogy a funkciondlis kromoszéma milyen
szekvenciakbdl épithets fel.

A kovetkez6 1épés az, hogy a minikromosz6émat atviszik egy olyan sejtbe, ahol homolog
rekombindciéval hatékonyan manipulalhatd. Ilyen sejtvonal példaul a DT40 B-sejt vonal,
amelyet csirkébdl izolaltak (9). Elvileg ezen a szinten a manipulaciok révén megallapithato,
hogy milyen szekvenciakra van sziikség a centromer funkcié ellatasahoz, vagy hogy milyen
szekvenciakbol épiilnek fel a replikaciés kezdSpontok. Ugyanakkor homolog rekombinécidval
nagyméreti DNS darabok is épithet6k a minikromoszémakba, melyek aztan atvihetGk mas
eml8ssejt vonalakba, és igy a minikromoszomak vektorként hasznalhatok.

Egy harmadik lehetdséget vetettek fel Harrington és munkatarsai mesterséges emlds
kromoszémak elGallitdsara (31). Azt talaltik, hogy ha human o-szatellit DNS-t (amely az
emberi kromoszémak centromer kdrnyéki heterokromatinjanak felépitésében jatszik szerepet),
human telomerrel és ,,hordoz6” emberi genomikus DNS-el 4vegyitve emberi HT1080 sejtekbe
transzfektalnak, akkor valamely eddig még meg nem hatdrozott rekombinaciés események
eredményeképpen de novo minikromoszomak képzSdhetnek, amelyek rendelkeznek
miikddképes centromerrel. A kisérletbSl nem deriil ki, hogy milyen szekvenciak felelések az

j centromer képzGdéséért, mivel funkciondlis centromer, illetve minikromoszdma kialakulast
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kizarélag a nem jellemzett genomikus DNS-t is tartalmazd ,keverék” bevitele estén
tapasztaltak.

Csoportunkban az eddigiekt6] eltéré de novo kromoszoma képzddési folyamatot tudtunk
eldidézni emldssejtekben (29, 70). Kisérleteink soran kideriilt, hogy a kromoszomak nagy
léptékli amplifikaciés folyamat soran képz8dtek. Az amplifikaciét az altalunk hasznalt
sejtvonalakba transzfektalt idegen DNS-nek, a kromoszémak centromerje kozelébe tortént
beépiilése valtotta ki. Ez az integracié valdszinlileg egy magasabb rendl replikicids
kezdSpont kozelében tortént, amely az egész centromerikus régié replikacidjat irdnyitja
(-megareplikator”). Az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a nagyléptéki
amplifikacid hatterében egy replikécid altal irdnyitott mechanizmus all, amely magyarazatot
adhat a megfigyelt de novo centromer képzddésekre, illetve de novo kromoszémalis
szegmentek, valamint kromoszémak képz6désére (1, 3). Az (jonnan képz68dott kromoszomak
stabilan fennmaradnak nem szelektiv koriilmények k6zott is. A kromoszomak kialakuldsanak
két formajat figyeltik meg (3), az eukromatikus illetve a heterokromatikus iton lejatszodott
kromoszoma képzddéseket. A kiilonbség az, hogy az eukromatikus kromoszémak kialakulasa
esetén az amplifikiciéval nagy méretl (20-30 megabazis) eukromatikus szegmentek jottek
létre, igy a képz6dott kromoszomak csaknem teljes egészében eukromatikus DNS-b6] épiilnek
fel. Az eukromatikus amplikonokat egér pericentrikus szatellit DNS-b6l 4116 keskeny savok
valasztjdk el egymastdl (Aneo kromoszéma) (70). A heterokromatikus kromoszomak
képzGdése esetén ennek a forditottja tortént. Az Gjonnan képzddétt kromoszémak
heterokromatikus amplikonokbél éllnak, és az amplifikacids egységek hataran helyezkedik el
az ugyancsak amplifikalodott idegen DNS. Az igy képzddott kromoszomak csaknem teljes
egészében egér pericentrikus szatellit DNS-bdl épiilnek fel. A de novo kromoszomaképz3dés e
két formaja jol elkiilonithet§ az altalam elGallitott egér ,,genom-festd” proba segitségével (2).

Fluoreszcens in situ hibridizacioban probaként hasznalva, az egér kromoszémaék eukromatin-
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1. Abra KE1-2/4 metafazisos egér-hdrcsdg hibrid sejtek kromoszomainak in situ hibridizacidja
biotinilalt egér ,,genom-festd” probaval. A kép a fluoreszcens-izotiocianatot (FITC) gerjesztd fényt
hasznéalva késziilt. A nyilak a de novo kromoszémaképz8dés eukromatikus utjan létrejtt Aneo
kromoszoémat, a nyilhegyek pedig az egér kromoszoémak nem fest8d6 pericentrikus régidit mutatjak.

A probaval egyaltalan nem fest6d6 (piros) kromoszomak, hoércsdg kromoszomak.

Jjara specifikus festést ad, még kozeli fajok (pl. hércsog-egér) hibrid sejtjeinek metafazisos
kromoszéma preparatumain is (1. 4bra). A probara jellemz8 az is, hogy az egér kromoszémak
pericentrikus  heterokromatinjat nem festi. igy az eukromatikus uton, illetve a
heterokromatikus uton de novo képz8dott kromoszomak jellegzetes festési kiilonbséget

o

mutatnak egér ,,genom-fest§” probaval hibridizalva. Az el8z6 forma savozottan fest6dik, mert
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2. abra. Egy, a heterokromatikus ton de novo képz&dott kromoszomat tartalmazé metafazisos egér
sejt kromoszomainak képe. A, A kromoszoémak karbol-fuxinos festése. B, Hibridizacio biotinilalt egér
,»genom-fest8” probaval. A fluoreszcens-izotiocianatot (FITC) gerjesztd fénnyel késziilt kép. A nyilak
a heterokromatikus ton de novo képz8dott kromoszémakart mutatjak. A fluoreszcens képen lathato,

hogy a kromoszoma csak az egyik kromoszomavégen fest6dik (sarga festddés).

az amplifikacioval képz6dott nagy méretli eukromatikus blokkok fest6dnek, mig a blokkok
hataran talalhat6 szatellit DNS-bdl all6 ugyancsak amplifikalodott szegmentek nem (1. abra).
A heterokromatikus kromoszomak azonban nem, vagy csak a némi eukromatint tartalmazé
telomerikus régiokban festhet6k, mivel csaknem egészében pericentrikus heterokromatinbdl

épiilnek fel (2. abra).
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A szatellit DNS alapi mesterséges kromoszomak teljesen semlegesek a sejtmiikddés
szempontjabdl, azt nem zavarjak, és a szatellit DNS blokkok hatiran elhelyezkedd beépitett
gének kifejezédnek. gy a mar korabban emlitett feltételek alapjan alkalmasak lehetnek

génterapiai vektornak.

2. Anyagok és médszerek

2.1 Anyagok

A, A DNS munkahoz sziikséges anyagok és oldatok

A Kklénozasok sorin felhasznailt baktérium torzsek:
1. DH5«

2. Esherichia coli SURE

Az injektilashoz hasznalt plazmid DNS molekula
Injektélasi kisérleteinkben a csoportunkban elGallitott pPCEPUR132 plazmid konstrukciét

hasznaltuk. Az injektalas el6tt Nru I restrikcids endonukledzzal linearizaltuk.

Oldatok és taptalajok

A hasznalt oldatok és taptalajok a 79. referencia alapjan késziiltek.

A Kkisérletekhez hasznalt restrikcios endonukleazok

Minden alkalmazott endonukleaz az Amersham, Fermentas illetve a New England
Biolabs cégek terméke. Munkank soran az altaluk javasolt puffereket és kisérleti
koriilményeket hasznaltuk.
B, A transzgénikus munkahoz hasznalt anyagok és oldatok

A transzgénikus munkahoz felhasznalt anyagok, illetve oldatok a 38. hivatkozas alapjan

késziiltek.
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2.2 Médszerek

2.2.1 Citologiai in situ hibridizacio (69)

1. Sejt

blokkoljuk. Ezek utdn a tenyésztl csésze aljatol elvalt metafizisos sejteket centrifugalassal
Osszegytjtjiik. A szokdsos 75 mM-os KCl oldatban végzett hipotonizalds utan, a sejteket
methanol:ecetsav 3:1 aranyi oldataval fixaljuk. (Ha elGtte mas fixalas volt, pl. immunologia miatt

csak metanol vagy aceton, akkor célszerii 6vatosan tjra fixalni.)
2. Préba jelolés

A proba jelolését Amersham Nick-Translation Kit-el (ANTK) (N-5500, Amersham), a
mellékelt leirds alapjan végezziik. SIGMA bio-11-dUTP-t épitettiink a probaba. (Toérzsoldat: B
5770 SIGMA, 500ug-ot feloldunk 300ul steril desztillalt vizben. -20 9C-on taroljuk. Ebbél 0.8-1
ug-ot mériink a reakcidba.). 2 o6ra 160C-on végzett inkubacido utan a reakciét 0.2 M
végkoncentracioji EDTA hozzdadasaval leallitjuk és Iml-es térfogati SEPHADEX G-50
(Pharmacia) oszlopon szeparaljuk a probat a beépiiletlen nukleotidoktol, a gyart6 altal javasolt
modon. A szeparalt probat 1/10 térfogat SM ammoOnium-acetat és 2-3x-0s térfogat -200C-o0s 95%-
os etanol hozzdadasaval -200C-on kicsapjuk. A kicsapodott DNS-t mikrocentrifugélassal
(14000rpm, 5 perc) gydjtjiik, majd ismét etanolt adunk hozza (mosas). Ujabb centrifugalas utan a
csapadékot vakuum szaritoban megszaritjuk, majd TE pufferben oldjuk fel (0.5pg-ot 50ul-ben,
lpg-ot 100ul-ben).

3. Preparatum

Minden mintahoz egy jO mindségli targylemezt 100ml etanolt és 1lml 37%-os sésavat
tartalmazé oldatba 4ztatunk, majd tiszta vaszonnal szérazra tordljiik. Azonnal egy csepp fixalt
sejtszuszpenziét cseppentiink ra 10-15 cm-r8l. A lemezt hideg fixaloval ledblitjiik és levegén

megszaritjuk.
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4. Hibridizacio
RNaz-A kezelés: DNaz mentes RNaz-A elGallitdsa: 10mg RNaz-A-t (SIGMA) feloldunk

Iml 2xSSC-ben, majd 5 percen at forraljuk. A lemezeket 370C-on, 60 percen at kezeljiikk 100ml
festOkiivettaban. Ezt koveti a dehidralas 70-90-100%-0s etanolban 5-5 percen at. Végiil
vakuumban szaritjuk a lemezeket.

Denaturalas: 70% Formamide (BDH AnalaR) + 30% 2xSSC hozzaadasaval 2percen at, 70-

750C-on. Dehidralas mint fent, de a 70%-s alkoholt elStte jégbe hitjiik. Szaritas vakuumban.
Proteinaz-K kezelés: Nem feltétleniil sziikséges, de hasznélata esetén tisztabb hibridizaciot
kaphatunk. 60ng/ml (6-600ng/ml is lehet) koncentracidji Proteinaz-K-val kezeljiik a lemezeket 4-
7 percig 370C-on, a kdvetkezd pufferben: 20mM Tris pH:7.5, 2mM CaCl,. Dehidralas, szaritas a
fentiek alapjan.
Egy lemezre a kovetkezd médon elkészitett probat mérjiik:
20ul DF
8ul SB
0.8ul tR
2.5ul Biotinilalt préba DNS
8.7nl Desztillalt viz (steril)
Roviditések jelentése:
DF=100% Formamid-ban 20% Dextran sulphate
SB=10XSSCB: 1.5M NaCl(8.76g), 0.15M tri-Na-citrat(4.4g), 0.25M

TRIS-HCI pH:7.4(3.02g), 0.5mM EDTA(16mg) 100ml-re.

tR=tRNS 25ug/ul SIGMA vagy Calbiochem, kifenolozni, -20°C-on tarolni.
Proba DNS = egy példanyban jelenlévd gén detektilasnal 11.2ul-t is lehet hasznalni a

desztillalt viz rovasara, ha még ez sem elég akkor az 1pug jelolt DNS-t nem 100pl-ben hanem csak
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50 vagy akar 10pl-ben kell feloldani, igy 2-10x-es probamennyiségekkel lehet dolgozni. Végsé
soron 25ug/ml probakoncentraciot is el lehet émi, a szokasos 0.2-2pug/ml helyett.

A megkevert hibridizalé elegyet Vortex-el jol &sszekeverjiik és lezart Eppendorf csGben

720C-on denaturaljuk 5 percen at. Azonnal jégre tesszilkk a felhasznaldsig, hogy elkeriiljiik a
renaturalast. A lemezre mérés utan 24x32mme-es fedGlemezzel o6vatosan lefedjik, majd a
fedSlemezt gumiragasztoval korberagasztjuk. Amikor megszaradt a ragasztdé a denaturalo

formamidos oldattal nedves kamrat készitiink (pl. 18cm-es Petri csészében szlir6papirral), majd a

kamrat szigetelSszalaggal lezarjuk, és 370C-on inkubaljuk 4-16 o6ran at.

S. Immunodetektalas

Hegyes csipesszel eltavolitjuk a ragasztot és a fedGlemezt. Ezt kovetSen 4x3percig mossuk a
lemezeket 50% formamidot és 50% 2xSSC-t tartalmaz6 oldatban. Majd 5 perc mosassal kiéblitjik
Gket 4xSSC-t és 0.05% Triton X-100-at (4xSSC/Tx) tartalmaz6 oldatban, szobahGmérsékleten.
Ezalatt megkeverjiik a FAV oldatot (FITC-avidin (VECTOR): 1/500-ra higitani 4xSSC/Tx

pufferrel) és a BaA oldatot (Biotinilalt anti-avidin (VECTOR): 1/100-ra higitani 4xSSC/Tx).
Lemezenként 40pul-t kell adni. Ovatos lefedés utan 4xSSC/Tx-el nedvesitett kamraban 379C-on
inkubaljuk Sket 30-45 percig. Az inkubécié utin lerdzzuk a fedSlemezt, majd 3x2 perc mosis
kovetkezik 4xSSC/Tx oldatban 420C-on. A lemezekre 40-40ul BaA oldatot mériink, majd
lefedjiik 6ket fedSlemezzel és nedves kamraban inkubaljuk 30-45 percig 37°C-on. A fedSlemezt

Gjra eltavolitjuk, majd ismét 3x2 perc mosas kovetkezik 4xSSC/Tx oldatban, 420C-on. A
lemezekre 40-40ul FAV oldatot pipettizunk, majd ismét lefedés és inkubalas kovetkezik nedves
kamraban 370C-on, 30-45 percig. A fedSlemezt eltivolitjuk, majd a targylemezeket 3x2 percig
mossuk 4xSSC/Tx oldatban 42°C-on.
6. DNS festés-lefedés

10mg para-fenilén-diamin-t 1ml PBS-ben feloldunk, majd ebb&l 100ul-t egy j Eppendorf

csGbe rakunk és hozzamériink 900ul desztillalt vizet és 3ul propidium jodidot (1mg/ml-es
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torzsoldat, sotét iivegben, 49C-on tarolhatd). Ebbél lemezenként 100pl-t kell hasznalni
szobah8mérsékleten, 10perc inkubacids id6t hasznalva. A propidium-jodidos festést 2-3 perces
oblités koveti szobahdmérsékleten, PBS oldatban. Ezalatt meg lehet keverni az ,anti-fading”
lefedS oldatot, ami 100pl para-fenilén-diaminbdl és 900ul glicerolbodl all. Ebbdl 2-3 cseppet
tesziink lemezenként, majd buborékmentesen lefedjik Gket fedSlemezzel, és a felesleges

folyadékot szlir6papir enyhe ranyomasaval tavolitjuk el. Ezutan a fed6lemezeket koromlakkal

korbezarjuk. (Igy a lemezek hetekig tarolhaték -20 ©C-on.).

7. Mikroszkopia
Olympus fluoreszcens mikroszkdppal, kis nagyitasndl a propidium jodid szlir&jénél kell
megkeresni a sejteket, amelyek aztan immerzios objektivvel, a FITC (fluoreszcens izotiocianat)

sziirdjével vizsgalhatok.

8. Fényképezés
A fényképezés Fujicolor HG 400-1600, vagy Kodacolor 400-1600-as szines negativra

(napfényes) tortént. Egyes képek elkészitéséhez a Vysis cég CCD kamera rendszerét hasznaltuk.

2.2.2 Transzgénikus egér elGallitisa DNS oldat egér zigétik him pronukleuszaiba tortént

mikroinjektalasaval

Ebben a fejezetben torekedtem a modszer részletekbe mend és sajat tapasztalataimat is
magaba foglalé leirdsara. Mindezt azért tettem, mivel nem taldltam részletes magyar nyelvi
irodalmat a témakorben és ugy gondoltam, hogy igy talan segithetek masoknak, akik szintén

ezzel a modszerrel szeretnének transzgénikus egereket elGallitani.
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A, Az egerek kezelése
Az éllatok tartdsa, illetve az él6 allatokon végzett kisérletes munka soran torekedniink
kell arra, hogy az allatoknak csak a sziikséges minimalis stresszt és fajdalmat kelljen

elviselniiik.

Megkozelités és biztos fogads

Az egyik kéz hiivelyk- és mutatoujja segitségével az egeret a farkanal fogva kiemeljiik a
tenyészt§ dobozbdl. Az egér a doboz racsozatara helyezve megprobal a farkaval ellentétes
iranyba menekiilni, igy finoman hatrafelé huzhatjuk. Ebben a helyzetben a masik kéz hiivelyk-
és mutatoujjaval a nyakanal a b6rt megragadhatjuk. A fiil mogott a bért felfelé hiuzva, olyan
szoros fogasra kell térekedni, hogy az'egér a fejét ne tudja forgatni €s igy harapni se legyen
lehetSsége. A fogas utolsd lépéseként ugyanezen kéz negyedik és 6todik ujja kozé helyezziik

az egér farkat. Igy az allat a tenyérben hanyatt fekszik és a hasan a bér megfesziil.

Az egerek azonositisa
Tobb modszer is elfogadott az egerek jelolésére, hogy a késGbbi munka soran
azonosithatok legyenek. Az egyik, hogy egy kis fémtablacskat csippentiink az allat filébe,

amelyen az azonositd jele talalhatd. A masik mddszer, hogy a sziiletése utan nem sokkal, vagy

egész fiatal korban a fiilébSl csippentiink ki egy-egy darabot a megfelel§ helyen, vagy a
labujjait csippentjikk le egy alkalmas szdmozasi rendszer alapjan, illetve nagyszamu egér

esetén mindkettGt alkalmazhatjuk.

Intraperitoneadlis injekcio
A gyogyszerkészitmények szabalyozott adagolasanak legaltalanosabb modja a
intraperitonealis injekcié. A korabban leirtak alapjan kézbe fogott allat alhasi részén, a

combt6tdl a koldok felé kb. 2-3 mm-re taldlhaté hasi mélyedésnél célszerd az injekcids tiit a
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hadlirbe vezetni. Az injekcidhoz altalaban 25-27-es méreti tit és 1 ml-es fecskenddt
hasznalunk. Biztonsagosan 0,01-0,02 ml térfogatd gyogyszeroldat injektdlhaté a hadiirbe

testsilygrammonként.

Anesztézia

Tobbféle anesztézias protokoll latott napvilagot az irodalomban. A legfontosabb
kovetelmény a sebészeti érzéstelenitéssel szemben, hogy a beiiltetett embridkat ne karositsa.
Tobb éves tapasztalatszerzés utan végiil is az AVERTIN-t (tribromoetanol) valasztottak ki,
mint olyan anesztetikumot, amely a legnagyobb aranyu tulélést teszi lehet6vé embrio-
beiiltetéskor. A sikeres mitéti altatashoz kb. 0,015 ml 2.5 %-os AVERTIN-t sziikséges a
hastlirbe injektalni testsulygrammonként. (Ez nagyjabél 0,3 ml-t jelent egy 20 g-os- néstény
vagy 0,4 ml-t egy 25 g-os him esetében.) Ilyen koriilmények kozott a mitéti beavatkozas
elvégzésére minimum 25 perc all rendelkezésre. Az idStartam azonban fligg az egértorzstdl, az
egerek koratol, nemétSl, testsulyatdl, a taplalék minGségétél. Az altatészer dozisat
mindenképpen be kell allitani ezen paraméterek alapjan, hogy az altatds miatt bekdvetkezd

halalozas minimalis mértéki legyen.

Eutanazia

Az egereket az altatdssal kombinalt cervikalis diszlokacioval lehet legkevésbé
fajdalommentesen megdlni, a kévetkezd modon : az elaltatott allatot az egyik kéz hiivelyk- és
mutat6é ujjaval a koponyaja tovénél a tenyésztd doboz racsozatira nyomjuk, majd a farkat

erfteljesen hatra illetve egyidejileg felfelé huzzuk.

B, A transzgénikus egér elGallitasahoz sziikséges egércsoportok
Donor néstények
Az els6 dontés, amelyet sziikséges meghozni, amikor transzgénikus egér el6allitasa a cél,

hogy melyik legyen az az egértorzs, amelynek nd&stényeibl a mikroinjektalashoz
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elengedhetetlen megtermékenyitett petesejtek szarmaznak. Ha a genetikai hattér nem
lényeges, akkor leggyakrabban F, hibrid zigétdkat hasznalunk injektalasra, amelyeket F,
hibrid him és néstény egerek parositiasaval allitunk el (példaul: [C57BL/6J x CBA/J]JF,
nbstény x [C57BL/6J x CBA/I]F, him). Altalanossagban kijelenthetd, hogy a beltenyésztett
egerek gyenge reproduktiv teljesitménye miatt, a megtermékenyitett petesejtek kinyeréséhez
és a transzgénikus egerek elGallitasahoz valamint késdbbi tenyésztéséhez az F, zigotak, illetve
azok mikroinjektalasa sokkal hatékonyabb ( 7). A donor ndsténynek 4-6 hetesnek kell lennie,.
és rendszerint hormonkezeléssel szuperovulaltatjuk (C, alfejezet) Gket, mivel egy
természetesen ovuldld ndstény allat csak 6-10, mig a szuperovulaltatott 20-30 petesejtet

ovulal. igy kevesebb donor néstényre van sziikség ugyanannyi zigéta kinyeréséhez.

Fertilis himek

F, hibrid himeket (példaul: [C57BL/6]J x CBA/J]F, himek) hasznilunk erre a célra.
Legalabb 8 hetesnek kell lenniiik, mivel a himek ekkor érik el ivarérettségiiket. Kiilén
tenyésztd dobozban, egyesével ajanlatos tartani Oket, hogy harc kézben ne okozzanak
egymasnak sériiléseket. Ha mégis csoportosan tartjuk a himeket, akkor az els§ paroztatas el6tt
legalabb egy héttel kiilon kell valasztani &ket, mivel a dominans him csokkenti a tobbiek

tesztoszteron szintjét és igy azok nemigen parzanak. A himek koriilbeliil 1 évig hasznalhatok.

Steril himek

A steril himek az alvemhes, recipiens ndstények el8allitasahoz szitkségesek. Mindkeét
oldali onddvezetékiikkb&l miitétileg eltavolitunk egy koriilbeliil 1 cm nagysagu darabot
(vazektomizacid; C, alfejezet). A miitét a himivarsejtek uritését akadalyozza meg. A
vazektomizacié sikerességét tesztel6 Kkeresztezéssel ellendrizzilk. A vazektomizalashoz
hasznalt himek legalabb 2 honaposak legyenek. Egy-egy him kériilbeliil 2 évig hasznalhato.

Erdemes mas szOrszini himet valasztani erre a célra, mint amilyen a recipiens ndstény
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sz&rszine, mivel ha a himre jellemzd sz6rszin megjelenik az utdédokban, akkor a

vazektomizaci6 nem volt eredményes.

Recipiens néstény (,,neveld” anya)

Altaldban a maér korabban emlitett F, ndstényeket (példaul: [CS7BL/6J x CBA/IF,
ndstény) hasznaljuk erre a célra. Vazektomizalt himmel valé paroztatas utan hormonalisan
mutatjak a vemhesség jeleit (dlvemhesség), de nem termékenyiiltek meg. Ebben az allapotban
alkalmasak az injektalt zigbtdk petevezetSbe iiltetésére, majd pedig kihordasukra, illetve a
sziiletett utédok felnevelésére (,,nevel§” anyak). Recipiensnek a legalabb 6 hetes néstények

hasznalhatok.

C, Embriok termelése és kezelése
Természetes parosodas

Megfeleld fény-sotét ciklust alkalmazva a n8stény egerek 4-5 naponta ovuldlnak és
ekkor alkalmasak a megtermékenyitésre. A vagina mérete, szine és nedvessége alapjan
megallapithatd, hogy éppen milyen stadiumban talalhaté a ndstény, mikor lesz ovulacid. A
mindennapi gyakorlatban azonban egy-egy ivarérett himet és 1-3 ivarérett ndstényt rakunk
Ossze egy tenyésztGdobozba. Ha parosodtak, akkor az masnap ellendrizhetd, mivel a ndstény
vaginajat egy un. ,,parzasi dugd” (kopulacidés plug) zéarja el, amely a him magfolyadékabol
koagulalodott fehérjékbdl all. A nem parosodott nSstényeket a him mellett hagyhatjuk, mivel
4 nap alatt minden néstény ovu}él egyszer, igy folyamatosan lehet parosodott ndstényeket
»termelni” a munkahoz.
Szuperovuldcio

A DNS mikroinjektalashoz nagy mennyiségili megtermékenyitett petesejtre van sziikség.
Ennek érdekében a donor néstényeket megfeleld hormonkezeléssel szuperovuliltatjuk. A
szuperovulaci6 indukalasira legalkalmasabbak a 3-6 hetes, 12.5-14 g stlya F, nOstények

(példaul: [C57BL/6J x CBA/JIF, ndstény). A szuperovulaci6 tobb tényez6tdl is fligg, Ggymint
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az egerek koratol, stulyatol, a hasznalt egértorzstSl és a gonadotropinok injektalasanak
id6pontjatol. Ha a fényciklus reggel 7 o6rat6l este 7 Oraig tart, akkor a mar emlitett F,
néstények esetén, a kovetkezG idGtablazat alapjan lehet sikeres szuperovulaciot elérni:
Els6 hormoninjekcié: 5 IU PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotropin):
Elsd nap, délutan 3 és 5 o6ra kozott.
Masodik hormoninjekcid: S IU HCG (Human Chorionic Gonadotropin):
Harmadik nap, délutan 1 és 2 6ra kozott.
Parositas fertilis himmel:
Harmadik nap, délutan 5 és 6 6ra kozott.
,Parzasi dugd” megfigyelése:
Negyedik nap, reggel 8 és 9 6ra kozott.
A hormonokat intraperitonealis injekcioval juttatjuk az egerekbe. Ha a szuperovuléci6 sikeres
volt, akkor a ndstények 80-100 %-a parosodik, és mindegyikbdl kb. 20 megtermékenyitett
petesejt vehetd ki. A fenti protokoll alapjan kapott megtermékenyitett petesejtek a ,,parzasi
dugé” detektalasdnak napjan délutdin 1 és 6 Ora kézott alkalmasak mikroinjektalasra. A
hasznalt gonadotropin hormonok kéziil a PMSG szerepe, hogy a tiisz6érést serkentd hormon

hatasat idézze eld, mig a HCG a luteinizalé hormont helyettesiti.

Mikropipettak készitése
Embriogytijto és transzfer pipettdak készitése

Az embridgyijtd és transzfer pipettdkat kemény iivegb8l késziilt kapillarisokbdl allitjuk
el6 (példaul: Corning, borosilicate glass; Cat. No. 70995-50).

1. A két végénél kézben tartott pipettat k6zép tdjon gz mikroégd langjaba tartjuk, amig
az lUveg képlékennyé nem valik. Ekkor a kapillaris végeit ellenkez8 iranyba huzzuk, és a
kapillarist a langb6l kivessziik. A kapillaris akkor j6, ha a kozépsG részén elhelyezkedd
vékony szakaszon a bels§ atmérd nagyobb, mint egy zigdta atmérGje, de kisebb mint kett6é.

Ebben az esetben a kapillarist k6zépen kettétorjiik.
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2. A megfelel§ belsS atmérGjd kapillaris végét gyémantceruzaval egyenesre vagjuk ugy,
hogy a kapillarist ott, ahol el akarjuk vagni a mutatdujjunk ujjbegyére fektetjiik, majd forgatas
kozben finoman korbekarcoljuk a gyémantceruza hegyével. Ezutan a kapillarist az egyik
keziinkben tartva a masik keziink mutatdujjanak ujjbegyével a végét dvatosan hajlitsuk meg.
Megfeleld erdhatasnal a kapillaris a gyémantceruzaval korbekarcolt helyen, szerencsés
esetben gydrl alakban torik el. Célszeri Ggy tomi a kapillanist, hogy kb. 2-3 cm hosszisagu
maradjon a vékony szakasz. Az igy kapott pipettavég Microforge segitségével tovabb
finomithat6. A pipettat érdemes a végét6l 2-3 mm tavolsidgban kb. 15°-0s szdgben

meghajlitani.

Embrid tarto (“holding”) pipetta

Mikroinjektalaskor az embridbnak mozdulatlannak kell lennie, hogy az
injektalokapillarist be lehessen vezetni a zigéta pronukleuszaba. A mozdulatlansagot ugy
érjiik el, hogy az embridt a “tartd” pipetta végéhez rogzitjitkk szivoers segitségével. “Tartd”
pipettat 1 mm kiils6 és 0.75-0.8 mm belsG atmér6jd boroszilikat ivegbdl készitiink (példaul:
Leitz; Cat. No. 520119). A “tarté” kapillaris a gy(ijt6 kapillarishoz hasonlé6 moédon késziil. A
kiilonbség az, hogy a “tartd” kapillaris végén a belsd atmérst Microforge segitségével kb. 5-10
um atmérdjlre szikitjikk, hogy a zigdtak ne tudjanak a kapillarisba jutni a rajuk gyakorolt
szivoerd hatasara, hanem csak a kapillaris végéhez tapadjanak. Erdemes a “tarté” kapillarist is

a végétdl 2-3 mm-re kb. 15°-0s szgben meghajlitani.

Mikroinjektalokapillaris

A mikroinjektalokapillarist vékony fali, bels§ filamentet tartalmazé kapillarisbol
készitjiik, amelynek kiils§ atmérSje 1 mm, bels6 atmérSje pedig 0.78 mm (pl.: Clark
kapillaris; Cat. No. GC100TF-15). A mikroinjektalokapillarist mechanikus kapillaris huz6

berendezés segitségével készithetjiik el. A paramétereket (fiitdszal hémérséklete, huzoerd,
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fiités és huzads idGtartama, hiizas késleltetése) ugy kell a berendezésen beillitani, hogy a
kapillaris a hegyénél a céljainknak megfeleld belsd atmér6ji legyen a hizas utan (dltalaban
0.5-1 um belsd atmérd a jo). A kapillarisban taldlhaté bels6 filament az injektalandé DNS
oldat kapilldrisba toltését egyszerlsiti mégpedig ugy, hogy ha a kapillarist a hegyével
ellentétes végeén a DNS oldatba martjuk, akkor a belsé ﬁiamentben az oldat a kapillaritas elve

alapjan egészen a hegyéig felszivadik, és ily modon az telet6ltédik.

Pronukleusz allapotu embriok gyvijtése

A szuperovulaltatott, megtermékenyitett donor ndstényeket cervikalis diszlokacidval
(2.2.1. A, alfejezet) megoljiik. Az egeret a hatara fektetjiik és alhasi tajékon a bért kb. 5 mm-
es szakaszon atvagjuk. A bért a metszésnél az egyik kéz mutaté- és hiivelykujjaval
megfogjuk, mig a masik kézzel az allat két hatsé labat rogzitjiik. Az allat borét a metszéstdl a
feje f61é hiizzuk. Igy a bels6 szervek a hasfal felvagasa utdn hozzaférhetSk. A hasfal felnyitasa

utan a méh és a petefészek kozott elhelyezkedd mindkét oldali petevezet6t kivagjuk. A pete-

vezet§ tagulata, az Gn. ampulla tartalmazza a megtermékenyitett petesejteket. A kivéagott
petevezetdket M2 tapoldatban gyljtjiik. A petevezet6kbGl a - zigotdkat 300 pg/ml
hegyli csipesszel az ampulldhoz kdzel, a petevezetSt megfogjuk és a Petri-csésze aljahoz
nyomjuk. Ezutdn az ampullat egy injekcios tiivel felhasitjuk. A megtermékenyitett petesejtek
és az Oket korilvevé un. kumulusz sejtek spontan kidramlanak az ampullabdl. Egy
hialuronidaz cseppben tobb petevezetSbdl is kivehetjiik a zigtakat. Az iires petevezetSket el
kell tdvolitani a cseppb8l. Néhany perccel késébb a hialuronidaz hatdsara a zigétak
kiszabadulnak a kumulusz sejtek koziil, és a csésze aljara iilnek. Ekkor gyijt6kapillarisba

szedhet8k. Az Osszegytjtott zigotakat enzim mentes M2 cseppekben mossuk azért, hogy a
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hialuronidazt és az esetleges szennyezddéseket (pl.: vér) eltavolitsuk. Végill a kimosott

zigbtakat mikrocsepp kulturaba helyezziik és inkubatorban taroljuk a mikroinjektalasig.

Mikrocsepp kulturdk készitése

Mikropipettaval M16 tapoldatb6él 20-40 pl-es cseppeket rakunk egy 35 mm-es steril
szOvettenyésztd csésze aljara. A mikrocseppeket paraffin olajjal fedjik be. Az igy késziilt
mikrocsepp kultarat 37 °C-os inkubétorba helyezziik, amelynek légterében 5 % CO, és 95 %
levegG talalhat6. A kimosott embridkat a mikrocsepp kultira cseppjeiben taroljuk

mikroinjektalasig, illetve mikroinjektalds utan az injektalt zigdtak visszaiiltetéséig.

Vazektomizdacio és az alvemhes néstények eloallitasa
Az dlvemhes ndstények elGallitdsahoz olyan himekre van sziikség, amelyek nem képesek
a nOstény petesejtjeit megtermékenyiteni. Ezt az in. vazektomizacioval lehet a legkénnyebben

elémi.

Vazektomizacio:

1. A miitétre legalkalmasabbak a kb. hat hetes himek, mivel ezeknél a zsirfelhalmoz6das
még csak kismértékii, és nem akadalyozza az onddvezeték lokalizacidjat. Jol ,tenyészd”
torzset érdemes valasztani (pl.: Swiss albino). A kivalasztott allatot Avertinnel altatjuk (lasd:
2.2.1 A, alfejezet).

2. A hatara fektetett him hasiiregébdl a heréket a herezacskdba nyomjuk, és a heréi felett
a bort 70 %-os alkohollal mossuk. A hasra nehezéket tesziink (pl.: oll6), hogy a herék ne
vandoroljanak vissza.

3. A herezacskon a két here kozott hosszanti irdnyban vagast ejtiink.

4. A metszést az egyik here 61é huzzuk, és a herét borit6 kétGszoveti burkon is hosszanti

vagast ejtiink.
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5. A here kihuzasat elkeriilve, csipesszel megragadjuk az onddvezetéket, és egy kb. 1 cm
hosszusaga darabot kivagunk beldle.

6. A 4-5 pontokat a masik ondovezetéken is elvégezziik.

7. A sebet sebkapoccsal zarjuk le.

8. Egy hét milva a miitét sikeressége paroztatdssal ellendrizhetd.
Ha a mitét sikeriilt, akkor a him nem képes spermat juttatni a ndsténybe parosodaskor.
Amikor egy nlstény egeret egy ilyen vazektomizalt himmel parositunk, akkor a parosodast
kovetd napon a ,,parzasi dugd” ugyanigy lathatd, mint természetes parosodaskor, de a ndstény

csak hormonaélisan vembhes.

Embriobeiiltetés alvemhes néstény petevezetijébe

1. Az allatok altatasa a korabban mar leirt médon torténik. A ndstényt hassal lefelé egy
mozgathaté targyra (pl.: Petri-csésze teteje) helyezziik, hogy kdnnyedén a szteredmikroszkdp
ala lehessen tenni.

2. Amig az allat el nem alszik, addig a beiiltetend§ zigétikat petevezetd
transzferkapillarisba toltjik (10-30 zigota/petevezet, a gyakorlattdl fiiggden; altalaban a
betiltetett zigdtaknak csak 30 %-abdl lesz utdd). Ennek elsé 1épése, hogy a mikrocsepp
kultarabél a zigétdkat M2 cseppekbe rakjuk és a paraffin olajtéol megtisztitjuk. A
transzferkapillarisba toltéskor elGszor egy kis térfogat M2 tapoldatot szivunk fel, majd egy
levegSbuborékot, utdna ujra M2 tapoldatot, majd egy wjabb levegSbuborékot, ezutan jonnek a
zig6tak minél sliriibben egymas utan, azokat kovetGen pedig egyetlen levegSbuborék és ujra
egy kis térfogat M2 tapoldat.

3. Az elaltatott és a Petri-csészére helyezett allat hatat alkohollal megmossuk. A
hatb6rén a gerincoszlop felett egy koriilbeliil 2 cm hosszisaglii metszést ejtiink, majd a sebet
egy alkohollal nedvesitett papirtérolkéz6vel attoroljik, hogy a belekeriilt szSrszalakat

eltavolitsuk.
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4. A sebet az egyik oldalra hizva a hasiliregben megkeressiikk a petefészek felett
elhelyezked6 zsircsomdt. Horgas végli csipesszel megragadjuk a kotGszévetet a zsircsomo
felett, és olloval egy kis metszést ejtiink rajta.

5. Egy tompa végll csipesszel megfogjuk a zsircsomot, és kihuzzuk a petefészekkel,
petevezetdvel és a méh egy részével egylitt a testiiregb6l. A zsircsomora ezek utan egy un.
szerafin csipeszt rogzitiink, és az egészet az egér hatara fektetjik Ggy, hogy a petevezet§ feliil
legyen, és jol latsszon. Ovatosan emelve a Petri-csészét az egérrel egyiitt a szteredmikroszkop
targyasztalara helyezziik.

6. A sztereomikroszkép segitségével megkeressik az ampullat a petevezet6n.
Lehetséges, hogy a szerafin csipesszel a farok iranyaba kell forditani a petefészket, hogy az
ampulla lathatéva valjon. Ha az ampulla nem fedezhet§ fel, akkor a n6stény nem ovulalt. Az
olyan parzas, amely ovulaci6 hianyaban tortént, nem ad sikeres alvemhességet, igy az ilyen
ndstények nem hasznalhatok.

7. Ha az ampullat sikeresen megtalaltuk, akkor megkeressilk a petevezetSnek azt a
szakaszat, amelyik az ampulla és a petefészek kozott helyezkedik el (ampulla feletti szakasz).
Ez a régi6 fakobb szind, kisebb atmérdjl és erdsebb kontrakcidban van, mint a petevezetd
ampulla és méh kozotti szakasza. Az ampulla feletti szakaszt 0gy forgatjuk, hogy a
késébbiekben a transzferkapillarissal jol hozzaférhetS legyen. Egy vagy két csavarulattal az
ampulla felett csipesszel megfogjuk a petevezetSt. A l;évetkezc'i muvelet viszonylag nagy
gyakorlatot igényel és a masik kéz szerepe itt nagyon fontos. Ezen kéz hiivelyk- és mutatoujja

k6z€ egy hegyes kapilldrist, vagy egy injekcids tiit (25-27-es méretiit), mig a mutatoujj és ko-

zéps6 ujj kozé a mikroinjektalt zigdtikkal toltott transzferkapillarist fogunk. Az utdbbi
kapillaris egy gumicsévecske révén a szajhoz kapcsolt, hogy bel8le a zigotakat ki lehessen
fijni. A hegyes kapillaris vagy az injekcios tli felhasznélasaval a csipesz felett kzvetleniil a
transzferkapillaris atmérgjénél egy kicsit nagyobb lyukat ejtiink a petevezetén. Ekkor a

szurasra hasznalt pipettat/injekcids tiit az asztalra ejtjiik és a helyébe a transzferkapillaris
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keriil, mikozben egyfolytaban a sebzés helyét figyeljiik a mikroszkdpon keresztiil. A fentiek
alapjan késziilt lyukon bevezetjiik a transzferkapillaris végét a petevezetGbe, és ha biztosan
benne van, akkor egy megfeleld erejii fijassal a zigotakat a petevezetGbe juttatjuk. Mivel a
petevezetd ezen szakasza er6sen Osszehuzédott, igy a kapillarisban 1év6 M2 médium a
zigbtakkal és levegGbuborékokkal egyiitt régton megjelenik az ampulldban. Ha a
transzferkapillaris betoltésekor felszivott mindhiarom levegébuborék lathaté az ampulldban,
akkor biztos, hogy minden zigéta belekeriilt. Tul nagy erdvel nem érdemes a kapillarisba
fajni, mivel akkor til sok levegGbuborék keril az ampulldba. Ha nem sikerilt a
transzferkapillarist a petevezetGbe juttatni, akkor a csipesszel vegylink fel 0j fogast az
ampullahoz kozelebb, ejtsiink 1j lyukat, és probaljuk meg ott a zigdtakat bejuttatni. Ezért
minden eshet8ségre szamitva, érdemes két csavarulattal az ampulla felett elkezdeni a fenti
miveletet.

8. A sikeres beliltetés utan eltavolitjuk a szerafin csipeszt a petefészek feletti
zsircsomordl, és hagyjuk, hogy a kihtizott szervek maguktdl visszacsusszanak a testiiregbe.

9. A 4-8. miiveleteket a masik oldalon is elvégzziik. (A kihordas valoszintiségét novell,
ha mindkét oldali petevezetSbe iiltetiink megtermékenyitett petesejteket.)

10. Az egér hatan ejtett sebet sebkapoccsal zarjuk §ssze.

D, Transzgénikus egér eldillitisa DNS oldat egér zigétak him pronukleuszaiba tortént

mikroinjekcidjaval

A mikroinjektdlo berendezés

A mikroinjektald berendezés mikroszképbdl, mikromanipulatorbél, a
mikromanipulatorba illeszthet6 kapillaris adapterekbl valamint fecskend6kbél all.
Laboratériumunkban Nikon inverted mikroszkdpot hasznalunk Nomarski optikaval, amellyel
olyan finom felbontds érhetd el, hogy a pronukleusz membranja jol lathaté. Leitz

mikromanipulatort és kapillaris adaptert hasznalunk.
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A tartopipetta miikodtetését szabalyozo fecskendo

A tartOpipetta adapteréhez egy milanyag csévon keresztiil finoman szabalyozhatd
fecskend6t vagy olajpumpat csatlakoztatunk. Légmentesen feltoltjiik az egész rendszert
paraffinolajjal, majd az adapterbe ersitjiik a tartokapillarist és azt is feltdltjiik paraffinolajjal.
A paraffinolaj oszlop és a finoman szabalyozhato fecskendd segitségével a zigotak kdnnyedén
€s Ovatosan mozgathatok, ami a pronukleuszok megfeleld helyzetbe térténd beallitasahoz

nélkiil6zhetetlen.

Az injektalokapillaris miikédtetését szabdlyozo fecskendd

Az injektalokapillaris adapteréhez miianyag csévon keresztil iliveg, vagy mianyag
fecskendSt csatlakoztatunk. Az adapterbe beleerGsitjik a DNS oldattal toltott
injektalokapillarist. A tartokapillarissal ellentétben ez a rendszer nem olajjal, hanem leveg6vel
mikodtethets. A fecskend6 dugattytijanak Osszenyomasaval légnyomas fokozhaté a

rendszerben, és ennek hatasara DNS oldat aramlik ki a kapillarisbol.

Az injektalando DNS tisztitasa (alkalikus lz’zis/PE G kicsapas)
A plazmid DNS tisztitdsahoz hasznalt anyagok és oldatok:
-GTE puffer (50 mM gliikéz, 25 mM Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM EDTA
(pH 8.0)) (200 ul/csd)
-0.2 N NaOH / 1% SDS (frissen késziteni) (300 ul/csd)
-3.0 M Kalium-acetat (pH 4.8) (300 ul/csG)
-RN-az A (DN-az mentes) (10 mg/ml) (2 ul/cs6)
-Kloroform (400 ul/csd)
-Izopropanol, 100%

-Etanol, 70%
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-4.0 M NacCl

-13% PEGsg,,, (autoklavban sterilezni)

-ioncserélt viz

-TB tapoldat (1 liter készitése: 12 g Bacto-tryptone, 24 g Bacto yeast extract, 4.0

ml glicerol 900 ml steril vizben oldva, utana autoklavozas. Ehhez adni 100 ml
steril 0.17 M KH,PO, és 0.72 M K,HPO, oldatot).

1. A plazmid DNS-t tartalmazé baktériumot TB tapoldatba oltjuk, amely a megfelel6
antibiotikumot is tartalmazza. (A baktériumok szaporitasa torténhet Erlenmeyer flaskéban
vagy 50 ml-es polipropilén cs6ben. A tdpoldat térfogata ne legyen tobb, mint a flaska vagy a
cs6 térfogatdnak 1/4-e, hogy a megfeleld oxigénellatds biztositott legyen a baktérium
novekedéséhez.)

2. A baktérium kultarabol 1.5 ml-es térfogatokat Eppendorf csdvekbe mériink, és
mikrocentrifugaban 1 percig centrifugaljuk. A feliiliszot eltavolitjuk. Egy Eppendorf csGben
4.5 ml baktérium kultirabdl lehet a baktériumokat Gsszegytjteni, hogy az aldbbi plazmid
tisztitas kivitelezhets legyen.

3. Az iilepitett baktériumokat 200 pl GTE pufferben felszuszpendaljuk.

4. 300 pl 0.2 N NaOH/1% SDS oldatot adunk hozza és a csG fel-le forgatasaval a
szuszpenzi6t addig keverjiik, amig fel nem tisztul. Ekkor 5 percig jégen inkubaljuk. (A
tisztitadsi modszer egész folyamata alatt el kell keriilni a Vortex hasznalatat azért, hogy ne
téredezzen a kromoszdmalis DNS, amely szennyezheti a plazmid preparatumot.)

5. Neutralizacié: 300 pl 3.0 M kalium acetat (pH 4.8) hozzaadasaval. Homogenizalas
utan S percig jégen 4llni hagyjuk.

6. 10 perc szobah&mérsékleten végzett mikrocentrifugalassal gy(jtjiikk a sejttérmeléket.
A centrifugalas utdn a csoméba gyiilt sejttérmelék steril fogpiszkaloval eltavolithato.

7. Az RNS-t 37 °C-on végzett 20 perces RN-4z-A (DN-4z mentes) kezeléssel tavolitjuk

el.
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8. A fehérjék és szennyezGdések eltavolitasat kloroformos extrakcioval végezziik. 400 pl
kloroformot mériink a mintara, majd a csovet kézzel forgatva Gsszekeverjiik a fazisokat. A
fazisok elvalasztasat 1 perc mikrofugalassal végezziik. A felsd, vizes fazist 4 cs6be rakjuk és
addig ismételjiik a kloroformos extrakcidt, amig a fazishatron szennyezd&dés figyelhetd meg.

9. A DNS kicsapasa egyenld térfogat 100% izopropanollal torténik. Rogtén az alkohol
hozz4adasa utan 10 perc mikrofugalast végziink.

10. A csapadékot 500 pl 70%-os etanollal mossuk, majd vakuumban szaritjuk.

11. A kiszaritott DNS csapadékot 32 pl ionmentesitett vizben oldjuk, majd 8ul 4 M-os
NaCl és 40 pl 13%-o0s PEGgggo hozzdadésaval kicsapjuk.

12. 20 perc jégen tortént tarolds utin, a kicsapddott DNS-t 4 °C-on végzett 15 perces
mikrofugalassal gydjtjik.

13. A feliillisz6 eltavolitasa utan a csapadékot 70%-os etanollal mossuk, majd
vakuumban szaritjuk. Végiil a DNS-t 20 pl ionmentesitett vizben oldjuk.

14. A fentiek alapjan a transzgénikus munkahoz megfelelG tisztasagu DNS-t nyerhetiink.

DNS oldat
es koncentracidtartomanyba essen. A DNS oldasahoz 5-10 mM Tris-t (pH=7.4) és 0.1-0.25
mM EDTA-t tartalmaz6 oldatot hasznalunk. A DNS oldatot 0.2 um poérusméretii steril filteren

sziirjiik, hogy eltavolitsuk bel6le az olyan részecskéket, amelyek az injektalokapillaris

eltdmddését okozhatjak.

A DNS oldat mikroinjektdaldsa a megtermékenyitett petesejtek him pronukleuszaiba
Az injektalas megkezdése el6tt a kovetkezGk elGkészitése feltétleniil sziikséges:
-injektalashoz eldkészitett, inkubatorban tarolt zigotak

-zigota gytjtSkapillarisok
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-zigbta tartdkapillarisok
-mikroinjektalokapillarisok
-mikroinjektalo felszerelés

-injektalandé DNS oldat

-CO, termosztatban elSinkubalt paraffin olaj
-vajt targylemezek mikroinjektatishoz

1. Egy vajt tirgylemez k6zepére M2 cseppet helyeziink, majd elSinkubalt paraffinolajjal
lefedjiik. Az inkubatorban tartott mikrocsepp kulturabol 10-20 zigétat kivesziink és a
targylemez M2 cseppjébe tessziik. A targylemezt a mikroszkop targyasztalara erdsitjiik.

2. Kis nagyitasnal (10x-es objektiv) az élességet a zigotakra allitjuk be, majd a
tartokapillarist a cseppbe meritve azonos optikai sikba hozzuk a zigétidkkal. A
tartokapillarissal egy zigétat elvalasztunk a tobbit6l és addig forgatjuk, amig a him
pronukleusz (vagy mindkét pronukleusz) jol lathatova valik. A tartdkapillarison keresztiil
gyakorolt sziv hatés segitségével a zigotat a kapillaris végéhez rogzitjiik.

3. A rogzitett zigbta zona pellucidajat egy erGteljes nyomassal atszirva a mikronjektalo
kapillaris hegyét a pronukleuszba vezetjik és a hozza kapcsolt fecskendére gyakorolt
nyomassal DNS oldatot juttatunk bele (néhany picolitert). Az injektalas akkor jo, ha a
pronukleusz kb. 1.5-2x-esére dagad. Ha a pronukleusz mérete nem ndvekszik, akkor vagy nem
sikeriilt a kapillarist belejuttatni, és igy a citoplazmaba keriilt a DNS oldat, vagy a kapillans
eldugult. A kapillaris atjarhatosagat ugy ellendrizhetjiikk, hogy egy szabad zigéta széléhez
kozel vissziik a hegyét, és DNS oldatot probalunk kijuttatni belSle. Ha atjarhat6 akkor a zigota
elfordul.

4. Ovatosan kihiizzuk a kapillarist a zig6tabol. Ha az injektalas sikeriilt, akkor a zigota
meg0lrzi eredeti szinét és formajat. Az injektalt zigdtdkat az M2 tapoldat cseppjének egy
elkiilonitett részén gytjtjiik ossze.

5. Ha a cseppben 1év§ valamennyi zigéta injektalasaval végeztiink, akkor mikrocsepp

kultiraban visszatessziik Sket az inkubétorba, és a visszaiiltetésig ott taroljuk Sket.
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6. Az 1-5. pontokat a tobbi zigétaval is megismételjiik.
7. Az injektalt zigotakat a mar korabban leirtak alapjan alvemhes ndstény petevezetSjébe

tltetjiik be (C, alfejezet).

E, A transzgén jelenlétének kimutatasa

Egér genomikus DNS tisztitasa egérfarokbol

1. A mikroinjektalt, visszaiiltetett zigotakbol sziiletett egerek farkabol 7-30 napos
korban, egy koriilbeliil 0.5 cm-es darabot levagunk és azt egy megfelel6 azonositéval ellatott
1.5 ml-es Eppendorf centrifuga csébe tessziik. Az egérfarokra 450 pl proteinaz-K puffert ( 50
mM Tris.HCl, 100 mM EDTA, 100 mM NaCl, 1% SDS, pH=8.0) mériink.

2. Ezt kovetSen a 10 mg/ml vizben oldott proteinaz-K oldatbol 50 pl-t adunk hozza.

3. 55 °C-on 8-12 6ran 4t inkubaljuk.

4. A proteinaz-K kezelés utan 500 pl fenolt mériink a csébe, majd koriilbeliil 1 percen at
homogenizaljuk (Vortex).

5. Mikrofugélas: 3 perc, 13000xg.

6. A fels6, vizes fazist vatosan, hogy ne keriiljén bele fenol, vagy a koztes fazisban
talalhat6 anyag, 0j csébe pipettazzuk.

7. A vizes fazishoz 500 pl 1:1 aranyu fenolkloroformot mériink. 1 perc Vortex.

8. Mikrofugalas: 3 perc, 13000xg.

9. A fels6, vizes fazist 4j csGbe rakjuk, majd 500 ul kloroformot mériink hozza. 1 perc
Vortex.

10. Mikrofugalas: 3 perc, 13000xg.

11. Felsé, vizes fazist 4j csébe rakjuk. Majd 1 ml 95%-os, -20 °C-os alkoholt mériink ra.

A DNS azonnal kicsapddik és kis razogatas utan, gombolyagszerd csapadékot képez.
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12. Mikrofugalas: 1 perc, 13000xg.

13. A feliilaszot eltavolitjuk, majd 500 ul 70%-os alkoholt mériink ra.

14. Vortex és mikrofugdlds utdn az alkoholt eltavolitjuk, és a DNS-t vakuumban
megszaritjuk.

15. A kiszaradt DNS-t 40 pl TE-ben (10mM Tris.HCl, 1mM EDTA, pH=8.0) oldjuk.

16. A fentiek alapjan késziilt DNS sok RNS-t is tartalmaz, de ez a restrikcids

endonukleazokkal torténd emésztést, illetve a Southern hibridizaciét nem zavarja.

A transzgén jelenlétének kimutatdasa Southern (DNS-DNS) hibridizdacioval

A megfelel$ restrikcios endonukleazzal emésztett egér genomikus DNS-t Hybond-N
filterre kotottiik vakuumtranszferrel, majd radioaktiv DNS-DNS hibridizaciéval mutattuk ki a
transzgének jelenlétét. A vikuumtranszfert és a radioaktiv DNS-DNS hibridizaciét a 77.
hivatkozasban leirtak alapjan végeztiik el.
A transzgén jelenlétének kimutatdsa polimerdz lancreakcioval (PCR)
A polimeraz lancreakcid lényege, hogy hdstabil DNS polimeraz (pl. Taq, Pfu), és a cél DNS
molekuldban el6fordulé ismert szekvencia elemekkel homoldg, DNS szélspecifikus
oligonukleotidok segitségével, a cél DNS molekula primerek kozotti szakaszat nagy
példanyszamban  megsokszorozzuk. A reakcid  meghatarozott - méretdi = DNS
molekulapopulaciét eredményez, ami agardz gélelektroforézissel kimutathat6. Kisérleteinkben
az injektalt plazmid molekula egyik alkotéelemét, a puromicin gént valasztottuk a PCR
reakcio6 célszekvencidjaul.

A PCR puffer osszetétele (1 ml-re):

300 ul 1 M Tris-HCl (pH 8.5)

500 pl 100 mM B-merkaptoetanol

100 pl 10 mg/ml zselatin

48



Katona Rébert / Ph. D. értekezés

5 ul TWEEN-20

95 ul steril 10ncserélt viz

z alkalmazott PCR reakcio kériilményei:
A PCR reakciokat egy Perkin Elmer GeneAmp PCR System 9600-as késziilékkel hajtottuk

végre, 100 pl-es reakcié-térfogatban.

A 100 pl-es reakcio-térfogat az alabbi 6sszetevoket tartalmazta:
-10 ul PCR puffer
-2-2 ul a puromicin primerekbdl, amelyek koncentracidja 50 pmol/pl volt
(végkoncentracio: 1 pmol/ul)
-1 ul 25 mM dNTP mix (végkoncentracid: 0.25 mM)
-8 ul 25 mM MgCl, (végkoncentraci6: 2 mM)
-az egér genomikus DNS-b61 kb. 1 ug
-vagy Perkin Elmer AmpliTaq, vagy pedig Pfu hdstabil DNS polimerazt
hasznaltunk
A reakciét a kovetkezG program szerint hajtottuk végre:
95°C, 3 perc (el6denaturalas, a proteazok inaktivalasa)
Majd 30 ciklus az alabbiak szerint:
95 °C, 30 masodperc (denaturalas)
65 °C, 45 masodperc (annealing)
72 °C, 1 perc (primer extenzid)
Végiil 72 °C, 5 perc (a reakcio befejezése), utana pedig 4 °C a mintak eltavolitasaig.
A reakcid végeztével a reakcio-térfogat 1/10-ét felhasznalva, agaroz gélelektroforézissel

ellendrizziik a specifikus termék jelenlétét.
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F, A transzgének expressziojanak kimutatasa:
A poliadenilalt (polid) vagy mRNS tisztitasa

A poliA RNS preparatumok az INVITROGEN cég 4ltal forgalmazott FastTrack 2.0
mRNA Isolation Kit felhasznaldsaval, a gyart6 altal megadott felhasznalasi utmutaté alapjan

késziltek.

A transzgének expressziojanak kimutatasa RT-PCR reakcioval
Az RT-PCR (= Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) kisérlet 1ényege,
hogy a reakcid sordn el6szor reverz transzkriptazzal egyszali DNS-t irunk at a templat RNS-
r6l, majd az egyszali DNS-rdl specifikus primerekkel amplifikdljuk a vizsgalt gén
szekvencidjat polimeraz lancreakcioval.
Kisérleteimhez a Boehringer-Mannheim cég altal gyartott TITAN RT-PCR Kit-et
hasznéltam, a gyart6 altal javasolt méodon.
Az RT-PCR reakciohoz haszndlt kériilmények:
1. Reverz transzkripcié: 50 °C, 30 perc.
2. “Hot” start: 95 °C, 2 perc.
3. PCR amplifikacio:
10 ciklus:
95 °C, 30 masodperc (denaturalas)
57 °C, 30 masodperc (primer-templat hibridizacio)
68 °C, 1 perc (primer extenzid)
25 ciklus:
95 °C, 30 masodperc (denaturalas)
57 °C, 30 masodperc (primer-templat hibridizacio)
68 °C, 1 perc 5 masodperc (primer extenzid). Minden ciklusban névelve 5-

S masodperccel.
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4. 68 °C, 7 perc.

5.4°C.

A PCR és az RT-PCR reakciokban hasznalt primerek szekvenciai:

A hygromicin gén kimutatdsara hasznalt primerek szekvenciai:
HygF primer:
5’-GAATCTCGTGCTTTCAGCTTCGAT-3’
HygR primer:
5’-GTTTCCACTATCGGCGAGTACTTC-3’
A puromicin gén kimutatasara hasznalt primerek szekvenciai:
PuroF primer:
5’-ATGACCGAGTACAAGCCCACGGTGCGC-3’
PuroR primer:
5’-TCAGGCACCGGGCTTGCGGGTCATGCA-3’
PacR primer:

5’-GAGGCCTTCCATCTGTTGCTGCGC-3’

Az anti-HIVgag-ribozim ,,gén” kimutatdsara hasznalt primerek szekvenciai:

CCMV primer:
5’-CTGCAGCCCAAGCTTCGAGGGAT-3’
SV400929 primer:

5’-TGTCCAAACTCATCAATGTATC-3’
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3. Eredmények
3.1. Az anti-HIVgag-ribozim transzgénikus egér el6allitasa a pCePur132 plazmid DNS-t

tartalmazoé oldat egér zigétak pronukleuszaiba tortént mikroinjekciéjaval

VAN nromntar

SV4D polyA

anti-HIV ribozyme
(49bp)

»
pCEPUR-132 ¥ Tk polyA
(12.1 kb)

(K. FATYOL)

w91 kbww
T

3. abra pCePurl32 plazmid konstrukcio

Homozigota transzgénikus vonalak eléallitasa:

Mikroinjektalasi kisérleteimhez a pCePurl32 plazmid konstrukciét valasztottam. A
konstrukcié egy CMV promoterr6l miikdds anti-HIVgag-ribozim ,,gén”-t, két emlds
szelekci0s markergént (puromicin, hygromicin rezisztencia gének) €s a baktériumban torténd
sokszorozéashoz sziikséges alkotéelemeket tartalmazza ( 3. 4bra). A pCePurl32 vektort Nrul
restrikcids endonukleazzal linearizaltam (3. abra). Az Nrul endonukleaznak egyetlen hasitd

helye van a vektorban, a hygromicin rezisztencia gén kozelében. A linearizalt vektor DNS-t

alkoholos kicsapas és szaritds utan 1-5 pg/ml-es koncentracidban, injektalé pufferben

oldottam fel, majd 0.2 um pdérusméretii szlirén (Sigma) sterilre szlirtem. A sz(irG a nagyobb
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No. Mikroinjek- Visszalilte- Injektalt zi- Tal- Vissza- Szile- Sziletés
talas napja tés napja gotak szama élt Gltetett tett napja
1 95.09.14. 95.09.15. 90 23 23 0
2 95.09.27. 95.09.28. 65 18 18 0
3 95.09.28. nem volt 116 26 0 0
4 95.10.02. 95.10.03. 38 15 15 0
5 95.10.08. 95.10.04. 95 50 50 6 95.10.28.
6 95.10.04. 95.10.05. 65. 18 18 1 95.10.25.
7 95.10.06. 95.10.07. 55 26 26 1 95.10.27.
8 95.10.09. 95.10.10. 87 50 50 1 95.10.30.
9 ]95.10.10.-11.] 95.10.11. 107 37 37 1 95.10.31.
10 95.10.183. 95.10.13. 58 35 35 0
11 95.10.17. 95.10.17. 50 26 26 6 95.11.04.
12 95.10.18. 95.10.19. 58 39 39 0
13 95.10.20. 95.10.20. 48 31 31 7 95.11.08.
14 95.10.25. 95.10.25. 86 49 49 5 95.11.13.
15 95.10.27. 95.10.27. 89 56 56 12 95.11.15.
16 95.10.30. 95.10.30. 63 36 36 £ 95.11.18.
17 95.10.31. 95.10.31. 45 28 28 2 95.11.20.
18 95.11.01. 95.11.01. 112 57 57 5 95.11.20.
19 95.11.07. 95.11.07. 90 51 51 10 95.11.26.
20 95.11.08. 95.11.08. 82 56 56 2 95.11.27.
21 95.11.10. 95.11.10. 89 57 57 4 95.11.29.
22 95.11.13. 95.11.13. 50 28 24 Az anya | elpusztult
23 95.11.15. 95.11.15. 80 46 42 5 95.12.08.
Osszesités: 1752 872 838 74

1. tablazat A linearizalt pCePurl32 plazmid konstrukcié mikroinjektalasa F2 hibrid ([CS7BL/6J x
CBA/J] F1 hibrid him x [C57BL/6J x CBA/J] F1 hibrid n8stény) zigotak him pronukleuszaiba.

méretli részecskéket is eltavolitotta a DNS oldatbol, csokkentve ezzel az injektalokapillaris

eltdmdédésének esélyét. A linearizalt pCePurl32 plazmid konstrukciét tartalmazo oldatot a

Moédszerek cimii fejezetben leirtak alapjan izolalt zigotak him pronukleuszaiba injektaltam (1.

tablazat). Az injektalt zigotdkat ,nevel§” anyédba iiltettem. Az injektalt és visszaiiltetett

zigbtakbol 74 egér sziiletett, ebbdl 3 egér halva (1. tablazat). A megsziiletett egerek farkanak

egy darabjabdl genomikus DNS-t tisztitottam és a transzgének jelenlétét PCR reakcioval (4.
abra), illetve Southern DNS-DNS hibridizacioval vizsgaltam (5. abra). A PCR reakcioban a

puromicin rezisztencia génre specifikus primereket (PuroF és PuroR primerek) hasznaltam,

mig a Southern hibridizaciéban EcoRI-Smal restrikcios endonukleazokkal hasitott, radioakti-
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23,130
9,416
6,557
4,361

2,322
2,027

564

4. abra A puromicin rezisztencia transzgén jelenlétének vizsgalata egér genomikus DNS-en végzett,
a génre specifikus PCR reakcioval (Puro-PCR). M (marker): A fag DNS HindlIIl restrikcios
endonukledzzal emésztve. 1. Puro-PCR az E17-es sorszamu egér genomikus DNS-én. 2. Puro-PCR az
E20-as sorszamu egér genomikus DNS-én. 3. Puro-PCR az E28-as sorszamu egér genomikus DNS-
én. 4. Puro-PCR az E48-as sorszamu egér genomikus DNS-én. 5. Puro-PCR az E49-es sorszamu egér
genomikus DNS-én. 6. Puro-PCR az E76-o0s sorszdmu heterozigbta egér (az El17-es egér utodja)
genomikus DNS-én. 7. Negativ kontroll: Puro-PCR a puromicin rezisztencia gént nem hordozo
LMTK- fibroblaszt sejtvonal genomikus DNS-én. 8. Pozitiv kontroll: Puro-PCR a puromicin

rezisztencia gént hordozé U212U sejtvonal genomikus DNS-én.

van jelolt (o-*P-dCTP) pCePurl32 plazmid konstrukcié volt a proba. Az egér genomikus
DNS-eken végrehajtott radioaktiv DNS-DNS hibridizacioval kimutatott savok (5. abra 1., 2.
€s 5.) egyrészt a transzgénikus egerek genomjaba beépiilt pCePurl32 plazmidok EcoRI

restrikcios endonukleazzal kivagott darabjai, masrészt olyan plazmid darabok, amelyeket az
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5. abra Southern DNS-DNS hibridizaci6 EcoRI restrikciés endonukledzzal emésztett egér
genomikus DNS preparatumokon. Proba: EcoRI-Smal restrikciés endonukleazokkal emésztett,
radioaktivan jelolt pCePurl32 plazmid konstrukcié. 1. Az E28-as sorszamu egér EcoRI restrikcios
endonukledzzal emésztett genomikus DNS-én végzett Southern hibridizacio. 2. Az E31-es sorszamu
egér EcoRI restrikcios endonukledzzal emésztett genomikus DNS-én végzett Southern hibridizacio. 5.
Az E68-as sorszamu egér EcoRI restrikcios endonukledazzal emésztett genomikus DNS-én végzett
Southern hibridizacié. 3. és 6. Negativ kontroll: A transzgéneket nem tartalmazé6 LMTK- fibroblaszt
sejtvonal EcoRI restrikciés endonukledazzal emésztett genomikus DNS-én végzett Southern
hibridizaci6. 4. és 7. Pozitiv kontroll: A hygromicin rezisztencia gént és az anti-HIVgag-ribozim
»gén -t hordozd6 H1D3 sejtvonal EcoRI restrikcios endonukledzzal emésztett genomikus DNS-én

végzett Southern hibridizacio.

EcoRI endonukledz az integracidés hely kornyéki genomidlis DNS szekvenciakkal egyiitt
vagott ki.

A Southern hibridizaciés kisérletekben negativ kontrollnak LMTK" egér fibroblaszt
sejtekbdl tisztitott genomikus DNS-t hasznaltam (5. abra 3. és 6.), amely nem tartalmazott a
pCePurl32 plazmidban talalhato transzgénekkel (puromicin és hygromicin rezisztencia gének,

anti-HIVgag-ribozim ,,gén”’) homolég szekvencidkat. A pozitiv kontroll pedig egy olyan
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sejtvonalbdl (H1D3) szarmazé genomikus DNS volt, amely az anti-HIVgag-ribozim és a
hygromicin rezisztencia géneket egy mesterséges kromoszémaba épitve tartalmazza. A HID3
sejtvonalbdl szarmazd genomikus DNS-en végrehajtott hibridizacid azért mutat mas
mintazatot (5. abra 4. és 7.), mert mas plazmid konstrukcidba épitve tartalmazza a pCePurl32
plazmidban is el6fordulé transzgéneket (hygromicin rezisztencia gén, anti-HIVgag-ribozim
»gén”). Az injektalasbol sziiletett elsGdleges egerek genomikus DNS-ét mindkét modszerrel
vizsgaltam. A 71 egér kozil 7 (E17, E20, E28, E31, E48, E49, E68) bizonyult
transzgénikusnak (2. tablazat). A kisérletek alapjan megaéllapithat6, hogy az alkalmazott
koériilmények mellett egyes esetekben a PCR reakcid, mig maskor a Southern hibridizacio
bizonyult értékelhetSbbnek. Példaul az E31-es és az E68-as egerekben a transzgének jelenlétét
csak a Southern DNS-DNS hibridizaciéval sikeriilt kimutatni (5. abra 2. és 5.), ugyanakkor az
E17, E20, E48 és E49-es egerek esetében a Puro-PCR reakcid volt csak értékelhets (4. abra
1.,2.,4.és5.).

A transzgénikusnak bizonyult egereket normal, transzgéneket nem hordoz6 egerekkel
kereszteztem és a transzgének tovabbvitelét a sziiletett utédok genomikus DNS-ének
vizsgélataval ellenériztem. Az E17, E20, E28, E48 és E31-es jeld els6dleges transzgénikus
egerek a transzgéneket ivarsejtjeikben hordoztak, igy utédjaikba azokat tovabb is orokitették.
A Kkeresztezési kisérletekben sziiletett transzgéneket hordozo utédok a transzgénekre nézve
heterozigotak. Ahhoz, hogy homozigdta egereket kapjak, az azonos alombdl szarmazd
transzgéneket hordoz6 himeket és ndstényeket kereszteztem egymassal. A sziiletett utédok
genomikus DNS-ében a transzgének jelenlétét Southern DNS-DNS  hibridizacioval
allapitottam meg. Ezek kozott az utddok kozott mar feltételezhet, hogy homozigdtik is
vannak. Annak eldontésére, hogy koziilik melyek homozigétak, a legalkalmasabbnak a
tesztel§ keresztezést taldltam. A tesztelG keresztezés a feltételezetten homozigéta és egy
normal, transzgéneket nem hordoz6 egér keresztezését jelenti. Ha a feltételezetten homozigota

egér valoban homozigota, akkor egy tesztel§ keresztezésbdl sziiletett minden utédnak hordoz-
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Egér szama] Neme Sziil. id6 | DNS nyerés| Puro-PCR Southern
E1 him 95.10.23. 95.11.02. negativ negativ
E2 néstény | 95.10.23. 95.11.02. negativ negativ
E3 néstény | 95.10.23. 95.11.02. negativ negativ
E4 néstény | 95.10.23. 95.11.02. negativ negativ
E5 him 95.10.23. 95.11.02. negativ negativ
E6 nostény | 95.10.23. 95.11.02. negativ negativ
E7 him 95.10.23. 95.11.02. negativ negativ
E8 him 95.10.27. 95.11.08. negativ negativ
E9 noéstény | 95.11.04. 95.11.15. negativ negativ

E10 him 95.11.04. 95.11.15. negativ negativ
E11 nostény | 95.11.04. 95.11.15. negativ negativ
E12 him 95.11.04. 95.11.15. negativ negativ
E13 him 95.11.04. 95.11.15. negativ negativ
E14 nostény | 95.11.04. 95.11.15. negativ negativ
E15 nostény | 95.11.08. 95.11.30. negativ negativ
E16 him 95.11.08. 95.11.30. negativ negativ
E17 néstény | 95.11.08. 95.11.30. pozitiv negativ
E18 ndstény | 95.11.08. 95.11.30. negativ negativ
E19 him 95.11.08. 95.11.30. negativ negativ
E20 him 95.11.08. 95.11.30. pozitiv negativ
E21 ndéstény | 95.11.08. 95.11.30. negativ negativ
E22 nostény | 95.11.13. 95.12.05. negativ negativ
E23 him 95.11.13. 95.12.05. negativ negativ
E24 him 95.11.13. 95.12.05. negativ negativ
E25 ndstény | 95.11.13. 95.12.05. negativ negativ
E26 him 95.11.13. 95.12.05. negativ negativ
E27 néstény | 95.11.15. 95.12.11. negativ negativ
E28 him 95.11.15. 95.12.11. pozitiv pozitiv
E29 nostény | 95.11.15. 95.12.11. negativ negativ
E30 néstény § 95.11.15. 95.12.11. negativ negativ
E31 nostény | 95.11.15. 95.12.11. negativ pozitiv
E32 him 95.11.15. 95.12.11. negativ negativ
E33 néstény § 95.11.15. 95.12.11. negativ negativ
E34 ndstény | 95.11.15. 95.12.11. negativ negativ
E35 nostény | 95.11.15. 95.12.11. negativ negativ
E36 nostény § 95.11.15. 95.12.11. negativ negativ
E37 nostény | 95.11.15. 95.12.11. negativ negativ
E38 ndstény | 95.11.15. 95.12.11. negativ negativ
E39 him 95.11.18. 95.12.14. negativ negativ
E40 him 95.11.18. 95.12.14. negativ negativ
E41 him 95.11.18. 95.12.14. negativ negativ
E42 néstény § 95.11.18. 95.12.14. negativ negativ
E43 him 95.11.18. 95.12.14. negativ negativ
E44 ndéstény | 95.11.20. 95.12.14. negativ negativ
E45 him 95.11.20. 95.12.14. negativ negativ
E46 ndéstény | 95.11.20. 95.12.14. negativ negativ
E47 him 95.11.20. 95.12.14. negativ negativ

2. tablazat A transzgén jelenlétének kimutatisa a mikroinjektalasbol sziiletett egerek genomikus

DNS-ébd1 Southern hibridizacidval és Puro-PCR reakcioval.
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IEJér szama] Neme Sziil. id6 |} DNS nyerés] Puro-PCR | Southern
E48 him 95.11.20. 95.12.14. pozitiv negativ
E49 néstény | 95.11.20. 95.12.14. pozitiv negativ
E50 néstény | 95.11.20. 95.12.14. negativ negativ
E51 him 95.11.26. 95.12.20. negativ negativ
E52 him 95.11.26. 95.12.20. negativ negativ
ES53 him 95.11.26. 95.12.20. negativ negativ
E54 nostény | 95.11.26. 95.12.20. negativ negativ
ES55 him 95.11.26. 95.12.20. negativ negativ
ES6 néstény | 95.11.26. 95.12.20. negativ negativ
ES7 him 95.11.26. 95.12.20. negativ negativ
ES8 néstény | 95.11.26. 95.12.20. negativ negativ
ES9 him 95.11.26. 95.12.20. negativ negativ
E60 him 95.11.27. 95.12.20. negativ negativ
E61 him 95.11.27. 95.12.20. negativ negativ
E62 him 95.11.29. 95.12.20. negativ negativ
E63 nostény | 95.11.29. 95.12.20. negativ negativ
E64 néstény | 95.11.29. 95.12.20. negativ negativ
E65 ndstény | 95.11.29. 95.12.20. negativ negativ
E66 ndéstény | 95.11.29. 95.12.20. negativ negativ
E67 nostény § 95.12.03. 96.01.05. nem volt negativ
E68 ndstény | 95.12.03. 96.01.05. nem volt pozitiv
E69 ndéstény | 95.12.03. 96.01.05. nem volt negativ
E70 ndéstény | 95.12.03. 96.01.05. nem volt negativ
E71 néstény | 95.12.03. 96.01.05. nem volt negativ

2. tablazat A transzgén jelenlétének kimutatasa a mikroinjektalasbol sziiletett egerek genomikus

DNS-ébd1 Southern hibridizacidval és Puro-PCR reakcioval.

nia kell a transzgéneket (pl: 6. abra/B). A 6. abran lathaté Southern DNS-DNS hibridizaciok
esetében alkalmazott koriilmények és kontroll genomikus DNS-ek megegyeznek az 5. dbran
lathat6 Southern DNS-DNS hibridizaciokéval.

A tesztel$ keresztezések alapjan 3 elsGdlegesen transzgénikus egér leszarmazottai (E20,
E28 és E48) adtak homozigéta utdédokat, amelyekben a transzgének genomikus integracios
helye feltételezhetSen kiilonbozS. Erre mutatnak bizonyitékot a 6. dbrdm az A, és B,
dbrarészeken feltiintetett nyilak, amelyek a transzgénikus egerek genomikus DNS-én
megfigyelhetd hibridizaciés mintazatbeli kiilonbséget szemléltetik. Ez a kiilonbség abbol
adodik, hogy a kiilonb6z6 transzgénikus vonalakban (6/A, E28-as vonal illetve 6/B, E48-as

vonal) az integraciok helye eltérd volt. Ezek alapjan tehat 3 kiilonb6z6 homozigota transzgéni-
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6. abra Homozigotak keresése teszteld keresztezéssel. A képeken a feltételezett homozigotak
farkabol tisztitott, EcoRI restrikcios endonukledzzal emésztett genomikus DNS-en végrehajtott
Southern hibridizacié eredménye lathato. Proba: radioaktivan jeldlt, EcoRI-Smal restrikcios
endonukleazokkal emésztett pCePurl32 plazmid DNS. A nyilak a hibridizaciés mintazatban lathato
kiilonbségre utalnak. A, 1.-8. Az E28-as vonalba tartozé him utddjai. Mivel a 3.-6. sorszamu utddok
nem mutattak hibridizacios jelet, igy az E28-as vonalba tartozé apa heterozigota. B, 1.-8. Az E48-as
vonalba tartoz6 him utédjai. Mivel minden utdéd tartalmazta a transzgént, igy az E48-as vonalba
tartoz6 him homozigoéta.

- : Negativ kontroll: EcoRI restrikcios endonukle4zzal emésztett LMTK™ genomikus DNS, amely nem
tartalmaz transzgéneket.

+ : Pozitiv kontroll: EcoRI restrikciés endoknukledzzal emésztett HID3 genomikus DNS, amely

tartalmazza a hygromicin rezisztencia és az anti-HIVgag-ribozim géneket.
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kus vonal hozhatdo létre a homozigoéta testvérek keresztezése révén. A késGbbiekben a
kiilonb6z5 vonalak homozigdta egyedei keresztezhetGk egymassal, és igy olyan egereket
allithatunk elS, amelyek a transzgéneket nagyobb kopiaszdmban, kiilonb6z$ integracios

helyeken megosztva tartalmazzak.

3.2 Expresszid vizsgalatok

A transzgénikus vonalak létrehozasa utin a kdvetkez6 megvalaszolandd kérdés az volt,
hogy vajon az egerek genomjaba épitett transzgének (anti-HIVgag-ribozim, puromicin és
hygromicin rezisztencia gének) kifejezGdnek-e. Mivel az integracidé véletlenszerd, igy
konnyen el6fordulhat, hogy olyan helyre épiiltek be az egér genetikai allomanyaba, ahol a
kromatin a génexpresszié szempontjabdl inaktiv struktirat képez, €s igy az 0j genetikai anyag
megnyilvanulasat is gatolja, vagy annak mértékét csokkenti. Ezen kiviil nem zérhat6 ki annak
a lehetdsége sem, hogy az egérben azok a viralis promoterek, amelyek a bejuttatott gének
kifejez6dését iranyitjak nem, vagy csak gyengén mikddnek.

A transzgének expresszidjanak vizsgalatdhoz a jelenleg hozzaférhetd legérzékenyebb
rendszert, az RT-PCR-t (Mddszerek), valasztottam.

A transzgénikus egerek veséjébsl és majabol poliA RNS-t tisztitottam. A poliA RNS
preparatumokon el8szor polimeraz lancreakcidt hajtottam végre a megfelel§ transzgén-
specifikus primerek alkalmazidsiaval annak eldontésére, hogy a preparatumok nem
tartalmaznak-e genomikus DNS szennyezést. Abban az esetben, ha a PCR reakcidban a
transzgénekre specifikus ,,sav’ -ok jelennek meg agardz gélelektroforézis és EtBr festés utan,
akkor a preparatum genomikus DNS-el szennyezett, igy RT-PCR kisérletekben nem
hasznalhatd, mert félrevezetd pozitiv eredményt adhat. Tiszta preparatum esetén PCR termék

nem képzddik. A kisérlet eredményét a 7. abra szemlélteti, amelyen lathatd, hogy minden

60



Katona Robert / Ph. D. értekezés

M1 2345678911112131415161718M

281; 271 bp

7. abra A poliA RNS preparatumok genomikus szennyezés mentességének vizsgalata PCR
reakcioval. ~2-2 g poliA RNS-t tartalmazott minden reakci6é. M: Haelll restrikcios endonukleazzal

emésztett $X174 fag DNS. 1. Puromicin rezisztencia génre specifikus PCR (Puro-PCR), az E20-as
vonalbdl szarmaz6 homozigota egér maj-poliA RNS-én. 2. Anti-HIVgag-ribozim “gén”-re specifikus
PCR (Ribo-PCR), az E20-as vonalbdl szarmazé homozigédta egér maj-poliA RNS-én. 3. Hygromicin
rezisztencia génre specifikus PCR (Hyg-PCR), az E20-as vonalbol szarmaz6 homozigéta egér maj-
poliA RNS-én. 4. Puro-PCR az E20-as vonalbol szarmazé homozigota egér vese-poliA RNS-én. 5.
Ribo-PCR az E20-as vonalbdl szarmazé homozigota egér vese-poliA RNS-én. 6. Hyg-PCR az E20-as
vonalbol szarmazé homozigéta egér vese-poliA RNS-én. 7. Puro-PCR az E28-as vonalbol szarmazo
homozigota egér vese-poliA RNS-én. 8. Ribo-PCR az E28-as vonalbol szarmazé homozigédta egér
vese-poliA RNS-én. 9. Hyg-PCR az E28-as vonalbol szarmazé homozigéta egér vese-poliA RNS-én.
10. Puro-PCR az E48-as vonalbdl szarmazé homozigota egér vese-poliA RNS-én. 11. Ribo-PCR az
E48-as vonalbol szarmazd homozigota egér vese-poliA RNS-én. 12. Hyg-PCR az E48-as vonalbdl
szarmazo homozigota egér vese-poliA RNS-én. 13. Negativ kontroll: Puro-PCR templat nélkiil. 14.
Negativ kontroll: Ribo-PCR templat nélkiil. 15. Negativ kontroll: Hyg-PCR templat nélkiil. 16.
Pozitiv kontroll: Puro-RT-PCR a puromicin rezisztencia gént hordoz6 mM2C1pCep8-as sejtvonalbol
szarmazo poliA RNS-en. 17. Pozitiv kontroll: Ribo-RT-PCR az anti-HIVgag-ribozim ,,gén"-t hordozo
mM2Cl1pCep8-as sejtvonalbdl szarmazd poliA RNS-en. 18. Pozitiv kontroll: Hyg-RT-PCR a
hygromicin gént hordozo mM2C1pCep8-as sejtvonalbol szdrmazé poliA RNS-en.

poliA RNS preparatum genomikus DNS szennyezés mentes volt, mert a specifikus PCR
reakciok egyik esetben sem adtak a génekre specifikus savokat, vagyis Gn. ,iires” reakciokat

kaptam (7. abra 1.-12.). A templatot nem tartalmazo, negativ kontroll kisérletek célja annak
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eldontése volt, hogy a PCR reakciokban hasznalt oldatok nem tartalmaznak-e valamilyen
DNS szennyezddést, amely ugyancsak félrevezet§ eredményeket adhatna. Mivel ezekben a
reakciokban sem kaptam meg a génekre specifikus sdvokat igy kijelenthetd, hogy a PCR
reakcidkhoz hasznalt oldatok sem tartalmaztak DNS szennyezést (7. abra 13.-15.). A pozitiv
kontroll kisérletekben az mM2C1pCep8 sejtvonalbél szdrmazo, genomikus DNS szennyezés
mentes poliA RNS-en, mint templaton hajtottam végre génspecifikus RT-PCR reakcidkat. Ez
a sejtvonal a genomjaban hordozza és expresszalja a puromicin és hygromicin rezisztencia
géneket, valamint az anti-HIVgag-ribozim ,,gén"-t, igy alkalmas pozitiv kontroll kisérletekre.
A sejtvonalbol szarmazd poliA RNS-en végzett génspecifikus RT-PCR kisérietekben minden
gén esetében megjelentek a megfelel6 specifikus termékek (7. abra 16.-18.). Mind a PCR,
mind pedig az RT-PCR kisérletek alkalméval az egyes reakciokhoz ~2-2 ug genomikus DNS
szennyezés mentes poliA RNS preparatumot hasznaltam fel. A 7. dbram a puromicin
rezisztencia génre specifikus PCR és RT-PCR reakciokban a koriilbeliil 70 béazisparnal
megjelend savot a puromicin rezisztencia génre specifikus, a reakciéban fel nem hasznalodott
primerek adjak. Az, hogy a tobbi génekre specifikus reakcidkban nem lathatok az el nem

hasznalédott primerek, az egyes primerek eltérd stabilitdsabol adodik.

A, A hygromicin rezisztencia gén kifejezbdésének kimutatasa RT-PCR reakcioval:

A Herpes simplex virus timidin-kinaz promoterérdl kifejez6d6 hygromicin rezisztencia
gén expresszidjanak kimutatdsahoz hasznélt primerek mindegyike a génen beliil talalhatod
szekvenciakkal volt homoldég. Az RT-PCR reakcidval egy 870 bazisparos terméket vartam,
amelyet mindegyik homozig6ta vonalbél sikeriilt kimutatni (8. abra). Mivel a transzgénikus
egerek veséjébdl tisztitott poliA RNS-en végzett RT-PCR reakcidval erdsebb jeleket kaptam,
mint a majbol tisztitott poliA RNS-en, (8. abra) ezért valdszin(isithet§, hogy ebbdl a
szovetbdl nagyobb mértékid a kifejezddés. fgy a késdbbiekben csak a vesébél tisztitott poliA

RNS preparatumokat hasznaltam az expresszi6 kimutatasara.
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M1 2 3456789

1,353 bph g
1,078 bl
872 bplas

603 bl

310 bp
281; 271 bp

8. abra Hygromicin rezisztencia génre specifikus RT-PCR reakci6 (Hyg-RT-PCR) tisztitott poliA

RNS preparatumokon. M: Haelll restrikcios endonukledzzal emésztett $X 174 fag DNS. 1. Hyg-RT-
PCR az E20-as vonalb6l szairmazé homozigéta egér maj-poliA RNS-én. 2. Hyg-RT-PCR az E48-as
vonalbol szdrmazo heterozigota egér maj-poliA RNS-én. 3. Hyg-RT-PCR az E28-as vonalbdl
szarmaz6 homozigéta egér maj-poliA RNS-én. 4. Negativ kontroll: Hyg-RT-PCR nem transzgénikus
egér maj-poliA RNS-én. 5. Hyg-RT-PCR az E20-as vonalbdl szarmazé homozigota egér vese-poliA
RNS-én. 6. Hyg-RT-PCR az E48-as vonalbol szarmaz6 heterozigota egér vese-poliA RNS-én. 7. Hyg-
RT-PCR az E28-as vonalbol szarmaz6 homozigota egér vese-poliA RNS-én. 8. Negativ kontroll: RT-
PCR nem transzgénikus egér vese-poliA RNS-én. 9. Pozitiv kontroll: Hyg-RT-PCR a hygromicin

rezisztencia gént expresszalo sejtvonalbol (mM2C1pCep8) szarmazo poliA RNS-en.

B, Az anti-HIVgag-ribozim ,,gén” kifejezédésének kimutatisa RT-PCR reakcioval:

A citomegalovirus promoterrdl kifejez6d6 anti-HIVgag-ribozim ,,gén” egy 47 bp
hosszisagu ,,gén”, ezért az expresszié kimutatdsdhoz hasznalt primereket a konnyebb
kezelhetGség kedvéért ugy valasztottam meg, hogy az RT-PCR soran kapott termék 120 bp
legyen, ami 1.8 % agardzt tartalmazo gélen jOl elvalaszthatd, egyértelmi savot ad. Ezért az
egyik primer a CMV promoter egy szakaszaval, illetve a gén els6é négy nukleotidjaval
homolég, és a transzkripcids kezdGpont utan helyezkedik el (CCMV primer). A masik primer

az SV40 poliadenilacids jel szekvencidjanak egy szakaszaval homoldg, amely a poliadeniléci-
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1,353 bp
1,078 bp
872 bp

603 bp

310 bp
281; 271 bp
234 bp
194 bp

118 bp

9. abra Az anti-HIVgag-ribozim ,,gén”-re specifikus RT-PCR reakci6 (Ribo-RT-PCR) tisztitott
poliA RNS preparatumokon. M: Haelll restrikciés endonukleazzal emésztett ¢X174 fag DNS. 1.
Ribo-RT-PCR az E20-as vonalbol szarmazo homozigota egér vese-poliA RNS-én. 2. Ribo-RT-PCR
az E48-as vonalbol szarmazd heterozigota egér vese-poliA RNS-én. 3. Ribo-RT-PCR az E28-as
vonalbol szarmazé homozigota egér vese-poliA RNS-én. 4. Negativ kontroll: Ribo-RT-PCR nem
transzgénikus egér vese-poliA RNS-én. 5. Pozitiv kontroll: Ribo-RT-PCR az anti-HIVgag-ribozim
,»gén” -t expresszald sejtvonalbol (mM2C1pCep8) szarmazo poliA RNS-en.

6s kezdGpont és a gén kozott helyezkedik el. Mindharom homozigéta vonalbol sikeriilt

kimutatni az anti-HIVgag-ribozim ,,gén” kifejez6dését (9. abra).

C, A puromicin rezisztencia gén kifejezodésének kimutatisa RT-PCR reakcioval:

Az SV40 promoterr8l kifejez6d6 puromicin rezisztencia gén expresszidjanak
kimutatdsdhoz hasznalt primerek (PuroF és PacR primerek) mindegyike a génen beliil
talalhaté szekvenciakkal volt homolog. Az RT-PCR reakcioval egy 330 bazisparos terméket

vartam, amelyet sikeriilt valamennyi homozigéta vonalbol kimutatni (10. abra).
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10. 4Abra A puromicin rezisztencia génre specifikus RT-PCR reakci6 (Puro-RT-PCR) tisztitott poliA

RNS preparatumokon. M: Haelll restrikcios endonukleazzal emésztett 0X174 fag DNS. 1. Puro-RT-
PCR az E28-as vonalbol szarmaz6 homozigota egér vese-poliA RNS-én. 2. Puro-RT-PCR az E48-as
vonalbol szarmazé homozigota egér vese-poliA RNS-én. 3. Puro-RT-PCR az E20-as vonalbdl
szarmaz6 homozigota egér vese-poliA RNS-én. 4. Negativ kontroll: Puro-RT-PCR nem transzgénikus
egér vese-poliA RNS-én. 5. Pozitiv kontroll: Puro-RT-PCR a puromicin rezisztencia gént expresszalo

sejtvonalbol (mM2C1pCep8) szarmazé poliA RNS-en.

4. Eredmények megvitatasa

A pCePurl32 plazmid konstrukcié egér zigoétak him pronukleuszaiba tortént
mikroinjekcidjaval sikeriilt elBéallitanom olyan transzgénikus egereket, amelyek a
transzgéneket ivarsejtjeikben is hordoztak, igy azokat utddjaikba orokitették. Keresztezési
kisérletekkel harom homozigéta vonalat (E20, E28, E48) hoztam létre. Mindharom vonalbol
sikeriilt kimutatni a transzgének (anti-HIVgag-ribozim ,,gén”, puromicin és hygromicin
rezisztencia gének) kifejez6dését RT-PCR reakcioval (8., 9., 10. abrak).

Az expresszi6 vizsgalatok soran az egyes vonalakban a transzgének kifejez6désének
pontos mennyiségi meghatarozdsa ugyan nem tortént meg, mivel azonban az RT-PCR

reakciok koriilményei (TITAN RT-PCR Kit), és a reakciokban hasznalt poliA RNS
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mennyiségek azonosak voltak, igy a gélelektroforézis és EtBr festés utidn kapott PCR
termékek mennyiségének Osszehasonlitasa alapjan néhany kovetkeztetés vonhato le.
Megallapithatd, hogy a leggyengébb expressziot az E20-as homozigéta vonal mutatta (8., 9.,
10. abrak). Az E28-as és az E48-as vonal hasonlé erGsségi kifejez6dést mutatott.
Megallapithaté az is, hogy minden esetben az SV40 promoterr§l miikddé puromicin
rezisztencia gén expresszidja volt a leggyengébb, ezért valdsziniisithetd, hogy a legkevésbé ez
a promoter alkalmas a transzgének kifejeztetésére egérben (8., 9., 10. abrik). Az
Eredmények fejezetben arrdl is esett sz0, hogy a gének kifejez6dése alacsonyabb szintii volt a
majszévetekben, mint a veseszévetekben. A gének expresszidjaban megfigyelt kiillonbségek
kialakulasat befolyasolja, hogy a transzgénikus kisérletekhez milyen egértorzset valasztottunk,
hogy az egér genomjaba a transzgének hova épiiltek be, valamint hogy milyen szabalyozo
elemeket hasznaltunk a transzgének kifejeztetésére. Korabban mar megfigyelték, hogy
egyetlen zigdtan elvégzett injektalasi kisérlet alkalmaval az injektalt DNS molekulak altalaban
tobb kopiaban és fej-farok elrendezddésben épiilnek be az egér genom egy adott pontjara (7).
Az ut6bbi idSben vették észre, hogy ez a beépiilési mod nem kedvez a gének kifejez6désének,
sOt a kisérletekb8l az kovetkezik, hogy minél nagyobb példanyszami a beépiilés, annal
gyengébb a bevitt gének expresszidja. Ez valoszinilleg az ismétl6d6. kopiak altal 1étrehozott,
és legjobban a heterokromatinhoz hasonlithatd kromatinszerkezet kialakulasanak a
kovetkezménye (23).

Az E48-as vonalbol izolalt limfocita sejtek metafazisos kromoszoma, illetve interfazisos
sejtmagi preparatumain fluoreszcens in situ hibridizacioval a kromoszomalis integracié helyét
is sikeriilt kimutatni (11. 4bra). Az in situ hibridizaciéban hasznalt biotinilalt préba egy olyan
plazmid konstrukcié volt, amely tartalmazta a puromicin rezisztencia gént. A 11. dbran
lathat6 fluoreszcens in situ hibridizacidn lathato jel erGsségébdl azt allapithatjuk meg, hogy az
egér genomba tobb kopidban épiilt be a pCePurl32 plazmid konstrukcié. Az Eredmények

fejezetben korabban mar bemutatott Southern DNS-DNS hibridizaciok (6. abra) is a tobb
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példanyban tortént beépiilést tdmasztjdk ala, ugyanis a Southern hibridizacioknal pozitiv
kontrollként hasznalt H1D3 sejtvonal genomjaban a hygromicin rezisztencia gén, illetve az
anti-HIVgag-ribozim ,,gén” 35-50 koépidban fordul el8, amit csoportunk korabbi munkéja

soran allapitottunk meg. Mivel a kisérletekhez a transzgénikus egerek genomikus DNS-ébdl

11. abra Fluoreszcens in situ hibridizacié biotinilalt, puromicin rezisztencia génre specifikus
probaval. A fluoreszcens-izotiocianatot (FITC) gerjeszt§ hullamhossza fénnyel késziilt képek. A, A
nyilhegyek a hibridizalé jeleket hordozé homoldg kromoszomdakat mutatjak lépsejt metafazisos
kromoszoma preparatuman. B, A nyilhegyek a hibridizalé jeleket hordoz6é homolog kromoszomaékat

mutatjak [épsejt interfazisos sejtmagi preparatuman.

ugyanolyan mennyiséget hasznaltam, mint a H1D3 sejtvonalbdl szarmaz6 genomikus DNS-
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bdl igy azok hibridizacios erésségét 6sszehasonlitva a kopiaszam megbecsiilhets. A 6. dbran
lathaté hibridizaciés jel legaldbb olyan erds, ha nem er8sebb a transzgénikus egerek
genomikus DNS-én, mint a HID3 sejtvonalbdl szarmazé genomikus DNS-en. Mivel a
hibridizacids proba az EcoRI-Sall restrikcids endonukleazokkal emésztett pCePurl32 plazmid
DNS volt, amely specifikus hibridizaciét ad mindegyik genomikus DNS-el, igy
megallapithatjuk, hogy a pCePurl32 plazrhid konstrukcid legkevesebb 35-50 képiaban épiilt
be a 6. abran lathat6 transzgénikus egér vonalak egyedeinek genomjéba.

Az expresszid vizsgalatok alapjan pedig kijelenthetd, hogy a bejuttatott transzgének
kifejez6dnek az egér szoveteiben (8-10. abrak). Tovabbi vizsgalatok sziikségesek annak
kideritésére, hogy ez a kifejez6dés elegendd-e a funkcid ellataséra.

Locardi és munkacsoportja megallapitotta (52), hogy az egerek fertézhet6k az AIDS
virust tiltermeld sejtekkel. Ez lehetGvé teheti az anti-HIVgag-ribozim funkcionalis
vizsgalatat, mivel a transzgénikus egerek HIV fert6zése utan a virus RNS hasitasi termékeinek
megléte vizsgalhato.

A puromicin és hygromicin rezisztencia gének mikoddképességének vizsgalatara az
embrionalis fibroblaszt sejtek izolalasa, és szelektiv koriilmények kozott vald tenyésztése a
legkézenfekvdbb, hiszen a kisérletek egyik tavlati célja hygromicin-puromicin rezisztenciat
mutatd embrionalis fibroblaszt sejtek izolalasa, amelyeket késGbbi kisérletekben taplald
kotdszoveti sejtekként lehetne hasznalni az embrionalis-Gssejt alapu transzgénikus egér
eldallitasi kisérletekben.

A célkitlizésekben feltett kérdésre, hogy az anti-HIVgag-ribozim jelenléte megzavarja-e
az egér szervezetének normalis miikodését, és igy adhat-e tévesen negativ eredményt a
szatellit DNS alapi mesterséges kromoszomat hordozoé transzgénikus egér elGallitasakor, az
eredmények alapjan a valasz hatirozott nem. Ezt tdmasztja ald, hogy nem fedezhet§ fel
semmilyen elvaltozas, ha a homozigéta egereket dsszehasonlitjuk normal, nem transzgénikus

egerekkel.
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5. Osszefoglalas

Munkam soran 7 els6dlegesen transzgénikus egeret (E17, E20, E28, E31, E48, E49, E68)
allitottam el6 a pCePurl32 plazmid DNS konstrukcié egér megtermékenyitett petesejtek him
pronukleuszaba tortént mikroinjektalasaval. A transzgénikus egereket paroztattam normal,
nem transzgénikus egerekkel, és az utédok vizsgdlata utan kideriilt, hogy 5 els6dlegesen
transzgénikus egér (E17, E20, E28, E31, E48) tudta utédjaiba orokiteni a transzgéneket. Ezek
ko6ziil keresztezési kisérletekkel 3 homozigota transzgénikus egér vonalat tudtam elGéllitani
(E20, E28, E48). Az egerek genomikus DNS-ébGl a transzgén jelenlétét a puromicin
rezisztencia génre specifikus PCR reakcidval (Puro-PCR), illetve Southern DNS-DNS
hibridizacié alkalmazasidval mutattam ki. A pCePurl32 vektor tartalmazott két emlds
szelekcios jelz8gént (hygromicin, puromicin rezisztencia gének), és egy anti-HIVgag-nibozim
»gén”-t. Az emlitett gének expresszidjat vesébdl, illetve egyes esetekben majbol tisztitott,
genomikus DNS szennyezés mentes poliA RNS-en végrehajtott, a transzgénekre specifikus
RT-PCR reakciéval mutattam ki. Az RT-PCR kisérletek mindharom homozigéta
transzgénikus vonal esetében igazoltak, hogy a transzgének kifejezGdnek.

Kisérleteim soran sikeriilt elGallitanom olyan homozigéta transzgénikus egér vonalakat,
amelyek a késGbbiekben olyan funkciondlis vizsgalatok elvégzését tehetik lehetdvé, mint az
anti-HIVgag-ribozim miik6dGképességének vizsgalata egérben, valamint alkalmasak lehetnek

hygromicin-puromicin rezisztens ,.taplald” fibroblaszt sejtek izolalasara.

6. Summary

I generated 7 primary transgenic mice (E17, E20, E28, E31, E48, E49, E68) by
microinjection of the pCePurl32 plasmid DNA construction into the male pronuclei of
fertilized mouse eggs. The primary transgenic mice were crossed with normal, non-transgenic

mice, and the examination of the offsprings revealed that 5 out of 7 (E17, E20, E28, E31, E48)
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could hand down the transgenes into their progeny. It was possible to breed 3 homozygous
lines (E20, E28, E48) out of the 5 transgene carrier mice. The presence of trangenes in the
mice’s genomic DNA were demonstrated by puromycin resitance gene specific PCR reaction
(Puro-PCR) and Southern DNA-DNA hybridization. The pCePurl32 vector contained two
selectable marker genes (puromycin, hygromicin resistance genes) and an anti-HIVgag-
ribozyme ,,gene”. The expression of the trangenes were demonstrated by transgene specific
RT-PCR on kidney and in some cases on liver poliA RNAs, which were free from genomic
DNA contamination. The RT-PCR experiments gave positive result for all three homozygous
transgenic lines.

These homozygous transgenic mice may serve as a model system for studying the
cleavage action of the anti-HIVgag-ribozyme in vivo, and might provide a source for isolation

of hygromicin-puromycin resistant ,,feeder” fibroblast cells from homozygous embrios.

7. Koszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt koszonettel tartozom Dr. Hadlaczky Gyulanak, akinek tiirelmes és
tamogat6 témavezetSi munkaja, tandcsai és az elkeseredés pillanatain atlenditd lelkesits szavai
nélkiil a homozigota transzgénikus egereim csak gondolatban léteznének.

Szeretném megkdszonni Mobzesné Holld6 Gyongyinek a Southern DNS-DNS
hibridizacidk elkészitésénél nyujtott nélkiilozhetetlen segitségét, mert nélkiile valdsziniileg
nem tudtam volna megvizsgalni, hogy a sziiletett egerek ko6zil melyek hordozzak a
transzgéneket.

Koszonettel tartozom Sinko6 Ildikonak, akinek tanacsai és segitsége nélkiil valészintleg
soha nem lattam volna neki transzgénikus egér kisérleteknek.

K6szénoém Dr. Fodor Katalinnak és Dr. Udvardy Andomak az expresszié vizsgalatok
elvégzéséhez adott hasznos tanacsait, és Dr. Cserpan Imrének a PCR kisérletekhez nyujtott

segitségét.
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Koszonettel tartozom Dr. Kiss Istvannak, Dr. Praznovszky Tiindének, Dr. Fodor
Katalinnak és Dr. Cserpan Imrének, hogy kritikusan elolvastak a Ph. D. dolgozatomat, és
végleges formajanak kialakitasahoz hasznos tanacsokkal lattak el.

Végezetiil szeretném megkdszonni a csoportunkban dolgozé tébbi munkatdrsamnak is
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Summary
Production of homozygous transgenic lines:

pCePur132 plazmid construction was used for the microinjection experimeﬁts. This
vector contains an anti-HIVgag-ribozyme ,,gene”, two mammalian selectable marker genes
(puromycin and hygromicin resistance genes) and sequences for maintaining and multiplying
in bacteria. Nrul restriction endonuclease was used for linearizing the vector. This
endonuclease has only one cleavage site in the plazmid, close to the hygromicine resistance
gene. The linearized vector DNA was dissolved in injection buffer, in 1-5- pg/ml
concentration and filtered to sterilise the DNA solution, and to remove the particles, that
might clog the capillary:'. The DNA solution was injected into the male pronuclei of fertilised
mouse eggs. ASeventy-four pups were born (from which 3 was dead) from the injection
experiments. Genomic DNA was purified from a piece of the mice’s tail and the presence of
the transgenes were examined by' Southern DNA-DNA hybridisation and by Polymerase
Chain Reaction (PCR). In the Southern experiments, radioactively labelled pCePurl32
plaiﬁnid DNA was used, which was previously digested by both EcoRI and Smal restriction
endonucleases. The PCR experiment was carried out by using specific primers to the
puromycin r'esistance. gene. As a result of this analysis, 7 mice out of the 71 (E17, E20, E28,
E31, E48, E4'9, E68) proved to be transgenics.

Transgenic mice were crossed with normal mice, which were not carried transgenes in
their genome. Genomic DNA was purified from the offspring of each crossing, and the
germline transmission of the transgenes was examined by Southern bNA-DNA
hybridisations. Five mice out of seven (E17, E20, E28, E31, E48) could hand down the
transgenes to their progeny. The offspring of these primary transgenic mice were

heterozygous for the presence of the transgenes.
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In order to produce homozygous transgenic mice for maintaining the strain and for
expression experiments, brothers and sisters were crossed with each other. The genomic DNA
of the progeny was examined by Southern DNA-DNA hybridisation for the presence of the
transgenes. Those mice that contained the transgenes were further examined by test-crossing.
In the test-cross, the “would-be” homozygous transgenic mice were crossed with normal
mice, which were not carried the transgenes in their genome. The genomic DNA of the
offsprings of these experiments was examined by Southern DNA-DNA hybridisation for the
presence of the transgenes. Those mice, which could hand down the transgenes all of their
progeny, were homozygous for the presence of the transgenes. These mice were double
checked for the homozygosity with a second test-crossing. Three primary transgenic mice’s
offsprings could give homozygous transgenic pups (E17, E20, E28) and in this way, three
homozygous lines were established The genomic integration of the transgenes might be
different in these homozygous lines. It was indicated by the different pattern of hybridisation
bands in Southernn DNA-DNA hybridisation on the genomic DNAs of the different

homozygous lines (e.g.: Figure 6.).
Detection of transgene expression:

The expression of the transgenes was demonstrated by transgene-specific Reverse-
Transcriptase-Polymerase-Chain-Reactin (RT-PCR) experiments. Kidney, and liver polyA
RNAs were prepared from the transgenic mice. The polyA RNA samples were tested for
genomic DNA contamination by transgene-specific PCR experiments. If genomic DNA
contamination was present in the polyA RNA sample, then the transgene-specific band would
appear on the agarose gel used for analyse the PCR products. The solutions for the PCR and
RT-PCR experiments were also tested for the presence of DNA contamination, and only the

pure solutions were used. Approximately 2 pug poliA RNA sample was used in every PCR and
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RT-PCR experiment. PoliA RNA was prepared from the kidney. and from liver of normal
mice too, and these were used as negative controls in the RT-PCR experiments. The
mM2C1pCep8 cell line was used as a positive control in these experiment, a cell line that
carried the anti-HIVgag-ribozyme ,,gene” and the hygromicin and puromycin resistance genes
in its genome.

The hygromicin resistance gene was expressed from a Herpes simplex virus thymidin-
kinase promoter. The primers (HygF and HygR), that were used in the RT-PCR experiments,
were both inside the coding sequence of the gene. The RT-PCR gave a 870 bp product with
these primers. The expression of the hygromicin gene was successfully detected in all three
transgenic lines. The highest expression was observed from the kidney poliA RNAs,
therefore, in further RT-PCR experiments, kidney poliA RNA samples were used.

The anti-HIVgag-ribozyme ,,gene” was expressed from a Cytomegalovirus promoter.
One of the used prirmers was specific to a section of the CMV promoter, close to the gene,
and this primer contained 4 bp from the beginning of the gene, too (CCMV primer). The
second primer was specific to a section of the SV40 polyadenilation signal, before the poliA
addition site (SV400929. primer). The RT-PCR reaction gave a 120 bp product, which was
easily discernible by 1.8 % agarose gelelectrophoresis and EtBr staining. The expression of
the transgene was detected in all three transgenic lines.

The puromycin resistance gene was expressed from the SV40 promoter. The primers
(PuroF and PacR), that were used in the RT-PCR experiments, were both inside the coding
sequence of the gene. The RT-PCR gave a 330 bp product with these primers. The expression
of the puromycin gene was demonstrated from all three transgenic lines.

These homozygous transgenic mice produced may serve as a model system for
studying the cleavage action of the anti-HIVgag-ribozyme in vivo, and might provide a source
for isolation of hygromicin-puromycin resistant ,feeder” fibroblast cells from homozygous

embryos.





