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1. Bevezetés

A bejuttatott DNS  stabilitisa a  génterdpiak
sikerességének alapjat képezi. A cytotoxikus/apoptotikus
endonukledzok arrdl ismeretesek, hogy megemésztik az
“idegen DNS/RNS-t”. Azonban, hogy melyek ezek az
endonukledzok ¢és ezen enzimek inaktivalasaval
novelhetd-e a génbevitel sikeressége korabban nem
képezte vizsgalat targyat.

Kutatdsaim soran - amit Arkansas dallam orvosi
egyetemének  nephrologiai osztalydn  végeztem
(University of Arkansas for Medical Sciences,
Department of Internal Medicine, Division of
Nephrology) — a vesében 1évé két legjelentdsebb pro-
apoptotikus endonukleazt, a deoxyribonukleaz I-et (DNaz
I) és az endonukleaz G-t (EndoG) vizsgaltuk.
Vizsgalataink alkalmaval immortalizalt vese tubuléris
epitél sejteket (TKPTS), valamint DNaz 1 és EndoG
knockout egerekbdl izolalt primer vese tubularis epitél

sejteket (PTE) hasznaltunk.



Munkénk {6 célja a DNaz I ¢és EndoG DNS
inaktivacidban betoltott szerepének megismerése, ezen
két endonukledz egyiittmiikodésének jobb megértése volt,
valamint annak kideritése, hogy ezeknek az enzimeknek a
gatlasaval novelheté-e a gén Dbejuttatds mértéke.
Kisérleteink arra iranyultak, hogy a DNaz I és az EndoG
aktivitasanak csokkentésével megvédjilk a gazdasejtbe
bejuttatni  kivant “idegen” DNS-t A  génterapidk
probléméajanak e latszolagosan egyértelmii
megkozelitése, vagyis az endonukledz enzimek sejtvédd
hatdsanak kikapcsolasa nem meriilt fel kordbban, egy
beszamolotol eltekintve, amely egy masik
endonukledzzal, a DN4z gammaval kapcsolatos (Wilber
¢és mtsai., 2002).

Bar az idegen DNS apoptézist és DNaz enzimeket
indukal6 hatasat leirtdk (Nur és mtsai., 2003; Stacey és
mtsai., 1993), az apoptozis gatlasdt nem hasznaltak fel
kordbban a génbevitel hatékonysaganak novelésére.
Kisérleteink éppen ez wutobbi lehetdség kiaknazasat

hivatottak elomozditani.



2. Kisérleti stratégiak
A sejtekbe transzfekcioval bejuttatott pECFP-N1 plazmid
vagy fluoreszcens siRNS celluldris endonukleazok révén
torténd lebontasat vizsgaltuk. Annak megallapitasa
c€ljabol, hogy az intra, - vagy az extracellularis DNaz I
tolt be nagyobb szerepet a bejuttatott DNS lebontasaban
G-aktint hasznaltunk, valamint specifikus
apoptozisgatlok  hatasat  vizsgaltuk a  génbevitel

hatékonysaga szempontjabol.

3. Eredmények és megheszélésiik
Korabbi adataink alapjan a DNaz I-et tekintjilk a
legjelentdsebb ¢és az EndoG-t pedig a masodik
legjelentdsebb endonukleaznak vesesejtekben (Yin és
mtsai., 2007). A plazmid, - és az idegen DNS bejuttathato
a sejtekbe, de endonukleolitikus tamadéasnak vannak
kitéve a sejten beliil és kiviil is. A Lipofektamin ndveli a
transzfekciok hatékonysagat, de nem védi a plazmid
DNS-t az endonukleazok lebontéasatol.
A sejtekben 1év0 endonukledz aktivitds magasabbnak
bizonyult a sejtek altal kivalasztott, médiumban

megjelend endonukleaz aktivitasnal.
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Megfigyelhetd, hogy a plazmid incision assay 4ltal
kalkulalt teljes endonukledz aktivitds szignifikdnsan
magasabb volt primer PTE sejtekben, mint immortalizalt
TKPTS sejtben. Ez magyarazatul szolgalhat primer
sejtkultarak transzfekcid elleni rezisztencidjara, amit
szamos esetben leirtak korabban (Stacey és mtsai., 1993;
Welter ¢és mtsai., 2004; Zhong ¢és mtsai., 2005). Ezek a
megfigyelések korrelacidoba hozhatok korabbi
adatainkkal, miszerint vesekivonatok endonukleaz
aktivitisa magasabb a primer sejtekénél (Basnakian és
mtsai., 2005), ami ahhoz a konkluzidhoz vezet, hogy az
endonukledz aktivitds a kdvetkezd sorrendben csokken:
Vese sejt > primer sejt> immortalizalt sejt.

Gének bejuttatisa a vesébe és vesébdl izolalt primer
sejtekbe sokaig megoldatlan problémat jelentett a magas
DNaz szintnek kdszonhetden (Basnakian €s mtsai., 2005;
Djurovic és mtsai., 2004; Kalinowska ¢s mtsai., 2005).
Mas primer sejtek transzfektalhatdosdga is ugyanilyen
gondot jelentett, mivel a hatékonysag ndvelése specialis
technikakat igényel a sejtek rezisztencidjanak legy6zése

érdekében.



A mi stratégidnk az idegen gének sejtekbe torténd
bejuttatasara az internalizalt plazmid DNS ¢és siRNS
talélésén alapul. Ezt bizonyitja az az eredményiink, hogy
a DNaz I KO ¢és az EndoG KO sejteknek szignifikdnsan
magasabb a transzfekcidés ratdja a WT sejtekénél.
Tovabba EndoG KO sejtekben a fluorescens siRNA
transzfekci® magasabb, mint a WT sejtekben. Ez arra
utal, hogy az EndoG-nek kettds szerepe van a
sejtvédekezésben: amellett, hogy lebontja az idegen
DNS-t, megvédi a sejteket a DNS és RNS felvételtol.

Az extracellularis DNaz 1 gatldsa G-aktinnal nincs
hatassal a DNS transzfekcid hatékonysagara jelezve,
hogy az intracellularis DN4z I az elsddleges molekularis
szerepldje az idegen DNS-elleni gazdasejt védelemnek.
Bar nem kérdéses, hogy az endonukledzok fontos/dontd
szereppel birnak az “idegen” €s sajat DNS (pl. apoptdzis,
nekrozis) lebontasdban, mégis felmeriil a kérdés, hogy
egyéb sejtfaktorok részt vesznek-e az Ordkitdanyagok
Kisérletesen alatdmasztottuk, hogy a vesében a DNaz I

szlikséges az EndoG indukéldsédhoz (Yin és mtsai., 2007).



Okkal gondolhatjuk, hogy ez a két endonukledz
egylittmiikddhet a sejt védekezésében.

Az apoptozis a szervezet homeosztazisdnak fenntartasara
iranyul6  folyamat, szamos fiziologiai esemény
résztvevdje. Kiilsd jellel indukalt formdja sokféle lehet,
de mind koziil a legszélesebb korben ismert tulajdonsaga
a genomikus DNS lebomlasa. A hasitasért felelds
enzimek azonositisa vita targyat képezi. Szamos
endonukledzt irtak le, mint a fragmentacioért felelds
enzimet, példaul a thymocytdk Ca*-Mg*-dependens
endonukledzait (Montague és mtsai.,, 1994; Pandey és
mtsai., 1997; Peitsch és mtsai., 1993; Shiokawa és mtsai.,
1994). A Mg**-dependens, Ca**-independens
endonukledzok human myeloid sejtvonalak
apoptozisaban vesznek részt (Kawabata €s mtsai., 1997).
Az endonukledzok lehetnek caspase-aktivaltak, vagy
részt  vehetnek  caspase-independens  apoptdzisban
(Padron-Barthe és mtsai., 2007).

Annak eldontése, hogy egy adott endonukleaz DNS
bontasa mely sejt apoptozisanak melyik részét teszi ki,
tovabbi kisérletek targyat képezi. TKPTS sejteken

folyatott ~ kisérletinkkel = az  apoptozis  fontos



résztvevdinek, a nukledzok aktivitasat gatoltuk és ezzel a

génbevitelt kdnnyitettiik meg.

4. Osszefoglalas
Osszefoglalva eredményeink tiikrozik a DN4z I és EndoG
sejtvédekezésben betoltott szerepét a génbejuttatds
szempontjabol primer tubularis epitél sejtek esetén. A
jovoben szeretnénk tisztdzni, hogy a két endonukleaznak
milyen a  koOlcsonhatdsa ¢és  egylittmiikodésének
természete. Az endonukledzok ideiglenes és célzott
gatlasa 1) lehet6séget nyujthat a DNS stabilitas javitasara

génbevitel folyaman.
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1. Introduction

Degradation of DNA during gene delivery is an obstacle
for gene transfer and for gene therapy. DNases play a
major role in degrading “foreign” DNA. However, which
of the DNases are involved and whether their inactivation
can improve gene delivery have not been studied.

During my research at University of Arkansas for
Medical Sciences, Department of Internal Medicine,
Division of  Nephrology we identified the
deoxyribonuclease I (DNase I) and the endonuclease G
(EndoG) as the major degradative enzymes in the mouse
kidney proximal tubule epithelial (TKPTS) cells. In this

study, we used immortalized mouse TKPTS cells and
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primary tubular epithelial (PTE) cells isolated from
DNase I or EndoG knockout mice.

We aimed to understand the role of DNase I and EndoG
in the inactivation of DNA, and the cooperation of these
two endonucleases. We investigated whether the gene
delivery can be improved by the inhibition of these
enzymes.

We have attempted to protect the foreign DNA to be
introduced in host cells by reducing the DNase I and
EndoG activities. This seemingly obvious approach has
not been used earlier due to the lack of specific inhibitors
and to insufficient data, regarding the potential of DNase
I and EndoG as host cell defense enzymes. There is only
one report showing the role of another endonuclease,
DNase gamma (DNase 1L3) in host cell defense (Wilber
et al., 2002).

Although foreign DNA induced apoptosis and DNases in
other studies (Stacey et al., 1993; Nur et al., 2003), the
inhibition of apoptosis has not been previously used for

improving the delivery of fDNA.
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2. Experimental strategy
We examined the degradation of pECFP-N1 plasmid
DNA or fluorescent siRNA during its uptake. To indicate
whether intra- or extracellular DNase I affects DNA
stability we applied inhibition of secreted DNase I by G-
actin. Finally we examined whether specific inhibition of
these endonucleases may improve DNA stability during

gene delivery.

3. Results and discussion
Our ecarlier data showed that DNase I is the major
endonuclease in tubular epithelial cells and EndoG is the
second major degradative enzyme (Yin et al., 2007).
Plasmid as foreign DNA was introduced in host cells, but
it is known to be the subject to extra- and intracellular
endonucleolytic attacks both outside and inside the cells.
Lipofectamine increased the efficiency of transfection,
but did not protect plasmid DNA from destruction by
endonucleases. Cellular extracts turned out to have a
much higher endonuclease activity than the nuclease

excreted by the cells to the culture medium.
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We have also observed that the total specific
endonuclease activity measured by the plasmid incision
assay was significantly higher in primary cells than in
immortalized TKPTS cells. This could explain why
primary cells are more resistant to transfection than
immortalized cells. The resistance of primary cells to
transfection was also reported by others (Stacey et al.,
1993; Welter et al., 2004; Zhong et al., 2005). These
observations are in correlation with our earlier data that
the endonuclease activity in kidney extracts is higher than
in primary cells (Basnakian et al., 2005), leading to the
conclusion that endonuclease activity is decreasing in the
following order: kidney cells > primary cells >
immortalized cells.

So far, gene delivery to kidney and primary cells isolated
from kidney was an unsolved problem due to the high
DNase level (Basnakian et al., 2005; Djurovic et al.,
2004; Kalinowska et al., 2005). Other primary cells could
not be transfected either since the enhancement of
transfection would have required special techniques to

overcome cellular resistance.
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Our strategy to introduce foreign genes in cells is based
on the inactivation of the two major endonucleases to
contribute to the survival of the internalized plasmid
DNA and siRNA. That this is a viable approach has been
proved by the observations that both DNase I KO and
EndoG KO cells had significantly higher rate of
transfection compared to WT cells. Moreover, in EndoG
KO cells the rate of fluorescent siRNA transfection was
also significantly higher than in WT cells. This suggests
that EndoG has a dual role in host cell defense: besides
degrading foreign DNA, it protects cells from both DNA
and RNA uptake.

Inhibition of extracellular DNase I by G-actin did not
affect the efficiency of DNA transfection indicating that
only intracellular DNase 1 is the primary molecular
player in the anti-DNA host cell defense.

Although, there is no doubt that endonucleases play an
important if not decisive role in the degradation of
foreign and self DNA (e.g. apoptosis, necrosis), the
question arises whether cellular factors others then endo-
and exonucleases are involved in the degradation of

nucleic acids, their knocking out of which could
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contribute to the efficiency of transfection. As foreign
DNA is known to be degraded exclusively by
endonucleases, primarily by DNase I and EndoG, the
possibility of other degrading mechanisms is lacking a
solid basis.

In our study we have confirmed that in the kidney, DNase
I is necessary for EndoG induction (Yin et al., 2007). It is
thus reasonable to think that there might be some
cooperation between these two endonucleases during the
protection of cells against the invasion of nucleic acids.
The apoptosis is a control mechanism of homeostasis
reservation, participates in several physiological event. It
has different forms which can be induced by external
signals but the best-known feature of apoptosis is
genomic DNA degradation. Not all enzymes in this
process have been identified. Several endonucleases have
been described to be responsible for fragmentation, such
as the Ca?"-Mg**-dependent endonucleases in thymocytes
(Montague ¢s mtsai., 1994; Pandey és mtsai.,, 1997;
Peitsch és mtsai., 1993; Shiokawa és mtsai., 1994). Mg*'-
dependent, Ca*"-independen endonucleases are involved

in human myeloid cell line apoptosis (Kawabata ¢és
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mtsai., 1997). Endonucleases can be caspase-activated, or
can participate in caspase-independent apoptotic
pathways (Padron-Barthe és mtsai., 2007). However, it
remains to be clarified which apoptotic route involves
DNA degradation caused by specific endonucleases. In
our experiment the specific inhibition of these apoptotic
endonucleases of TKPTS cells resulted in improved gene

delivery.

4. Summary
In conclusion our data reflect the importance of DNase I
and EndoG in the host cell defense system against gene
delivery in primary tubular epithelial cells. Future studies
will shed light on the cooperative nature of these two
endonucleases in destroying foreign DNA. Temporary
and targeted inhibition of these endonucleases may
provide new modalities to improve DNA stability during

gene delivery.
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