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I. BEVEZETÉS

    A bejuttatott  DNS lebomlása  napjainkban  a  génterápiák  alapvető 

problémáját  okozza.  A  cytotoxikus/apoptótikus  endonukleázok  arról 

ismeretesek, hogy megemésztik az “idegen DNS/RNS-t”. Azonban, hogy 

melyek  ezek  az  endonukleázok  és  ezen  enzimek  inaktiválásával 

növelhető-e  a  génbevitel  sikeressége  korábban  nem  képezte  vizsgálat 

tárgyát, mivel endonukleáz-deficiens (KO- knock out) egerek, valamint 

endonukleáz gátlók nem álltak rendelkezésre.

    Kutatásaim  során  -  amit  Arkansas  állam  orvosi  egyetemének 

nephrológiai  osztályán  végeztem (University  of  Arkansas  for  Medical 

Sciences,  Department  of Internal  Medicine,  Division of Nephrology)  - 

azt találtam, hogy a deoxyribonukleáz I (DNáz I) és az endonukleáz G 

(EndoG)  a  vese  tubuláris  epitél  sejtekben (TKPTS-  mouse  kidney 

proximal  tubule  epithelial  cell)  jelen  lévő  legfőbb  nukleinsav  bontó 

enzimek. 

    Vizsgálataim alkalmával immortalizált TKPTS, valamint DNáz I és 

EndoG  knockout  (KO)  egerekből  izolált  primer  vese  tubuláris  epitél 

sejteket  (PTE-  primary tubular  epithelial  cells) használtam.  A sejtekbe 

transzfekcióval bejuttatott pECFP-N1 plazmid vagy fluoreszcens siRNS 

celluláris  endonukleázok  révén  történő  lebontását  vizsgáltam.  Annak 

megállapítása céljából, hogy az intra, - vagy az extracelluláris DNáz I tölt 

be nagyobb szerepet a bejuttatott DNS lebontásában G-aktint használtam, 

valamint  specifikus  apoptózisgátlók  hatását  vizsgáltam  a  génbevitel 

hatékonysága szempontjából. A sejtbe jutatott idegen DNS lebontásának 

sematikus  rajzát  az  1.  ábra  bal  oldali  panelje  mutatja  be.  Ebben  a 
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folyamatban  a  fő  szerepet  játszik  a  sejtek  legfontosabb  DNS  bontó 

enzime, a DNáz I. Apoptótikus sejtekben valószínűleg a mitokondriális 

eredetű EndoG nukleáz bontja le a sejtmagból kiszabaduló saját DNS-t is 

(1. ábra jobb oldali panel).

1. ábra. A csupasz DNS DNáz I és EndoG általi lebontásának feltételezett sémája

Disszertációmban a következő kérdések megválaszolását tűztem ki célul: 

1. DNáz  I  és  EndoG  inaktiválják-e  a  vese  tubuláris  epitheliális 

sejtekbe transzfekció során bejuttatott DNS-t?

2. Ez  a  két  endonukleáz  együttműködik-e?  Endonukleolitikus 

hatásuk az idegen DNS lebontására megfelel-e az 1. ábrán vázolt 

sémának? 

3. Növelhető-e a gén bejuttatás mértéke ezeknek az enzimeknek a 

gátlásával? 

A  kérdések  megválaszolása  a  jövőben  segítséget  nyújthat  sikeres 

génterápiás stratégia kidolgozásához.
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II. IRODALMI ÁTTEKINTÉS

    Napjainkban  a  génterápiák  „Achilles-sarkát”  a  gén  célbajuttatása 

jelenti.  A transzfekció számos típusa ismeretes attól függően, hogy mit 

próbálunk  bejuttatni,  milyen  módszerrel  és  milyen  módon  (in  vivo/in  

vitro), de általánosan megállapítható, hogy egyik sem ért el átütő sikert, 

aminek oka a DNázok szerepében kereshető. A DNázok az örökítőanyag 

lebontásáért felelős enzimek, széles körben ismert szubsztrát specifitásuk, 

kémiai mechanizmusuk és biológiai funkciójuk alapján.

1. Génbevitel
    A sejtek extracelluláris DNS felvétele rendszerint bekövetkezik normál 

szövetfejlődés (Bergsmedh és mtsai., 2006; Yan és mtsai., 2006), vírus,-

vagy baktériumfertőzés során  (Chu és mtsai.,  2006; Metifiot  és mtsai., 

2007),  valamint  kísérleti  állatok  és  sejttenyészetek  genetikai 

manipulációja alkalmával  (Freitas és mtsai., 2007; Glasspool-Malone és 

mtsai.,  2002;  Tanswell  és  mtsai.,  1998).  Az  „idegen”  (foreign)  DNS 

(fDNS) bejutása a gazdasejt halálához vezethet (Li és mtsai., 1999) DNS-

dependens sejthalált okozva. A transzfekció előtti DNázzal való kezelés 

ennek megelőzéséhez  vezet  (Stacey és  mtsai.,  1993).  Az idegen DNS 

bejutásának  mértékét  az  azt  lebontó  enzimek  készlete  korlátozza 

(Glasspool-Malone és  mtsai.,  2002;  Tanswell  és  mtsai.,  1998).  Annak 

ellenére, hogy a DNS bejutás lehetősége növelhető annak módosításával, 

lipidrészecskébe/vírusba  történő  csomagolásával,  a  bejuttatott  DNS 

védelme elégtelen  (Freitas és mtsai., 2007; Glasspool-Malone és mtsai., 
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2002; Tanswell és mtsai., 1998). A DNázok játszák a főszerepet a fDNS 

lebontásában még mielőtt a sejtekbe kerül, de azt követően is. Az ebben a 

folyamatban  fő szerepet  játszó két  DNáz vizsgálata  képezi  kutatásunk 

tárgyát.

2. Vese endonukleázok
    Korábbi  vizsgálatok  során  megállapítottuk,  hogy  az  egerek  vese 

tubuláris  sejtjeiben  talált  kilenc  endonukleáz  közül  melyik  képes  a 

módosítás  nélküli  DNS nem-specifikus  lebontására.  Tisztázódott  az  is, 

hogy  a  deoxyribonukleáz  I  (DNáz  I)  a  legaktívabb  endonukleáz,  az 

endonukleáz G (EndoG) pedig a második legaktívabb és a legnagyobb 

mértékben jelen lévő endonukleáz a vese tubuláris epitél sejtekben. Ez a 

két pro-apoptótikus endonukleáz felelős az egér vese teljes endonukleáz 

aktivitásának több mint  90%-ért  (Basnakian és mtsai.,  2005;  Irvine és 

mtsai., 2005; Peitsch és mtsai., 1995). A DNáz I egy 31 kDa nagyságú 

citoplazmában  jelen  lévő  enzim,  amely  a  sejtből  kiválasztódik,  az 

egyszálú és a dupla-szálú DNS lebontásában van szerepe. 

    Az  EndoG a  celluláris  DNS által  kódolt,  de  a  mitokondriumban 

lokalizálódó  specifikus  endonukleáz,  mely  az  apoptózis  során  a 

mitokondriumból  kiszabadul  és  a  sejtmagba  helyeződik  át  (Zhang  és 

mtsai.,  2003).  33  kDa  nagyságú  prekurzora  a  citoplazmában 

szintetizálódik,  majd  egy  28  kDa-os  formává  rövidülve  lép  a 

mitokondriumba (Ikeda és mtsai., 2001). Nukleázként szimpla-, és dupla 

szálú DNS, RNS, valamint  DNA/RNA heteroduplexek lebontására   is 

képes (Huang és mtsai., 2006). A DNáz I maximális aktivitása Ca2+, Mg2+ 

ionok együttes jelenlétével érhető el (Basnakian és mtsai., 2002), míg az 

EndoG Mn-dependens enzim  (Widlak és mtsai.,  2001). A DNáz I AT-
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gazdag szekvenciára specifikus endonukleáz, míg az EndoG GC-gazdag 

szekvencia specifitású. Ebből adódóan ezeknek az endonukleázoknak a 

széleskörű  együttműködése  tételezhető  fel   a  lebontó  folyamatokban 

(Widlak és mtsai., 2001). 

  

  3. Az endonukleáz hiányos sejtmodell
    Sejtmodellként  primer  tubuláris  epitél  (PTE)  sejteket  használtunk, 

amelyek  a  frissen  izolált  tubuláris  epitéllel  megegyező  endonukleáz 

fenotípussal  rendelkeznek  (Basnakian  és  mtsai.,  2005).  Az  elsődleges 

sejtkultúrák  arról  ismeretesek,  hogy  nagymértékben  rezisztensek  DNS 

transzfekcióval  szemben,  ezért  a  DNS  stabilitás  javítása  érdekében 

Lipofektamin-t használtunk PTE sejtek esetén. A DNáz I és az EndoG 

szerepének  meghatározásához  endonukleáz-deficiens  egerekből  izolált 

PTE sejteken végeztünk transzfekciós kísérleteket. Az  2. ábrán látható, 

hogy az endonukleáz deficiencia homozigóta DNáz I KO egerek esetén 

teljes,  míg  heterozigóta  EndoG  egereknél  részleges  tulajdonságkiesés 

érhető el (Yin és mtsai., 2007).
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2. ábra. A DNáz I teljes inaktiválása homozigóta DNáz I KO egerekben, valamint az  

EndoG részleges inaktiválása heterozigóta KO egerekben. A. A SRED assay (single  

radial  enzyme  diffusion  assay)  azt  mutatja, hogy  a  WT  egerek  veséjéből  izolált  

proteinek tartalmazzák az aktív DNáz I-et, míg ez hiányzik a KO vese izolátumokból.  

Pozitív kontrollként humán rekombináns DNáz I-et (Dornase, Genentech) használtunk.  

B. WT- és DNáz I KO egerek veséjében expresszálódó “sejthalál-endonukleázok” semi-

quantitatív RT-PCR vizsgálata és a keletkezett termék denzitometriás mérése megerősíti  

a DNáz I aktivitás teljes (95-100%) kiesesét homozigóta DNáz I egerek esetén (Yin et  

al.,  2007), valamint heterozigóta EndoG KO egereken 60-70%-os az aktivitás kiesés  

(C).

4. Az endonukleázok szerepe az apoptózisban
    Az idegen DNS-t elsősorban azok az endonukleázok támadják meg, 

amelyek elkülönítettek, így szabadon nem érhetőek el a citoplazmában. 

Az EndoG főként a mitokondriumban lokalizálódik,  míg  a DNáz I  az 

endoplazmás  retikulumban  található.  Ebből  adódóan  logikus  az  a 

feltevés, hogy vagy elegendő a jelen lévő, szabad citoplazmatikus EndoG 

és DNáz I aktivitása ahhoz, hogy a belépő DNS-t lebontsa, vagy a belépő 
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fDNS  indukálja  az  endonukleázok  kiszabadulását  a  sejt  különböző 

kompartmentjeiből.  Ez  utóbbi  indukciós  folyamat  részét  képezheti  a 

gazdasejt  apoptózisának. Bár  az  idegen  DNS  apoptózist  és  DNáz 

enzimeket indukáló hatását leírták (Nur és mtsai., 2003; Stacey és mtsai., 

1993), az apoptózis  gátlását  nem használták fel  korábban a génbevitel 

hatékonyságának növelésére. A mi kísérleteink éppen ez utóbbi lehetőség 

kiaknázását hivatottak előmozdítani.

5. Apoptózis-inhibitorokban rejlő kísérleti lehetőségek
    A sejthalálnak két formája különíthető el, a nekrózis és az apoptózis. 

Az  apoptózis,  más  néven  programozott  sejthalál  az  eukarióta  sejtek 

pusztulásának  leggyakoribb  formája.  Ennek  intrinszik  útvonala  egy 

fiziológiás öngyilkos mechanizmus, amely a homeosztázis fenntartására 

irányul és a szöveti megujulás természetes folyamata (Wyllie és mtsai., 

1980). Az  apoptózist  elszenvedő  sejtek  a  sejtmag  és  a  citoplazma 

szerkezeti  változásainak  jellegzetes  mintázatát  mutatják,  beleértve  a 

plazmamemrán  gyors  kidudorodását  (blebbing,  a  cytoskeleton 

feldarabolódik  és  a  membrán  kitüremkedését  okozza)  és  a  sejtmag 

szétesését. Ez utóbbi összefügg a kromatin nagymértékű sérülésével és a 

DNS  hasításával  a  calcium-dependens  endonukleázok  aktiválását 

követően (Compton, 1992).

    Az idegen DNS által  indukált  apoptózis  a DNS sérülés  intrinszik, 

mitokondriális útvonalát használja, melynek kulcs molekulái a caspase-2, 

3, 9 és a  p53 protein, Erre alapozva különböző apoptózis inhibitorokat 

teszteltünk:  az  endonukleáz  inhibitor  aurintrikarbonsav-ot  (ATA),  a 

caspase-3  inhibitor  cink-kloridot  (ZnCl2),  az  antioxidáns  cink-N-

acetilciszteint  (Zn-NAC),  a  p53  inhibitor  pifithrin-t (PFT) és  a  pan-
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caspase  inhibitor  benzoilkarbonil-Val-Ala-Asp-fluorometilketon-t  (Z-

VAD-fmk).
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III. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK

1. Kísérleti állatok
    A  DNase  I  homozigóta  knockout  (DNase  I  KO)  egereket  (CD-1 

background)  Dr.  T.  Moroy-tól  kaptuk  (University  of  Essen, 

Németország), az EndoG knockout egerek Dr. M. Xu és Dr. J. Zhang-tól 

származtak  (University  of  Cincinnati,  OH).  Mivel  az  EndoG  -/- 

homozigóta  egerek  nem  életképesek  ezért,  a  sejteket  heterozigóta 

egerekből  izoláltuk  (EndoG  KO).  Az  összes  egeret  polimeráz 

láncreakcióval (PCR) genotipizáltuk (Djurovic és mtsai., 2004; Zhang és 

mtsai., 2003). Állatkísérleteinket a „Laboratóriumi Állatok Gondozása és 

Használata”  (Guide  for  the  Care  and  Use  of  Laboratory  Animals, 

National  Academy of  Sciences) segédletben  leírtaknak  megfelelően 

hajtottuk  végre,  melyeket  az Animal  Care  and Use  Committee  of  the 

Central Arkansas Veterans Healthcare System hagyott jóvá.

2. Sejtkultúrák
    Az elsődleges egér vese tubuláris epitél sejteket (PTE) frissen izoláltuk 

DNáz I KO, EndoG KO, valamint vad típusú (WT) egerekből (Nowak és 

mtsai., 2003) és kísérleteinket megelőzően 10 napig tenyésztettük.

    Az immortalizált egér vese tubuláris epitél sejteket (TKPTS) Dr. Elsa 

Bello-Reuss-tól kaptuk (University of Texas Medical Branch, Galveston, 

TX).  Ezeket  a  korábban  leírt  módon  tenyésztettük  (Ernest  és  mtsai., 

1995) 7% FBS-el (fetal bovine serum) kiegészített (Hyclone, Logan, UT) 

DMEM/HAM F-12 médiumban (Sigma-Aldrich Co. St.Louis,  MO). A 

tenyészeteket CO2 inkubátorban, 37 °C-on, 5% CO2-ban tartottuk, 48-72 
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órás  időközönként  etettük  és  a  konfluencia  elérését  követően  1 napon 

belül felhasználtuk.

3. Sejtkultúrákból teljes fehérje izolálás 
    A sejttenyésztést követően a sejteket centrifugálással összegyűjtöttük 

(1500rpm, 3 min., 4 ºC), a felülúszó eltávolítása után a sejteket PBS-ben 

(phosphate buffered saline) felszuszpendáltuk, majd újra lecentrifugáltuk 

(1500rpm, 3 min., 4 ºC). 

A fehérjék kinyerése céljából a sejteket szuszpendáltuk 100µl Puffer A-

ban (50mM Tris-HCl, pH7.9; 0.25M szacharóz, Komplett Mini Proteináz 

Inhibitor  Cocktail,  (Roche  Diagnostics,  Mannheim,  Németország)  (1 

tabletta/10 ml)) és 2 x 20 másodpercig ultrahanggal kezeltük (Virsonic 

475,  Virtis,  Gardiner,  NY).  A  makrorészecskéket  kicsaptuk  magas 

fordulatszámon  centrifugáltuk  (14000  rpm,  10  min.,  4  ºC)  majd  a 

felülúszót  összegyűjtöttük.  A  protein  kivonat  tároló  pufferben  (55% 

glicerin,  10mM  Tris-HCl  pH  7.6,  0.5mM  dithiotreitol)  szemben 

dializálva  −20°C-on,  2  hétig  eltartható  endonukleáz-aktivitás  vesztés 

nélkül.

A  fehérjekoncentrációt  bicinkoninsav  (BCA)  protein  assay  (Pierce, 

Rockford,  IL)  segítségével  határoztuk  meg,  BSA-t  (Bovine  serum 

albumin) használva standardként. 

4. Plazmid hasítás vizsgálata
    A vesesejtekből és tenyészmédiumból izolált teljes protein aktivitását 

plazmid  hasítással  (plasmid  incision  assay,  PIA)  határoztuk  meg. 
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pBR322-t  (New  England  Biolabs,  Beverly,  MA)  használtunk 

szubsztrátként (Basnakian AG, 2005).

     Annak ellenőrzése céljából, hogy a Lipofektamin megvédi a plazmid 

DNS-t az endonukleázok által történő emésztéstől, a reakciót megelőzően 

a  pBR322  plazmidot  előkezeltük  Lipifectaminnal.  A  plazmidot  és  a 

Lipofektamint  külön  szérummentes  DMEM/HAM  F-12  médiummal 

(Sigma-Aldrich)  hígítottuk,  majd  összekevertük  és  20  percig, 

szobahőmérsékleten inkubáltuk.

    A sorozat hígítással készült mintákat (1, 1:5, 1:25, 1:125, 1:625) a 

reakcióelegyhez adtuk (1μg pBR322 plazmid DNS, 2mM CaCl2, 5mM 

MgCl2, 10mM Tris-HCl, pH 7.4 és 0.5mM dithiothreitol),  a reakciót 1 

órán át, 37 °C-on inkubáltuk, majd Stop-oldat (10mM Tris-HCl, pH 7.4, 

1%  SDS,  25mM  Na2EDTA,  7.5mM  brómfenolkék)  hozzáadásával 

állítottuk le.  A mintákat 1%-os agaróz gélen, TAE (Tris-acetát-EDTA, 

pH 8,0) pufferben futtattuk (7 V/cm, 35 min.). A DNS-t ethidium bromid 

festéssel tettük láthatóvá. EagleEye szkennelő denzitométert (Stratagene, 

La Jolla, CA) használtunk az endonukleáz-kezelt plazmid DNS formák, 

így a kovalensen zárt körkörös (C, covalently closed circular DNA), a 

nyílt  körkörös (O,  open circular  DNA) és  a  lineáris  (L,  linear  DNA), 

valamint emésztett formájának (D, digested form) meghatározására. Egy 

egység az az endonukleáz mennyiség, amely 1 óra alatt, 37 °C-on, 1 μg 

kovalensen zárt  szupertekercselt  plazmid DNS-t nyílt  körkörös lineáris 

vagy emésztett formába képes átalakítani.

    PIA assay-t használtunk a primer sejtek endonukleázainak jellemzésére 

is.  A  fentiekben  leírt  módon  mértük  mintáink   Ca2+/Mg2+-dependens 

endonukleáz  (elsősorban  DNázI)  aktivitását,  amelyek  2mM  CaCl2-ot, 

5mM  MgCl2-ot,  10mM  Tris-HCl-t,  pH  7.4,  0.5mM  dithiothreitol-t 
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tartalmaztak.  A  mangán-dependens  endonukleáz  G  aktivitás 

meghatározáskor  mintáink  5mM MnCl2-ot,  10mM Tris-HCl-t,  pH 7.4, 

0.5mM dithiothreitol-t tartalmaztak.

    

5. Real-time RT-PCR 
    Saját, jól bevált protokollunkat használtuk (Basnakian és mtsai., 2006). 

SmartCycle PCR készülékben (Cepheid, Sunnyvale, CA) real-time RT-

PCR-t követően 1µg teljes RNS-t reverztranszkripcióját hajtottuk végre. 

A  reakcióelegyet  Platinum  SYBR  Green  qPCR  Supermix-UDG 

(Invitrogen)  felhasználásával  készítettük  a  gyártó  javaslatai  alapján.  A 

primerek a következők voltak: 

EndoG: 5’-GATGAGACCATCCCTCTGGA-3’ 

              5’ATGTGAGTC AGCCCATCTCC-3’

DNáz I: 5’-ACTCAATCGGGACAAACCTG-3’

              5’-ATTTCCACA GGGTTCACAGC-3’

A relatív RNS koncentrációjának meghatározására a Cepheid SmartCycle 

szoftvert (Version 2.0d) használtuk. 

6. Plazmid transzfekció
    A pECFP-N1 plazmid a cián fluorescein proteint (CFP) kódolja. A 

PTE  sejteket  pECFP-N1  plazmiddal  transzfektáltuk  (Clontech 

Laboratories,  Inc.,  Mountain  View,  CA)  Lipofektamin  2000 

transzfekciós  reagenssel  (Invitrogen  Co.,  Carlsbad,  CA),  a  gyártó 

protokollja alapján. A sejteket 6 lyukú lemezekbe szélesztettük 24 órával 

a transzfekciót megelőzően. 4μg plazmid DNS-t és 1:7.5 DNS/liposzóma 

arányt  hígítottunk külön csövekben,  amelyek  250-250μl  szérummentes 

DMEM/HAM  F-12  médiumot  (Sigma-Aldrich)  tartalmaztak.  Ezeket 
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összekevertük,  majd  20  percig,  szobahőmérsékleten  inkubáltuk.  A 

sejtekhez  2ml  szérummentes  DMEM/HAM  F-12  médiumot  (Sigma-

Aldrich)  adtunk,  majd  cseppenként  folyamatos  mozgatás  közben  a 

transzfekciós komplexet. 24-48 h ikubációt (37 °C, 5% CO2) követően a 

CFP expresszióját fluoreszcens mikroszkóppal detektáltuk.

7. Kis interferáló RNS bevitele a sejtekbe (siRNS transzfekció)
    A PTE sejteket TransIT-TKO transzfekciós reagens (Mirus Bio Co., 

Madison, WI) segítségével transzfektáltuk. A sejteket 6 lyukú lemezeken 

szélesztettük  24 órával  a  transzfekciót  megelőzően. 18μl  transzfekciós 

reagenst  250μl-re  hígítottunk  szérummentes  DMEM/HAM  F-12 

médiummal (Sigma-Aldrich). Az elegyet 15 percig inkubáltuk, majd 75μl 

(1μM) siRNS/fluoreszcens  siRNS-t  (Label  IT RNAi Delivery Control-

Fluorescein, Mirus Bio Co., Madison, WI)  adtunk hozzá és további 20 

percig  inkubáltuk  szobahőmérsékleten.   A  sejtekhez  1172μl 

szérummentes  DMEM/HAM  F-12  médiumot  (Sigma-Aldrich)  adtunk, 

majd cseppenként a transzfekciós komplexet. Két napos inkubálást (37 

°C,  5%  CO2)  követően  a  fluoreszcens  jelzést  hordozó  siRNS 

expresszióját fluoreszcens mikroszkóppal detektáltuk.  

    A Label IT RNAi Delivery Control – Fluorescein, kémiai festékanyag, 

mely Fluorescein Izotiocianátot  (FITC) tartalmaz.  A FITC jelölőanyag 

kapcsolómolekulán  keresztül  kovalensen  kötődik  a  nukleotidokhoz. 

Rövid duplaszálú RNS-ek  (Wyllie és mtsai.) más néven kis interferáló 

RNS-ek  (small  interfering  RNA,  siRNA)  emlős  sejtekbe  történő 

bejuttatása célzott mRNS szekvenciák specifikus gátlását okozza.  Ez a 

mRNS-ek által kódolt fehérjék  expressziójának csökkenéséhez vezet. Az 

RNS  interferencia  (RNAi)  hatása  több  sejtosztódást  követően  is 
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detektálható lehet. Az siRNS-nek ezek a tulajdonságai teszik rendkívül 

hatékonnyá  a  célszekvenciák  expressziójának  gátlásában.  A  Label  IT 

RNAi  Delivery  Control  szekvenciája  nem  homológ  egyetlen  ismert 

emlős génnel sem és nincs tudomásunk róla, hogy befolyásolná a sejtben 

végbemenő folyamatokat. Úgy tervezték, hogy az  in vivo vagy  in vitro 

RNAi  kísérletek  során  optimális  legyen  a  dsRNS  oligonukleotidok 

bejutása és láthatóvá tétele (Mirus Bio Co., Madison, WI, Lit.# ML039). 

    A TKPTS sejteket TransIT-TKO transzfekciós reagens (Mirus Bio 

Co.,  Madison,  WI)  segítségével  transzfektáltuk.  A  sejteket  24  lyukú 

lemezekre  szélesztettük  24  órával  a  transzfekciót  megelőzően. 4μl 

transzfekciós  reagenst  50μl-re  hígítottunk szérummentes  DMEM/HAM 

F-12 médiummal (Sigma-Aldrich) és 15 percig inkubáltuk. Ezután 15μl 

(1μM)  siRNS-t adtunk  hozzá  és  további  20  percig  inkubáltuk 

szobahőmérsékleten. Ezt követően 250μl szérummentes DMEM/HAM F-

12  médiumot  (Sigma-Aldrich),  majd  cseppenként  a  transzfekciós 

komplexet  adtunk  a  sejtekhez.  Két  órás  inkubálást  (37  °C,  5% CO2) 

követően  a  médiumot  szérummentesre  cseréltük,  majd  további  46  h 

inkubálás  után  a  sejteket  pECFP-N1  plazmiddal  transzfektáltuk  (lásd 

Plazmid transzfekció, Anyagok és módszerek). 24-48h inkubálást (37 °C, 

5%  CO2)  követően  a  CFP  expressziót  fluoreszcens  mikroszkóppal 

detektáltuk.  

EndoG  siRNA  target  szekvencia:  AAAUGCCUGGAACAACCUUGA 

(Dharmacon, Lafayette, CO)

DNáz  I  siRNA  target  szekvencia:  TGACATCGCTGTTATCCAA 

(Dharmacon, Lafayette, CO) 

siCONTROL Non-Targeting siRNA (Dharmacon, Lafayette, CO)
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8. Apoptózis gátlás hatása a transzfekció hatékonyságára
    TKPTS sejteket cink-klorid (Zn-Cl2), aurintrikarbonsav (ATA), zinc N-

acetylcysteine  (Zn-NAC),  pifithrin (PFT) és  benzoilkarbonil-Val-Ala-

Asp-fluorometilketon (Z-VAD-fmk) apoptózis inhibitorokkal kezeltük a 

pECFP-N1 a plazmid transzfekcióját  megelőzően.  A cink-vegyületeket 

kollaboráló  partnerünktől,  Dr.  Richard  B.  Walker-től  (Department  of 

Chemistry  and Physics,  University  of  Arkansas)  kaptuk.  A sejteket  6 

lyukú plate-ekben 5µl különböző koncentrációjú gátlószerekkel kezeltük 

és  médiummal  500  µl-re  egészítettük  ki  az  optimális  koncentráció 

megállapítása  érdekében,  majd  30  perc  inkubálást  követően 

transzfektáltuk a Plazmid transzfekció fejezetben leírtak szerint. Éjszakán 

át inkubáltuk (37 °C, 5% CO2), majd a CFP expresszióját fluoreszcens 

mikroszkóppal detektáltuk.

9. TUNEL assay 
    A TKPTS sejteket  6 lyukú platek-be helyezett steril fedőlemezekre 

szélesztettük,  majd  apoptózis  inhibitorokkal  kezeltük  és  pECFP-N1 

plazmiddal  transzfektáltuk  a  fent  leírtak  szerint.  A sejteket  28 órán át 

inkubáltuk (37 °C, 5% CO2)  a TUNEL assay-t  megelőzően  (Karan és 

mtsai., 2004; Yang és mtsai., 2006).

A  sejtekről  eltávolítottuk  a  médiumot,  PBS-el  mostuk,  majd  4%-os 

paraformaldehid (PFA) oldattal  fixáltuk.  Az assay-t az  in situ  sejthalál 

detektáló  kit   (In  Situ  Cell  Death  Detection  Kit,  Roche  Diagnostics, 

Indianapolis,  IN) segítségével  végeztük  el,  mely  a  fixált  sejtken  kívül 

terminális deoxinukleotid transzferázt (TdT), anti-aktin-FITC prekurzort 

tartalmazott kakodilát pufferben. Az 1 órás, 37°C-on történő inkubálást 

követően  a  sejteket  háromszor  mostuk  PBS-ben.  A  lemezeket  végül 
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DAPI tartalmú ProLong Mounting oldattal (Molecular Probes) fedtük le 

és  3-24  h  sötét  helyen  tartottuk,  majd  fluoreszcens  mikroszkóppal 

detektáltuk.

   Az  in  situ sejthalál  detektáló  fluoreszcens  kit  egyszálú  és  kétszálú 

töréseket ismer fel, amelyek az apoptózis korai szakaszában keletkeznek. 

Ha a fixált és permeabilizált apoptótikus sejteket inkubáljuk a TUNEL 

reakcióeleggyel, amely TdT-t (terminális deoxinukleotid transzferáz) és 

fluoreszcein-dUTP-t (deoxiuridin  trifoszfát)  tartalmaz,  a  TdT  enzim 

katalizálja a DNS egy,-és kétszálú szabad 3’-OH végein a fluorescein-

dUTP  beépülését.  A  fluoreszcens  jel  a  DNS  sérült,  szabad  részeihez 

kapcsolódik,  és  áramlásos  citometriával,  valamint  fluoreszcens 

mikroszkóppal kimutatható.

10. Statisztikai analízis
    A statisztikai analíziseket a Two-way ANOVA és a Student's teszttel 

végeztük el. Az eredményeket az átlag  ± átlag szórása  (mean ± standard 

error of mean, SEM) értékekkel határoztuk meg, a P < 0.05-öt tekintettük 

szignifikánsnak.
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IV. EREDMÉNYEK

1. TKPTS sejtek endonukleáz aktivitása
    Kísérletünk célja az volt, hogy megállapítsuk, hogy a plazmid DNS 

emészthető-e a vese tubuláris epitél sejtekben (TKPTS) lévő, valamint a 

tenyészmédiumba  kiválasztott  endonukleázokkal.  A  tápfolyadékban 

növesztett konfluens sejteket külön-külön összegyűjtöttük. Teljes (total) 

proteint izoláltunk belőlük az Anyagok és módszerekben leírtak szerint, 

majd meghatároztuk fehérje koncentrációjukat. Endonukleáz aktivitásuk 

mérését plazmid hasításos assay-el hajtottuk végre.

    A pBR322 plazmid DNS-ek jelzése: kovalensen zárt, törést, hasítást 

nem  tartalmazó,  cirkuláris,  szupertekercselt  DNS  (C,  cirkuláris),  az 

egyszálú (single-stranded breaks, SSBs) törésekkel relaxált, nyílt, de még 

körkörös DNS (O, open), és a kétszálú lánctörést  (DSB) is tartalmazó 

lineáris DNS (L, lineáris) (3.ábra). Az endonukleáz aktivitás magasabb 

volt  a  fehérje  kivonatban,  mint  a  külső  médiumban,  amiből  arra 

következtethetünk,  hogy  a  plazmid  DNA  lebomlása  főként  a  sejtek 

belsejében  történik.  A  legkompaktabb  a  kovalensen  zárt,  cirkuláris, 

szupertekercselt  DNS  (C),  ezért  ennek  a  formának  a  legnagyobb  az 

elektroforetikus mobilitása az agaróz gélben. Az elektroforézis során ez 

kerül legtávolabb a start  ponttól.  Ezt  követi  a  lánctörést  tartalmazó és 

ezzel  lineárissá váló lineáris  plazmid (L) mobilitása,  míg legkisebb az 

egyszálú hasítást  tartalmazó, nyílt  (O), de még körkörös plazmid DNS 

elektroforetikus mozgékonysága (3. ábra). 

    A  csupasz  plazmid  DNS emlős  sejtekbe  juttatása  (transzfekciója) 

Lipofektaminnal tehető hatékonyabbá. A Lipofektamin egy transzfekciós 
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reagens,  melyet  siRNS  vagy  plazmid  DNS  lipofekciós  beviteléhez 

használnak  in vitro  sejtkultúrákban.  Annak ellenőrzése céljából, hogy a 

Lipofektamin-nak van-e védő funkciója az endonukleázos DNS bontás 

ellen, a pBR322 plazmidot előkezeltünk ezzel a transzfekciós reagenssel 

(Djurovic  és  mtsai.,  2004).  Amint  a  3.  ábra mutatja  a  Lipofektamin 

önmagában nem nyújt  védelmet  a plazmid  DNS-nek a tápfolyadékban 

lévő in vitro endonukleázos bontásával szemben. 

3. ábra. A TKPTS sejt endonukleáz aktivitása.  A sejt extrakt/médium hígítási sora (1-

6): 1:1, 1:5, 1:25, 1:125, 1:625, és 1:3125. O- nyílt kör alakú DNS; L- lineáris DNS; C-  

kovalensen zárt DNS 

2. Az immortalizált és primer sejtek endonukleáz aktivitásának 

összehasonlítása
    A primer  sejtekről  ismeretes,  hogy DNS transzfekcióval  szemben 

ellenállóak  (Stacey és  mtsai.,  1993;  Welter  és mtsai.,  2004; Zhong és 

mtsai., 2005). Annak érdekében, hogy kiderítsük, hogy az “idegen DNS” 

elleni  rezisztencia  összefügg-e  a  primer  sejtek  magas  endonukleáz 

aktivitásával,  összehasonlítottuk  az  immortalizált  TKPTS,  valamint  a 

primer PTE sejtekből izolált proteinek teljes endonukleáz aktivitását.   
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    A  plazmid  hasítás  vizsgálata  a  4.ábrán azt  mutatja,  hogy  az 

endonukleáz  aktivitás  primer  sejtekben  sokszorosa  az  immortalizált 

sejtekben lévő DNS bontásnak. Az endonukleáz aktivitás immortalizált 

sejtekben 25±2 egység/µg protein PTE sejtekben, míg TKPTS sejtekben 

csak  7±3  egység/µg  fehérje.  Ez  a  megfigyelés  alátámasztja  azt  az 

elképzelésünket,  hogy  a  primer  sejtek  rezisztenciája  nagymértékben 

nukleáz  aktivitásuknak  tulajdonítható  feltételezve,  hogy  a  primer  és 

immortalizált sejtek  membránpermeabilitása azonos. 

4.ábra.  Primer,-és  immortalizált  sejtek  endonukleáz  aktivitásának mérése.  pBR322 

plazmid hasítás (plasmid incision assay, PIA) Ca2+  és Mg2+ ionok (2mM CaCl2, 5mM 

MgCl2) jelenlétében.

    

3. Endonukleázok jellemzése PTE sejtekben
    A különböző endonukleázok átfedő kation és pH követelményekkel 

rendelkeznek,  így  összehasonlításuk  nehézségekbe  ütközött  az  egyes 

endonukleázokra hiányos (knockout, KO) egerek megjelenéséig. 
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Korábbi  kutatásunk  során  a  DNáz  I  és  az  EndoG  bizonyult  a  két 

legaktívabb endonukleáznak rágcsálók veséjében  (Basnakian és mtsai., 

2005; Yin és mtsai., 2007). PTE sejteket izoláltunk (vad típusú) WT és 

KO  egerekből,  és  az  izolált  proteineket  plazmid  hasítással  (PIA) 

teszteltük különböző kationok jelenlétében.

Az  eredmények  azt  mutatják,  hogy  a  vad  típusú  egerek  endonukleáz 

aktivitásának  nagyobb  része  Ca/Mg-dependens,  tehát  a  DNáz  I  a  fő 

endonukleáz  ezekben a  sejtekben (5.A.  ábra).  A DNáz I  inaktiválását 

követően  (DNáz  I  KO  egerekből  izolált  sejtek)  a  Mn-dependens 

endonukleáz  a  legaktívabb,  így  az  EndoG-t  tulajdonítjuk  a  második 

legaktívabb vesében lévő endonukleáznak  (Widlak és mtsai., 2001). Az 

EndoG  részleges  inaktiválásával  (heterozigóta  EndoG  KO  egerekből 

izolált sejtek) csökkent Mn-dependens endonukleáz aktivitás is társul, de 

ez nincs hatással  a Ca/Mg-dependens DNáz I  aktivitásra  (ábrán nincs  

feltüntetve). 

    Real-time  RT-PCR-al  megállapítottuk,  hogy  ezen  endonukleázok 

expressziója milyen mértékben csökken KO sejtekben. A kapott adatok 

szerint a homozigóta DNáz I KO egerek esetén a DNáz I aktivitás teljes 

kieséséről (95-100%) beszélhetünk és a heterozigóta EndoG 60-70 %-os 

kieséséről EndoG KO egérvese esetén (5.B. ábra).
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5.ábra. Endonukleázok aktivitása és kifejeződése primer tubuláris epitél sejtekben.

A. függőleges sor: O- nyílt kör alakú DNS; L- lineáris DNS; C- kovalensen zárt DNS;  

D-  lebontott  DNS;  vízszintes  sor:  kontroll  nem-emésztett  pBR322  DNS;  Ca-  2mM  

CaCl2, pH 7.5; Mg- 2mM MgCl2, pH 7.5; CM- 2mM CaCl2 + 2mM MgCl2; Mn- 2mM 

MnCl2, pH 7.5; E5- 2mM EDTA, kationmentes, pH5 (DNase II aktivitás mérésére). 

B. n=4, *p<0.001
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4. Inaktivált DNáz I és csökkentett aktivitású EndoG szerepe a 

DNS transzfekcióban
    A  DNáz  I  inaktiválásával  és  az  EndoG  aktivitás  csökkentésével 

befolyásolhatjuk  a  primer  sejtekbe  történő  DNS  transzfekciójának 

hatékonyságát. Hogy megvizsgáljuk ezt a lehetőséget cián fluoreszcens 

proteint (CFP) kódoló pECFP-N1 plazmiddal transzfektáltunk WT és KO 

sejteket.  A  6.A. ábrán látható, hogy két, 24 és 48 órás inkubálási időt 

használtunk transzfekciót követően. A CFP expressziója A DNáz I KO 

sejtekben szignifikánsan magasabb, mint a WT sejteben (24h: 21±5% vs. 

8±5%  transzfektált  sejt,  n=3,  *p<0.013;  48h:  32±6%  vs.  18±5% 

transzfektált sejt, n=3, **p<0.025).

    Mivel 48 h inkubáláskor  magasabb volt  a sejtek transzfekciójának 

hatékonysága,  így ezt választottuk a  6.B. ábrán bemutatott  kísérlethez, 

amikor  WT  és  EndoG  KO  sejteket  transzfektáltunk  ugyanazzal  a 

plazmiddal.  A  CFP  expressziója  a  pECFP  plazmid  transzfekcióját 

követően  EndoG  KO  sejtekben  szignifikánsan  magasabb,  mint  a  WT 

sejtekben. (19±5% vs. 8±5% CFP-pozitív sejtek, n=6, *p<0.001).  

Ezek  az  eredmányek  az  bizonyítják,  hogy az  endonukleázok  jelenléte 

csökkenti, hiánya pedig növeli a DNS transzfekció hatékonyságát.
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6.  ábra.  A  primer  sejtek  plazmid  transzfekciójának  hatékonysága  aktív/inaktív  

endonukleázok jelenlétében.

5. Az RNS interferencia transzfekcióra gyakorolt hatása
    Az  endonukleáz  inaktiválás  transzfekciót  fokozó  hatásának  igazolására 

siRNS-eket  használtunk  ezen  endonukleázok  “csendesítésére”  (silencing). 

TKPTS sejteket kezeltünk DNáz I-, EndoG vagy mindkét siRNS-el, majd 

pECFP-N1 plazmiddal transzfektáltuk.

EndoG  siRNS  target  szekvencia:  AAAUGCCUGGAACAACCUUGA 

DNase  I  siRNA  target  szekvencia:  GACATCGCTGTTATCCAA, 

(Dharmacon,  Lafayette,  CO). Az siRNS kezelt  sejtek (DNáz I,  EndoG 

vagy  DNáz  I+EndoG)  szignifikánsan  magasabb  plazmid  transzfekciót 

mutattak,  mint  az  siRNS  kontroll  (8.8%  vs.  2.4%  of  pECFP-N1 
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transzfektált  sejtek,  *p=0.001)  vagy  csak  a  transzfekciós  reagenssel 

kezelt (TKO) kontroll sejtek (7.ábra). 

Az  eredmények  bizonyítják,  hogy  az  endonukleázok  bármelyikének 

“csendesítése”  jelentős  mértékben  növeli  a  tubuláris  epitél  sejtek 

transzfekciós hatékonyságát.

7. ábra. A plasmid transzfekció hatékonysága TKPTS sejtekben  EG siRNS, DNáz I  

siRNS és  EG+DNáz I  siRNS kezelést  követően. TKO- TransIT-TKO Transzfekciós 

Reagens; control siRNA- siCONTROL Non-Targeting siRNA. 

6. Az EndoG inaktiválás RNS transzfekciót fokozó hatása
    A DNáz I-el ellentétben az EndoG nukleáz mind a DNS, mind az RNS 

lebontására  is  képes  (Kalinowska  és  mtsai.,  2005).  Következésképpen 

anti-DNS aktivitása mellett  az EndoG fontos szerepet játszhat a sejtek 

RNS transzfekciójában is. Ennek kiderítésére EndoG KO és WT sejteket 

transzfektáltunk fluoreszcens-jelölt  siRNS-el  (Label  IT RNAi Delivery 
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Control  shRNA,  Mirus  Bio  Co.,  Madison,  WI).  A  Label  IT  RNAi 

Delivery  Control  fluoreszcensen-jelölt  duplaszálú  RNS  duplexeket 

tartalmaz,  melyek  hosszúsága,  töltése  és  konfigurációja  az  RNAi 

vizsgálatokban szereplő standard siRNS-ével megegyező.

A 8. ábra bemutatja, hogy 48h inkubálást követően az EndoG KO sejtek 

transzfekciós  rátája  a  WT sejtek  kétszerese  (14±2 vs.  29±4  önkényes 

fluoreszcencia  egység/sejt,  n=3,  *p<0.01).  A  sejtmagot  DAPI-val  kék 

színűre  festettük.  Ez  a  megfigyelés  arra  utal,  hogy  az  EndoG  nagy 

valószínűséggel  kettős  szerepet  játszik  a  gazdasejt  védelmében  az 

“idegen” DNS és RNS ellen. 

             

8. ábra.  A primer sejtek RNS transzfekciójának hatékonysága aktív (WT) és inaktív  

(KO) EndoG jelenlétében
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7. Extracelluláris DNáz I inaktiválás hatása a transzfekcióra 
     Míg  az  EndoG teljes  mértékben  intracelluláris  enzim  a  DNáz  I 

szekréciós  enzim  (Lacks,  1981).  Az  extracelluláris,  szekterált  DNáz  I 

transzfekcióban  betöltött  szerepének  meghatározása  céljából  G-aktin-t 

használtunk.  A  G-aktin  a  DNáz  I  specifikus  és  irreverzibilis 

inhibitoraként  ismert  (Lacks,  1981),  nincs  toxikus  hatással  a  sejtekre, 

azokba nem lép  be és  így  felhasználható  arra,  hogy az  extracelluláris 

DNáz I-re hatva kiküszöbölje annak hatását. 

    TKPTS  sejteket  G-aktinnal  kezeltünk  0  -  2  mg/ml  koncentráció 

intervallumban. A kezelést követően az endonukleáz aktivitást  plazmid 

hasítási teszttel határoztuk meg (9.A. ábra). Teljes aktivitás gátlást a G-

aktin 1 mg/ml koncentrációjánál értünk el (n=4, *p=0.018, **p=0.0052, 

***p=0.006). 

    Második kísérletünkben TKPTS sejteket kezeltünk 1 mg/ml G-aktinnal 

vagy  kontrollként  1  mg/ml  albuminnal,  majd  pECFP  plazmiddal 

transzfektáltuk  a  sejteket  (9.B. ábra).  Nem találtunk különbséget  a G-

aktin  és  a  kontroll  albuminnal  kezelt  sejtek  közötti  transzfekciós 

hatékonyságban  (15±5 vs.  15±8% CFP-pozitív  sejt,  n=6),  amiből  arra 

következtethetünk,  hogy  az  extracelluláris  DNáz  I  nincs  hatással  a 

transzfekcióra  és  nagy valószínűséggel  nem vesz  részt  a  DNS ellenes 

sejtvédekezésben.
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9. ábra. Az extracelluláris DNáz I nincs hatással a DNS transzfekció hatékonyságára.  

8.  Génbevitel  hatékonyságának  növelése  az  apoptózis 

gátlásával 
    Irodalmi  utalások történtek  arról,  hogy a  bejuttatott,  idegen  DNS 

apoptózist indít el és a sejt endonukleázai aktiválódnak  (Nur és mtsai., 

2003; Stacey és mtsai.,  1993), de az apoptózis gátlását  nem kísérelték 

meg  felhasználni  a  génbevitel  hatékonyságának  növelésére.  Számos 

módszer ismert az apoptótikus sejtek azonosítására (Afanasyev és mtsai., 

1993; Bryson és mtsai., 1994; Darzynkiewicz és mtsai., 1992).

    Az endonukleolízis az apoptózis kulcsfontosságú biokémiai folyamata, 

ami  a  DNS  oligonukleoszóma  méretű  feldarabolódását  okozza.  Ezt  a 

folyamatot  gyakran  használják  az  apoptózis  elektroforetikus 

detektálására. Ez az eljárás viszont nem szolgál információval az egyedi 

sejteket  illetően,  sem a  sejtapoptózis  szöveti  lokalizálódásáról,  sem a 

sejtdifferenciációval  való  összefüggéseiről.  Az  apoptózis  ilyen  jellegű 

vizsgálata a DNS szál törésének enzimatikus in situ jelölésével érhető el. 
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DNS  polimeráz,  valamint  terminális  nukleotid  transzferáz  (TdT) 

használatos  a  jelölt  nukleotidok  és  a  DNS  szál  törésének  eredeti 

helyzetben történő összekapcsolására (Gold és mtsai., 1994; Gorczyca és 

mtsai., 1993; Sgonc és mtsai., 1994; Zager és mtsai., 1994).

    A “tailing” reakció, amit a TdT enzim katalizál TUNEL assay-ként 

(TdT-mediated dUTP nick end labeling) is ismeretes (Gavrieli és mtsai., 

1992; Mochizuki és mtsai., 1994; Portera-Cailliau és mtsai., 1994; Sgonc 

és mtsai.,  1994). Segítségével fluoreszcens jelzést hordozó nukleotidok 

építhetők a hasítást tartalmazó DNS-be. Jelentős előnye a DNS polimeráz 

által katalizált in situ nick transzlációval (ISNT) szemben, hogy nagyobb 

jelölési sűrűség érhető el, a reakció kinetikája gyorsabb, mint az ISNT 

esetén, valamint a TUNEL metodika specifikusabb az apoptótikus, minta 

a nekrotikus sejtekre, ezért az apoptózist elkülöníti a nekrózistól.

    Kísérletünk során az apoptózis inhibitorainak alkalmazásával gátoltuk 

az  idegen  anyag  által  kiváltott  apoptózist,  amit  TUNEL-assay-vel 

detektáltunk.  Ezzel  indirekt  módon gátoltuk  az  érintett  endonukleázok 

aktivitását, majd plazmid-transzfekciót követően vizsgáltuk a génbevitel 

hatékonyságát. 

    TKPTS sejteket aurintrikarbonsav (ATA), cink-klorid (ZnCl2), zinc N-

acetilcisztein (Zn-NAC), pifithrin (PFT) és benzoilkarbonil-Val-Ala-Asp-

fluorometilketon  (Z-VAD-fmk)  apoptózis  inhibitorokkal  kezeltük 

pECFP-N1 plazmidtranszfekciót  megelőzően (Anyagok és módszerek). 

Az inkubálást követően a CFP expresszióját fluoreszcens mikroszkóppal 

detektáltuk.  A  10.A.  ábrán látható,  hogy  a  kezelt  sejtek  a  kontroll 

sejtekhez képest szignifikánsan magasabb, közel kétszeres  transzfekciót 

mutatnak (ATA: 7±1.3%, Zn-Cl2: 7.3±1.3%, Zn-NAC: 7.3±1.3% versus 

H2O kontroll: 3.6±0.5%; PFT: 6.7±0.9%, Z-VAD-fmk: 7.1±0.5% versus 
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4±0.5% DMSO kontroll, p < 0.02, n=4). A bejuttatott idegen anyag, ez 

esetben  a  plazmid  DNS  apoptózist  indukál,  ami  TUNEL  assay-vel 

detektálható  (10.B  ábra).  A  különböző  gátlószerek  -beleértve  a  ATA 

univerzális  endonukleáz  gátlót-  az  apoptózist  bizonyos  mértékben 

csökkentették (ATA: 2.8±0.4%, Zn-Cl2: 2.1±0.5%, Zn-NAC: 2.2±0.5% 

versus H2O+pECFP-N1 kontroll:  4±0.4%; PFT: 3.9±1%, Z-VAD-fmk: 

1.5±0.4%, versus DMSO+pECFP-N1: 6.9±1.9%, p < 0.01, n=4). 

A  kapott  értékekből  arra  következtethetünk,  hogy  az  apoptózis 

folyamatában részt vevő elemek speciális gátlásával a génbevitel esélyei 

növelhetők.
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10. ábra. Az apoptózis-inhibitorok hatása a DNS transzfekcióra és a sejthalálra. A 

TKPTS sejteket mindkét panelben 10nM ATA, 10µM ZnCl2, 3µM Zn-NAC, 50µM 

PFT, 100µM Z-VAD-fmk hozzáadásával kezeltük.
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V. MEGBESZÉLÉS

  

    Kísérleteink arra irányultak, hogy a DNáz I és az EndoG aktivitásának 

csökkentésével megvédjük a gazdasejtbe bejuttatni kívánt “idegen” DNS-

t.  A  génterápiák  problémájának  e  látszólagosan  egyértelmű 

megközelítése,  vagyis  az  endonukleáz  enzimek  sejtvédő  hatásának 

kikapcsolása  nem  merült  fel  korábban,  egy  beszámolótól  eltekintve, 

amely egy másik endonukleázzal, a DNáz gammával kapcsolatos (Wilber 

és mtsai., 2002).

    Korábbi adataink alapján a DNáz I-et tekintjük a legjelentősebb és az 

EndoG-t pedig a második legjelentősebb endonukleáznak vesesejtekben 

(Yin  és  mtsai.,  2007).  A plazmid,  -  és  az  idegen  DNS bejuttatható  a 

sejtekbe, de endonukleolitikus támadásnak vannak kitéve a sejten belül és 

kívül is. A Lipofektamin növeli a transzfekciók hatékonyságát, de nem 

védi a plazmid DNS-t az endonukleázok lebontásától. A sejtekben lévő 

endonukleáz aktivitás magasabbnak bizonyult a sejtek által kiválasztott, 

médiumban megjelenő endonukleáz aktivitásnál. 

   Megfigyeltük,  hogy  a  plazmid  incision  assay  által  kalkulált  teljes 

endonukleáz  aktivitás  szignifikánsan  magasabb  volt  primer  PTE 

sejtekben,  mint  immortalizált  TKPTS  sejtben.  Ez  magyarázatul 

szolgálhat  primer  sejtkultúrák  transzfekció  elleni  rezisztenciájára,  amit 

számos  esetben  leírtak  korábban  (Stacey  és  mtsai.,  1993;  Welter  és 

mtsai., 2004; Zhong és mtsai., 2005). Ezek a megfigyelések korrelációba 

hozhatók  korábbi  adatainkkal,  miszerint  vesekivonatok  endonukleáz 

aktivitása magasabb a primer sejtekénél (Basnakian és mtsai., 2005), ami 

ahhoz a konklúzióhoz vezet, hogy az endonukleáz aktivitás a következő 

sorrendben csökken: 
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Vese sejt > primer sejt> immortalizált sejt.

   Gének bejuttatása a vesébe és veséből izolált primer sejtekbe sokáig 

megoldatlan problémát  jelentett  a magas  DNáz szintnek köszönhetően. 

(Basnakian  és  mtsai.,  2005;  Djurovic  és  mtsai.,  2004;  Kalinowska  és 

mtsai.,  2005).  Más  primer  sejtek  transzfektálhatósága  is  ugyanilyen 

gondot  jelentett,  mivel  a  hatékonyság  növelése  speciális  technikákat 

igényel a sejtek rezisztenciájának legyőzése érdekében. Ez a nehézség a 

primer makrofágoknál is fennáll (Stacey és mtsai., 1993), amelyek magas 

DNáz  aktivitásukról  ismeretesek.  Rádiófrekvenciás  elektroporáció 

nemrég  hatékonynak  bizonyult  primer  chondrocyták  esetén  (Welter  és 

mtsai.,  2004).  Primer  szarvasmarha  endotél  sejtek  transzfektálhatók 

lineáris  PEI-PEG-PEI  triblock  kopolimerek  használatával  (Zhong  és 

mtsai., 2005).

    A mi stratégiánk az idegen gének sejtekbe történő bejuttatására  az 

internalizált plazmid DNS és siRNS túlélésén alapul. Ezt bizonyítja az az 

eredményünk,  hogy  a  DNáz  I  KO  és  az  EndoG  KO  sejteknek 

szignifikánsan magasabb a transzfekciós rátája a WT sejtekénél. Továbbá 

EndoG KO sejtekben a fluorescens siRNA transzfekció magasabb, mint a 

WT sejtekben.  Ez  arra  utal,  hogy az EndoG-nek kettős  szerepe van a 

sejtvédekezésben:  amellett,  hogy lebontja az idegen DNS-t,  megvédi  a 

sejteket a DNS és RNS felvételtől. 

    Az extracelluláris  DNáz I gátlása G-aktinnal nincs hatással a DNS 

transzfekció hatékonyságára jelezve,  hogy az intracelluláris  DNáz I az 

elsődleges  molekuláris  szereplője  az  idegen  DNS-elleni  gazdasejt 

védelemnek.  Bár  nem  kérdéses,  hogy  az  endonukleázok  fontos/döntő 

szereppel  bírnak  az  “idegen”  és  saját  DNS  (pl.  apoptózis,  nekrózis) 

lebontásában,  mégis  felmerül  a  kérdés,  hogy  egyéb  sejtfaktorok  részt 
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vesznek-e  az  örökítőanyagok  degradációjában,  befolyásolva  a 

transzfektálhatóságot.

Kísérletesen  alátámasztottuk,  hogy  a  vesében  a  DNáz  I  szükséges  az 

EndoG indukálásához  (Yin és mtsai.,  2007). Okkal gondolhatjuk, hogy 

ez a két endonukleáz együttműködhet a sejt védekezésében.

    Az apoptózis  a  szervezet  homeosztázisának  fenntartására  irányuló 

folyamat,  számos fiziológiai esemény résztvevője. Külső jellel indukált 

formája  sokféle  lehet,  de  mind  közül  a  legszélesebb  körben  ismert 

tulajdonsága a genomikus DNS lebomlása.  A hasításért felelős enzimek 

azonosítása  vita  tárgyát  képezi.  Számos  endonukleázt  írtak  le,  mint  a 

fragmentációért  felelős  enzimet,  például  a  thymocyták  Ca2+-Mg2+-

dependens endonukleázait  (Montague és mtsai., 1994; Pandey és mtsai., 

1997;  Peitsch  és  mtsai.,  1993;  Shiokawa  és  mtsai.,  1994).  a  Mg2+-

dependens, Ca2+-independens endonukleázok humán myeloid sejtvonalak 

apoptózisában  vesznek  részt  (Kawabata  és  mtsai.,  1997).  Az 

endonukleázok lehetnek caspase-aktiváltak, vagy részt vehetnek caspase-

independens  apoptózisban  (Padron-Barthe  és  mtsai.,  2007).  Annak 

eldöntése,  hogy  egy  adott  endonukleáz  DNS  bontása  mely  sejt 

apoptózisának melyik  részét teszi ki,  további kísérletek tárgyát  képezi. 

TKPTS  sejteken  folyatott  kísérletünkkel  az  apoptózis  fontos 

résztvevőinek,  a  nukleázok  aktivitását  gátoltuk  és  ezzel  a  génbevitelt 

könnyítettük meg.

      Összefoglalva  eredményeink  tükrözik  a  DNáz  I  és  EndoG 

sejtvédekezésben betöltött szerepét a génbejuttatás szempontjából primer 

tubuláris epitél sejtek esetén. A jövőben szeretnénk tisztázni, hogy a két 

endonukleáznak  milyen  a  kölcsönhatása  és  együttműködésének 
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természete. Az endonulkeázok ideiglenes és célzott gátlása új lehetőséget 

nyújthat a DNS stabilitás javítására génbevitel folyamán. 
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IX. SUMMARY

Gene delivery to kidney cells is essential  for the development of gene 
therapy  of  nephropathy.  Maintaining  DNA  stability  is  crucial  for 
successful  gene  delivery.  Endonucleases  are  known to  play  a  role  in 
degrading  “foreign”  DNA imported  to  the  cell.  However,  what  these 
DNases are and whether inactivation of these enzymes can improve gene 
delivery has not been examined. We have recently shown that two pro-
apoptotic  endonucleases,  deoxyribonuclease  I  (DNase  I)  and 
endonuclease G (EndoG) are responsible for more than 90% of the total 
endonuclease  activity  in  mouse  kidney.  Since  primary  cells  are 
notoriously resistant  to  transfections,  we studied DNA stability  during 
gene delivery to primary renal tubular epithelial cells isolated from mice. 
We found  that  as  compared  to  immortalized  mouse  tubular  epithelial 
(TKPTS)  cells,  primary  cells  had  higher  total  endonuclease  activity. 
Endonuclease activity was present both in total cellular protein extracts 
(DNase I, EndoG and other DNases) and in culture media (mainly DNase 
I).  Pre-treatment  with  Lipofectamine  did  not  protect  plasmid  DNA 
against in vitro digestion by endonucleases. DNase I- or EndoG-deficient 
primary  tubular  epithelial  cells  isolated  from  knockout  mice  showed 
significantly  higher  rate  of  transfection  by  Lipofectamine-packed 
pECFP-N1 plasmid  DNA than  wild-type  cells.  We examined  whether 
specific  inhibition  of these endonucleases  may improve DNA stability 
during  gene  delivery.  The  transfection  efficiency  was  increased  by 
apoptosis  inhibitors.  Complete  inhibition  of  extracellular  (secreted) 
DNase  I  by  G-actin  did  not  improve  plasmid  transfection,  which 
indicates that only intracellular DNase I is important for DNA stability. 
These data demonstrate the important role of the cytotoxic endonucleases 
in host cell  defense against gene delivery in primary tubular epithelial 
cells. 
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