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Transfer somatic de gene cu vectori lentivirali

Manipularea farmaco-genetica a sistemului nervos central combina cu
succes actiunea rapida a aplicarii selective a medicamentelor cu specifi-
citate de regiune si tip celular a transferului somatic de gene. Dezvoltarea
rapida a efectelor induse de medicamente previne schimbarea expresiei
compensatorie de gene acompaniatd cu inlocuire de gene. In experie-
mentele noastre vrem sd schimbdm functional alela floxat si insensitiv
la Zolpidem a subunititii y, a receptorului GABA, in bulbul olfactiv
al unui soarece transgenic cu coexpresia subunitatii tipului silbatic cu
recombinaza Cre. In prezenta benzodiazepinelor functia celulelor tinta
va fi alterat selectiv, asigurdnd o metoda noud pentru testele compor-
tamentale. Ca parte a acestui studiu am subclonat cu succes gena Cre
intr-un sistem lentiviral de expresie de gene si am injectat particulii
expresand Cre in regiunea CA3 a hipocampului la soareci. Expresia de
Cre a fost detectat prin immunohistochimie, indicand structura intactd a
recombinazei Cre expresate.

Cuvinte cheie: farmaco-geneticd, Cre-recombinazd, receptor GABA , refea
neuronald
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Egy halozat miikodésének megismeréséhez sziikséges az
alkoté elemeinek funkciondlis elkiilonitése, és az egyes ele-
mek izolalt szerepének tisztazasa. Erre egy lehetséges mod,
ha moédositjuk egy kérdéses elem miikodését, majd a meg-
valtozott miikodés hatasaibol kovetkeztetiink eredeti funk-
cidjara. A neuronalis halézati elemek miikodése tobbféle
képpen is megvaltoztathato, példaul genetikai vagy farma-
koldgiai mddszerekkel, vagy ezek kombinacidjaval.

A genetikai modszerek dltalanosan haszndlhatdk, hiszen
barmely fehérje miikodése megvaltoztathaté valamilyen
modon, kddold génjének atrendezésével. A modszer azon-
ban gyakran sulyos korlatokba titkozik. Egyszertibb esetben
a genetikai valtozasbdl eredé megvaltozott funkcié mar a
korai egyedfejlédéstdl kifejti hatasat, de még az indukalhato
rendszerek esetében is, az Gjonnan indukalt fehérje teljes
mértéki expresszidjahoz sziikséges id6 elegendd lehet mas
gének kompenzacios jellegli génexpresszios valtozasainak
beinduldsdhoz. Ez végs6 soron egynél tobb funkcio egyidejii
valtozasat okozza, ami a kisérleti eredmények kiértékelését
nehézkessé teszi.

Ezzel szemben, a farmakoldgiai modszerek specifikusan
a célfehérje mikodését megvaltoztatd kémiai anyagokat
alkalmaznak, melyek igen gyorsan és gyakran reverzibilisen
hatnak, de mégsem alkalmazhatéak altalanosan, mivel a
specifikusan haté farmakonok szdma korlatozott. Ezenkiviil
problémat jelenthet a farmakonok célzott, sejttipus-fiiggs és
anatomiailag lokalizalt célbajuttatdsa is.

A farmako-genetikai eljdrdsok 6tvozik a farmakoldgiai
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Somatic gene transfer by lentiviral vectors

Pharmaco-genetic manipulations of the CNS successfully combine the
rapid action of selective drug applications with the region- and cell type-
specificity of somatic gene transfer. The fast onset of the drug-induced
effects also circumvents the compensatory gene expression changes
accompanied with gene replacements. In our experiments we aim to
functionally replace the floxed zolpidem-insensitive allele of GABA,
receptor Y, subunit in the olfactory bulb of a transgenic mouse by co-ex-
pressing the wild type y, subunit with Cre-recombinase. In the presence
of benzodiazepines the functions of the targeted cells will be selectively
altered, providing a plausible platform for behavioural tests. As part of
this study I successfully subcloned the Cre gene into a lentiviral gene
expression system and injected Cre expressing particles into the CA3
region of the mouse hippocampus. The Cre expression was detected by
immunohistochemistry, indicating the intact structure of the expressed
Cre-recombinase.
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beavatkozasok gyors kinetikajat a szomatikus genetikai
modszerek idében és térben lokalizélt alkalmazhatosagaval,
illetve sejttipus specificitiasaval. Egy lehetséges farmako-
genetikai kisérleti elrendezés az, ha létrehozunk egy olyan
lokalizalt genetikai valtozast, amely fenotipikus szinten
hatdanyag adasa nélkiil nem manifesztalodik, de farmakon
adagoldsaval a célfehérje és azon keresztiil az idegsejt m(iko-
dése megvaltoztathato. A modszer alkalmazhatdsagat sajnos
sztikiti az a tény, hogy csak olyan fehérjék vizsgalhatok ilyen
modon, amelyekre létezik specifikusan hat6 farmokon.
Munkdank soran az egéragy szaglogumojanak neuronalis
halézataiban a GABAerg gatlosejtek szerepét szeretnénk
farmako-genetikai moddszerekkel vizsgalni. Valasztasunk
azért esett a szaglogumora, mert viszonylagos szerkezeti és
funkcionalis egyszertisége révén konnyebb a kézponti ideg-
rendszer alapveté halozati funkcidinak feltardsa. A GABA
(y-amino-vajsav) az emlds kozponti idegrendszer f6 gatld
neurotranszmittere mely ionotrép GABA, és metabotrép
GABA, receptorokon fejti ki a hatdsit. Az ionotrop
GABA, receptoroknak eddig Osszesen 19 alegységét irtak
le [7]. A funkciondlis csatorndk heteropentamer szerke-
zetliek, és altaldban hdrom kiilonbo6z6 alegységtipus épiti
fel 6ket. A leggyakoribb elrendezédés az [a (B, ,1,[y,.]),
sztochiometriai képlettel irhato le, de egyes esetekben a y
alegységet a §, €, vagy 1, mig a [ alegységet az 0 alegység
helyettesitheti [14, 5, 3]. Munkank soran kihasznaltuk, hogy
a GABA, receptorok nyitasi frekvencidjat megnovelhetjilk
benzodiazepinek adagoldsaval, ami a megnovekedett Cl
aramok hatasara a célsejt hiperpolarizaciéjahoz vezet [11].
Abenzodiazepinekaza ,, ésay, , alegységek dltal kozosen
létrehozott kotéhelyeken hatnak [15]. Az altalunk hasznalni
kivént zolpidem hatdsahoz a GABA, receptorban gyakran
eléforduld vy, alegység sziikséges [20]. A fentiek alapjin a
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y: alegység benzodiazepinnel torténé farmako-genetikai
manipuldcidjatdl, céljainknak megfeleléen robusztus élet-
tani hatas kivaltasat varjuk.

Kisérleteinkhez azért valasztottuk az egér fajt, mert a pat-
kannyal ellentétben, ebben a fajban megoldott az dssejtekbdl
torténd egyed-klonozas, lehetdséget adva Gsszetett genetikai
elrendezések létrehozasdra. Az dltalunk hasznalt egértorzs-
ben a GABA, receptor y, alegység, a vad tipustdl eltérden,
benzodiazepin érzéketlen pontmutans (77. amindsavat izo-
leucinrdl fenil-alaninre cserélték) alléljanak egy nélkiilozhe-
tetlen exonjat, azonos allasu loxP inszerciok veszik kortil [4].
Mivel ez a két darab transzgénikus technikéval bevitt rovid
inszercid intron szekvenciakban helyezkedik el, fenotipikus
valtozast nem okoz. Amennyiben ezen mutdns éllat bizo-
nyos sejtjei a loxP szekvencidkra specifikus Cre rekombinaz
fehérjét expresszaljak, akkor a benzodiazepin inszenzitiv y,
alegység génjének funkcidvesztést okozd részleges delécioja
kévetkezik be. Ha a Cre enzim termeltetése mellett azt is
meg tudjuk oldani, hogy a genetikai manipulacié egy vad
tipusu (benzodiazepin érzékeny) y, alegységet is bevigyen a
megfert6zott sejtek genomjaba, akkor a vad tipusu allél 4tve-
szi a torolt mutdns allél szerepét, és igy a genotipus véltozasa
permissziv koriilmények kozott fenotipikusan nem jelenik
meg, azaz az allat normdlis viselkedést mutat. Restriktiv
koralmények hatdsara, azaz benzodiazepin adasakor, az
allat sejtjeinek tobbsége nem fog reagalni, de a megcélzott
sejtek benzodiazepin érzékenyek lesznek.

Alapvet§ célunk, hogy az egér szaglogumo szomatikus gén-
transzferrel megcélzott sejtjeiben a benzodiazepin érzéketlen
GABA, receptorokat benzodiazepin érzékeny receptorokra
cseréljilk ki. Ebben az esetben benzodiazepin addsa nélkil
nem tapasztalhatunk élettani valtozast, és a megvaltozott
genotipusu sejtekben a homeosztdzis fenntartasara iranyuld
kompenzdciés génexpresszids véltozdsok sem indulnak be.
Benzodiazepin adagoldsdra viszont, a megcélzott sejtekben, és
kizarolag a megcélzott sejtekben, megnévekedett gatlast valt-
hatunk ki, aminek a szaglds neurondlis hdl6zataira gyakorolt
hatasat szagdiszkrimindcios viselkedési tesztekkel, illetve ret-
rospektiv in-vitro elektrofiziologiai és anatomiai kisérletekkel
értékelhetjiik ki.

A kivant genetikai véltozas kialakitdsahoz az Escherichia
coli P1 bakteriofagjanak Cre/loxP rekombinacios rendszerét
hasznaljuk, amely emlGs sejtekben is képes helyspecifikus
homoldg rekombinacidra [13]. A Cre rekombindz enzim a
DNS-en talalhat6 két 34 bp hosszu felismerési helye (loxP)
kozott hoz 1étre rekombindciot [17, 18]. A loxP szekven-
cia kozépsd nyolc bazisparja nem palindromikus, igy e
rekombindcids szignalok irdnyultsaggal rendelkeznek. Ha
a két szignal a DNS szalon egymassal szemben all, akkor
a Cre enzim a korbevett szekvencia reverzibilis inverzidjat
és reverziojat okozza, mig ha a szigndlok azonos alldsuak,
akkor a kozrefogott régié az enzim hatdsara egy gytird
alaka DNS molekulat képezve kihurkolédik. A kihurkolo-
dott darab idével elvész, ami az igy létrehozott deléciot irre-
verzibilissé teszi [9].

A Cre rekombindz enzim és a vad tipusd y, alegység
génjeinek random genomiilis inszercidjat és e fehérjék

116

expressziojat a retrovirusok csaladjaba tartozd lentivirusokon
alapulé mésodik generdcids on-inaktivalé [10] géntranszfer
vektorokkal szeretnénk megoldani. Ezek képesek meg-
fert6zni osztddo és nem osztddd, posztmitotikus sejteket
[10, 19], illetve lehetévé teszik a széllitott exogén hatdsos
genomi integracidjat [6]. Ahhoz, hogy replikacié képtelen,
de géntranszferre alkalmas lentivirlis partikulum alakul-
jon ki, az alapul szolgaldé human immundeficiencia virus
(HIV-1) replikativ funkciéit kddoldé genomi szekvencidit
torolték, és a géntranszferhez feltétlenil sziikséges géneket
két plazmidra osztottak szét [10].

A pakol6 vektornak nevezett plazmid a kiils6 (kapszid-),
bels6 (core-) proteineket és a géntranszferhez sziikséges
enzimeket kodolo nukleinsav-szekvencidkat (gag, pol, rev)
tartalmazza [10].

A transzfer plazmid a megmaradt virélis elemeken kiviil
a transzgén expresszids kazettdjat (promoter, transzgén) és
exogén eredetll cisz-aktivalé szekvencidkat tartalmaz. A
virdlis szekvencidkat hatdrol6 HIV-1 LTR (long terminal
repeat) szekvencidk hdrom részbél allnak (U3, R, U5) és
tobbek kozott a provirus genomialis integracidjaban, illetve
a virdlis replikdcioban van szerepiik. Az 5° LTR U3 régié
Tat fehérje felismerési szekvencidjat egy citomegalovirus
(CMV) promoterre cserélték, amely a virdlis gének Tat
fiiggetlen expresszidjat teszi lehet6vé [8]. Ezdltal a tat gén
torolhetd volt a HIV-1 genombol, ami a transzfervektor
befogaddképességének novekedésével és virulencidjanak
csokkenésével jart. A tovabbgytlirtiz6 fertézési ciklusok
megakadalyozasara a 3’LTR U3 régioban egy 133 bazispa-
ros deléciot hoztak létre, amely magaba foglal egy TATA
boxot és tobb transzkripcids faktor kitShelyét is [8,23]. Ez a
delécid a reverz transzkripcié soran az 5 LTR templéatjaként
szolgdl, igy a genomba beékel6d6 provirus mar mindkét
végén egy-egy deléciét hordoz. A két delécid lehetetlenné
teszi a tovabbi retrovirdlis transzpoziciokat, illetve ferts-
z68képes partikulumok termel6dését [19, 16]. A deléciok
masik hatdsa, hogy elttinnek a HIV-1 eredeti szabalyozo
szekvencidi, igy a lentiviralis konstrukcié expresszids saja-
tossdgai féként a hordozott expresszids kazetta promoterétsl
fuggnek [6]. Az el6dllithaté virustiter noveléséhez az 5LTR
és a transzgén promotere kozé beiktattak a HIV-1 flap
elemét, amely megnoveli a preintegracidés komplex magi
transzlokdcidjanak hatékonysagat [21]. A transzgén mRNS
téléletidejének meghosszabbitdsdra a HIV-1 poliadenilacios
szignaljat az SV-40 virus large T antigénjének erésebb
poliadenildcids szignaljara cserélték [6], illetve beiktattak
a harkaly hepatitis virus poszttranszkripcionalis szabalyzo
elemét (WPRE) az mRNS 3’ at nem ir6dé régidjaba. Ez
utobbi a viralis RNS magi transzportjat segitve transz-
gén-, promoter- és vektor-fiiggetlen modon, megnoveli
a lentiviralis vektor expresszios szintjét [22]. A vektorban
szintén jelen van a HIV-1 psi enkapszidacios szignilja,
amelyhez képes kotédni a virion nukleokapszid fehérjéje,
lehet6vé téve a virdlis partikulum osszeéptilését [2].

A lentiviralis vektor tropizmusdnak kiterjesztése érdeké-
ben a peploméreket kodolé HIV-1 env gént szintén torolték
[1], és egy kiilonallé6 harmadik plamzidrdl szolgaltatjék a
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vezikuldris stomatitis virus G proteinjének génjét (VSV-G),
amely szamos sejttipus megfert6zését teszi lehetGvé. Az
igy kialakult harom plazmidbdl all6 lentiviralis rendszer
alkalmas a differencialt idegrendszer nem oszt6dé sejtjeit
is transzformdlni képes, de replikdciora képtelen virdlis
partikulumok létrehozésara [10].

Ha humén embriondlis vesesejteket (HEK) e harom
plazmid megfeleléen modositott valtozatival egyszerre
transzfektaljuk, olyan virusszerti partikulumokat kapunk,
amelyek a megfertdzott sejt genomjiba random helyre
inszertaljak a hordozott Cre rekombindz és a vad tipust y,
alegység génjét, de tovabbi fertdzési ciklusra képtelenek.
A fehérjék expresszidjanak lokalizacidjat a viralis injekcio
helyének és a hordozott transzgén promdterének megva-
lasztdsaval hatdrozhatjuk meg. Igy egy bizonyos agyterii-
letre és azon beliil is egy meghatarozott sejttipusra tudjuk
szlikiteni a genetikai manipuldcié kiterjedését és hatasat.

A farmako-genetikai beavatkozashoz sziikséges eszkoz-
tar létrehozasanak elsd lépése a Cre gént expresszaltato
lentiviralis vektor megépitése, és in vivo egér idegsejtekben
val6 tesztelése volt. Ennek részeként immunhisztokémiai
jeloléssel ellendrizziik a konstrukcié integritdsat és a Cre
gén expresszios szintjét.

Anyag és modszer

Plazmid klonozas és a klonozasi eredmények ellenérzése

A plazmidok klénozdsidhoz 100-300 ng plazmidot
emésztettiink a hasznalt restrikcios enzimmel kompatibilis,
egyszeres toménységli emészté pufferben, 37°C-on, 4 dran
keresztiil. Kivételt a BstXI enzim jelentett, amit 55°C-on
inkubéltunk. A defoszforilacidhoz az emésztési elegyeket 1
U/pmol 5 szabad DNS vég - koncentraciéji shrimp alka-
likus foszfatdzzal (SAP) egészitettitk ki az emésztés utolso
ordjdban. A foszfatdz enzimet és a restrikcids enzimekeket
ligalas el6tt 15 perces 65°C-os hékezeléssel inaktivaltuk. A
ligalashoz 10 ul térfogatban 50 ng vektor DNS-t hasznal-
tunk. Az inszertet a vektorhoz képest haromszoros molaris
feleslegben adagoltuk. A ligalds egy molekularis stirités-
nek nevezett eljarassal, 5% PEG-4000 jelenlétében tortént,
22°C-on, 1 6ran 4t. A transzformdcio el6tt a nemkivanatos
rekombindnsokat Gjabb restrikcios emésztésnek vetettiik
ald. Ehhez a ligdtumot kétszeresére higitottuk a megfelel$
egyszeres toménységli emésztési pufferben, és 2 oran at
emésztettitk 37°C-on. Az emésztett ligitum 5 pl-ét transz-
formaltuk 100 pl térfogatd DH5 a kompetens dllapotu E.
Coli sejtbe, majd a koldnidkat ampicillines agarlemezen
12-16 6ran at novesztettitk 37°C-on. A lemezekrdl fiiggetlen
koldnidkat izoldltunk, majd ezekbél 4 ml-es folyadékkul-
turdkat inditottunk, amelyeket erés razatas mellett, 12-16
oran at, 37°C-on novesztettiink ampicillin jelenlétében. A
kultarabol 50 pl térfogatt plazmid DNS preparatumokat
készitettiink szilika-gél alapu centrifugacids gyorskittel. A
teszteld emésztésekhez 2 pl preparatumot emésztettiink 10
ul végtérfogatban, majd az emésztési fragmentek szdmat
1% agardz gélelektroforézissel teszteltiik. A DNS savokat a

gélhez adott 0,5 pg/ml koncentracidju etidium-bromiddal
mutattuk ki, amit Kodak Gel Logic 2200 géldokumentacids
rendszerrel fotéztunk. Az analitikai gélelektroforézishez 13
cm hosszisagi GTG mindségi 1,2% koncentracioju agaroz
gélt hasznaltunk, széles spektrumd molekulasuly-marker
futtatasa mellett. A végs6 plazmid Cre gént tartalmazd régi-
6jahoz 20-mer hossztisagt oligonukleotid primereket szin-
tetizaltattunk, és a szekvenalast kiils6 szolgaltato cégre biz-
tuk. A végsé klonbol a miniprepekkel azonos elven miikodd
kittel pig-os mennyiségli eukaridta transzformdciés mind-
ségli plazmidot preparaltunk.

Lentiviralis partikulumok produkcidja

A 80%-os konfluenciaju HEK sejtvonalat kalcium-fosz-
fat precipitdciés mddszerrel ko-transzfektaltuk a transzfer,
a pakold és a burok fehérjét kddold plazmidok 1:1:1 ardnyt
keverékével [3,22].20 6ra, 37°C, 5% CO, atmoszféran tartd
inkubdlds utan a tenyészt6 oldatot lecseréltitk 5% forskolin
tartalmu friss médiumra. Ujabb 24 6rds 37°C, 5% CO,
atmoszféran torténé inkubdacié utdn a feliiliszot osszegytj-
tottiik, és 800g relativ centrifugdlis erével 5 percig centri-
fugaltuk. Ezt kovetden a feliiluszdt 0,45 pm poérusatmérsjl
PVDF membranon szirtik at, majd a partikulumokat 2
6ran at 20°C-on 89527¢ relativ centrifugalis er6vel tilepitet-
tik. A feliiluszot eldobtuk és a pelletet Gjraszuszpendaltuk
500 pl HANKS oldatban, majd 20%-os szukrdz oldatra réte-
geztiik rd. Ismét két ora centrifugdlds kovetkezett 92752g
relativ centrifugdlis erével, és a feliiliszot ismét eldobtuk. A
pelletet 100 ul HANKS oldatban ujra szuszpendaltuk, majd
egy éjszakdn at 4°C-on hagytuk szuszpendalodni. Az igy
kapott lentiviralis preparatumot 4 ul-enként szétosztottuk,
folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, és tovabbi felhasz-
nalasig -80°C-on téroltuk.

A lentiviralis partikulum in-vivo injekcioja hippocampus
CA3 régidjaba és a Cre expresszio ellenérzése

CP-Ketamin-Xilazin-Piphlophen mélyaltatisban 1évé
sztereotaxids keretbe fogott egér koponyacsontjan megko-
zelitéleg 1,5 mm atmérdjii lyukat fartunk és 100 pm hegy-
atmérdju huzott tivegkapillarissal, mikromotor meghajtasa
hidraulikus fecskendd segitségével megkozelitfleg 2 pl
lentivirdlis preparatumot injektdltunk a hippocampus CA3
régiojaba. Két hét varakozds utan az egereket a fenti mod-
szerrel altattuk, majd 4% paraformaldehid, 15% pikrinsav
tartalmu fixal6 oldattal perfundaltuk és a fixalt agybol 60 pm
vastagsagui koronilis szeleteket vagtunk. Az agyszeleteket
el6szor egérben termeltetett anti-Cre monoklonilis ellen-
anyaggal (1:500), majd Cy3 kapcsolt egér immunglobulin
ellenimdsodlagosellenanyaggal (1:500) immunhisztokémiai
jelolést végeztiink. A jel6lés kiértékelését Olympus BX62
epifluoreszcens mikroszkoppal végeztiik.

Eredmények

A Cre gén szubklonozasa a lentiviralis rendszerbe
Az altalunk elérhet6 forrasbol a Cre gén nem volt koz-
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1. abra. A Cre gén szubklonozésa mdsodik generdcids on-inaktivald lentivirdlis transzfervektorba. A,C-G: A cre gén lentivirdlis transzfervektorba torténd
kiénozésakor felhasznalt, illetve a létrejott plazmidok dtmérdre normalizalt méretaranyos térképe. B: Az Gj multikionozo hely kialakitdsara hasznalt részlegesen

kettdsszald szintetikus oligonukleotid.

vetleniil atklonozhato a lentiviralis transzfer vektorba, mivel
nem a megfeleld restrikcids enzim hasitohelyek vették
koril. Ennek a problémanak a kikiiszobolése végett el6szor
létrehoztunk egy alkalmas multiklonozo hellyel rendelkezd
fogaddvektort, majd ebbe inszertaltuk be a Cre gént, amelyet
igy mar a megfeleld hasitohelyek vették koril és igy tovabb
klénozhattuk a végsé lentivirélis vektorba (1.abra).

A fogaddvektor létrehozdsihoz a pBluescript KSII(+)
plazmid multiklénozé helyét felnyitottuk EcoRI és Xhol
restrikciés endonukledzokkal, majd a kapott fragmenteket
az eredeti plazmid visszaépiilésének megakadalyozasa
végett SAP-zal defoszforildltuk. Az elegyhez hozzaadtuk
egy 5 foszforilalt, talnydld, EcoRI, illetve Xhol komp-
lementer végekkel rendelkezd, szintetikus, kettésszalu
oligonukleotidot, amely az Mlul, HindIII, Sall, BglII,
hasitohelyeket tartalmazta. Mivel a sikeres ligalashoz az is
elég, ha aligaland¢ szdlak koziil csak az egyik foszforildlt, igy
a ligdz enzim a szintetikus oligonukleotid beinszertalasaval
életképes, cirkuldris plazmidot hozhatott létre. Tobb fiig-
getlen klont izoldltunk, és ezeket Pvull, Mlul kett8s emész-
téssel ellendriztiik. A tesztel6 emésztés fragmentjeinek
gélelektroforetikus elvalasztdsa utdn az altalunk kivélasztott,
harom fragmentet ad6 klont pPNEW-MCS-nek neveztiik el.

A kovetkezékben a SV-40 virus large T antigénjének
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magi lokalizacids szignaljaval fuzionalt Cre rekombindz
génjét kivagtuk a rendelkezésiinkre all6 pPGK-Cre-bpA
plazmidbdl az Mlul, Sall hasitéhelyek mentén, majd
ugyanezen enzimekkel felnyitottuk a pNEW-MCS plazmid
multiklénozo helyét is. A kapott négy fragmentet a ligaz
reakcié soran hagytuk szabadon rekombinalédni, majd a
két sziiléi és a nemkivénatos rekombindns reakcidtermé-
ket még a bakterialis transzformacié el6tt felnyitottuk Bcll,
HindIII és Pael enzimek segitségével. Igy csak a szamunkra
elényos rekombindns maradt cirkuldris, és ezaltal képes E.
colit transzformalni. A kapott rekombindnsokat BamHI
enzimmel valé emésztéssel teszteltiik, amely eredménye-
képpen két fragmentet vartunk. Az agar6z gélelektroforézis
alapjan kivélasztott helyes rekombindns plazmidra pCre
néven hivatkozunk.

Utolso 1épésként a szintén rendelkezésiinkre 4ll6 pF[Ub]
[GFP]W lentiviralis plazmidbdl EcoRI-BamHI kett§s
emésztéssel kimetszettilka GFPtranszgént és a pCre plazmid
EcoRI-Bgll emésztési elegyével ligaltuk. Kihasznaltuk azt,
hogy a Cre génfragmentet hatdrolé BglII vég kompatibilis
a pF[Ub][GFP]W vektor szabaddad valt BamHI végével.
A szamunkra nem kivénatos dtrendezédéseket BstXI és
Bsp14071 enzimmekkel linearizéltuk a bakterialis transz-
formacié el6tt. A kapott klénokat Pvul-es emésztéssel



Szomatikus géntranszfer lentiviralis vektorral

ellendriztiik, és a kivalasztott helyes rekombinanst pF[Ub]
[Cre]W plazmidnak neveztiik el.

A lentiviralis transzfervektor ellendrzése

A Kklonozis egyes sikeres 1épéseit jelent$ plazmidokat
ellendrzésképpen djra tesztel emésztésnek vetettik ald,
és a kapott fragmentek méretét nagy felbontasu analitikai
gélelektroforézissel ellendriztitk le DNS molekulasuly-stan-
dard parhuzamos futtatdsa mellett (2. abra). Mivel minden
kapott fragment a gél fizikai felolddsdanak hataran beliil
megfeleld méretinek bizonyult, a pF[Ub][Cre]W konst-
rukciot DNS szekvendltatasnak vetettiik ald. A plazmid az
atszekvenalt régioban az elvart szekvenciat mutatta.

A Cre gén in vivo expresszidja és immunologiai kimuta-
tasa egéragyban

Az altalunk létrehozott lentivirdlis vektor a Cre gént a
human ubiquitin gén promoéterének befolyasa alatt hor-
dozta, ami lehetdvé tette, hogy expresszidjat barmely kony-
nyen megkozelithetd agyteriileten tesztelhessiik. Ezért, az
altalunk preparalt partikulumokat az egér hippocampus
CA3 régidjaba injektaltuk be sztereotaxias mikroinjekciéval.
Az in vivo expressziot immunhisztokémiai jeloléssel bizo-
nyitottunk (3. abra).
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2. abra. A lentivirdlis transzfervektor ellendrzése. A klénozés egyes fazisait
ellendrzd 1,2%-os agardz gél. DNS molekulastly-marker (1., 5. sév), pNEW-
MCS Pvull, Mlul enzimekkel emésztve (2. sdv), pCRE Bamhl enzimmel
emésztve (3. sdv), pF[Ub][Cre]W és Pvul enzimekkel emésztve (4. sdv). A DNS
fragment mellett feltiintetett szimok a molstly-marker fragmentméreteit,
illetve az emésztési fragmentek vart méreteit jelolik bazispar hosszban
megadva.

Neocortex

3.abra. A Crerekombindz lokalizalt lentiviralis expressziéjanak immunhisztokémiai jelolése egér hippocampus CA3 régidjaban. A: Egéragy koronélis metszetének
anatémiai térképe [12]. B: A bekeretezett régi6 Cre elleni ellenanyaggal végzett immunfluoreszcencids jeldlése, a fontosabb anatémiai régick és az injektdlo

kapillaris helyének feltiintetésével.
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Megbeszélés

Kisérleteinkben egy lentivirdlis eredeti szomatikus gén-
transzferre alkalmas vektorrendszer alkalmazdsaval sze-
retnénk azt elérni, hogy benzodiazepin érzéketlen genomi
hatteri egerek szaglogumojaban, génkicserélés hatdsdra,
meghatdrozott anatomiai régiokban, sejttipus specifikus
modon, benzodiazepin érzékeny sejteket hozzunk létre.
A teljes kisérletsor kicsiny, de fontos eleme volt a Cre gén
lentiviralis expresszidja és az expresszié immunoldgiai alapu
ellendrzése. Miutan a Cre gént sikeresen expresszaltattuk, a
kévetkezd szakaszban a meglévé konstrukciok mddositdsa-
val olyan vektorok épitésébe fogunk bele, amely a Cre gén
és a GABA, receptor y, alegység szimultdn expresszidjara
alkalmas. Egy masik feladat az emlitett transzgének sejt-
tipus specifikus termeltetése, amely a megfelel6 promoter
gondos kivalasztdsat, és a lentivirdlis rendszerben valo
miikodésének ellenérzését kivanja meg. Ha mindezek a fel-
tételek adottd valnak, akkor egy igen értékes kutatdsi eszkoz
birtokaba keriilhetiink.

Kovetkeztetések

A Cre rekombindz fehérje sikeres in vivo expresszidja utdn
feltételezhetjiik, hogy a Cre gén integritdsa a lentivirdlis
vektorban ép. Erre enged kovetkeztetni a termel6dott
fehérje immunreaktivitdsa, és nagy nagyitason lathatd, a
fuzionalt magi lokalizacios szignal miatt elvart, magi loka-
lizacié. Ahhoz, hogy a termelt fehérje in vivo rekombindz
funkcidjat is ellendrizni tudjuk még tovabbi kisérletekre
lesz sziikség.
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