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Bevezetés és célkitiizések
A polimeraz lancreakcié (PCR: Polymerase Chain Reaction) egy ciklikus, in

vitro enzimkatalizalt DNS szintetizald eljaras, amely lehetéséget teremt arra, hogy
kimutathaté szintre ndvelhessik a vizsgalni kivant DNS szakaszt (Saiki és mtsai,
1985). A valés idejl, azaz real-time PCR késziilékek kifejlesztésével ma mar ciklusrol
ciklusra nyomon kovethetd a végtermék felsokszorozdodasa, modunkban all a
felsokszorozodasi/amplifikaciéos gorbék — az ugynevezett PCR-kinetikai gorbék —
felvétele, azaz lehetévé valik a PCR termék mennyiségének valds ideji detektalasa
(Higuchi és mtsai, 1992). Ez altalaban fluorometrias modon, valamely arra alkalmas
fluoreszcens jelzési technika (pl.: SYBR Green I, hibridizaciés prébapar, TagMan
proba) hasznalataval torténik. A PCR-kinetikai gorbék elemzése révén a vizsgalni
kivant nukleinsavat illetéen nemcsak kvalitativ, hanem kvantitativ informaciohoz is
juthatunk, ezért nevezheté ez az eljaras kvantitativ PCR-nek (qPCR: quantitative
PCR). Az adott mérési rendszeren beliil ezt az informaciét az ugynevezett attorési
pont, vagy mas néven attérési ciklusszam (crossing point: Cp = threshold cycle: Ct)
adja meg. A Ct azt a ciklusszamot jelenti, ahol a minden egyes PCR ciklusban
detektalt fluoreszcens jel exponencialisan névekedni kezd attdérve a detektalhatésag
hatarat. Ez az 4ttdrési pont annal kisebb PCR-ciklusszamnal jelentkezik, minél tébb
volt a mintaban az adott nukleinsav templat mennyisége (Higuchi és mtsai, 1993).

A gyogyszerkutatas teruletén (is) szamos lehetéség kinalkozik a polimeraz
lancreakcio alkalmazasara. Toébbnyire olyan molekuléris bioldgiai feladatok esetén,
amikor szlkséges egy adott nukleinsav — DNS vagy akar mRNS — mindségi vagy
mennyiségi kimutatasa. Az altalanos molekularis biologiai eljarasok (pl.: cDNS
klénozas, in situ hibridizacid) (Carroll és mtsai, 2003) mellett a PCR kivaléan alkalmas
példaul transzgén allatmodellek ellenérzésére, ahol a bevitt gén jelenlétét és annak
kifejez6dését kell visszaigazolni (Pesquero és mtsai, 2000). Hatasmechanizmus ill.
célpont fehérjék felderitése esetén vagy pl. in vitro toxikoldgiai vizsgalatoknal

alkalmazott microarray (DNS-chip) kisérletek talalatainak validalasara szinte kizarélag
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real-time PCR-t alkalmaznak (Rihn és mtsai, 2000). Ebben az esetben a
génexpresszios microarray eredmeények kiértékelésekor talalatként jelentkezé
génexpresszios szint valtozasokat kvantitativ PCR-rel ellendrzik. Gydgyszerhatéanyag
vagy mas kémiai agens hatasara bekdvetkezd génexpresszié valtozas nyomon
kovetésére vagy target validalasra is hasznalhaté ez a technika (Nellemann és mtsai,
2001). Kvantitativ PCR-rel lehet ellenérizni példaul az RNS-interferenciaval gatolt
génmiikddést az egyes betegségmodellekben (Dorsett és Tuschl, 2004). llyen
kisérleteknél, példaul egy adott fehérjét kddold mRNS-re specifikus Un. siRNS (siRNA:
small interfering RNA) alkalmazasa révén lebomlik az adott mRNS, aminek
mennyiségét real-time PCR-rel lehet meghatarozni. Egy adott indikacié szempontjabdl
relevans génmutaciok vagy SNP-k (Single Nucleotide Polymorphisms) azonositasa,
genotipizalasa is megvaldsithatd ezzel a modszerrel (Twyman és Primrose, 2003). Itt
olyan TagMan probakat alkalmazhatunk példaul, amelyek csak egy adott SNP
jelenléte esetén képesek a PCR termékhez kapcsoldodni és ezaltal detektalni annak
amplifikaciojat.

Real-time PCR-rel vizsgalhaté egy adott sejtvonalba mesterségesen bevitt
gyogyszer célpontot kodold gén (target gén) kifejezé6dése is (Nagy és mtsai, 2003;
Kurké és mtsai, 2005; Kurkd és mtsai, 2006). Ezaltal kivalaszthaté a legmagasabb
expresszidos szinttel rendelkezd rekombinans sejtvonal, amely a tovabbiakban
alkalmas lehet a hatéanyagok funkcionalis vizsgalatara. Ezt az utébbi alkalmazasi
lehetéséget mutatom be doktori értekezésemben gyakorlati példakon keresztil az
alabbiakban target gének esetében:

. Az NMDA (N-metil-D-aszpartat) ionotrép glutaminsav receptorok fontos
szerepet jatszanak a tanulasi és memdria folyamatokban, a idegrendszer
fejlédése soran az idegsejtek vandorlasdban, a kialakul6 szinaptikus
kapcsolatok stabilizaciéjaban, az idegsejtek tulélésében, Gsszefoglaléan a
fejlédési plaszticitasi folyamatokban (Reed és Zukin, 2002). Kozponti
szerepet tulajdonitanak e receptoroknak a kozponti idegrendszert ért

karosodasok soran  bekovetkez6  neurotoxikus  folyamatokban s
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(Ozawa és mtsai, 1998), ezért kiemelkedd molekularis célpontjai a stroke, az

epilepszia, valamint a kronikus fajdalom kezelését célzé
gyogyszerkutatasoknak (Cull-Candy és mtsai, 2001). Az NMDA antagonistak
a kdzponti idegrendszer karosodasai, valamint neurodegenerativ betegségek
kezelésére alkalmas gyogyszerek hatéanyagaiként hasznalhatdk fel, ezért e
receptorok szerkezetének, mikddésének, farmakoldgiai tulajdonsagainak
megismerése alapvet6 fontossagu.

. A Tau, multifunkcionalis mikrotubulus-asszocialt fehérje, szerepet
jatszik a sejtek citoszkeletalis szerkezetének kialakitdsdban és dinamikus
valtozasaban (Geodert és Jakes, 1990), mint pl. a neuronok polaritdsanak
kialakulasaban. A neurofibrilumok 0&sszecsapzodasaval jaré patologias
allapotokban a Tau fehérje hiperfoszforilalodik, cs6kken a mikrotubulusok
iranti affinitdsa. Feltehetéen ez szerepet jatszik az aggregalédasaban, ami
jellemzd egyes neurodegenerativ korképekre, az Un. taupatiakra, mint példaul
az Alzheimer-kér (Grundke-Igbal és mtsai, 1986; Igbal, 2005).

. Szamos kinaz okozhatja a Tau fehérje hiperfoszforilalodasat. A
GSK-3B egy multifunkciondlis prolin iranyitott szerin/treonin protein kinaz,
amely szamos helyen foszforilalhatja a Tau-t és direkt kapcsolat vethet6 fel a
GSK-3p aktivitasa és a Tau foszforilalisaga kézott (Doble és Woodget, 2003).
A plakkok kialakulasa feltehet6en megel6zhet6 a glikogén szintaz kinaz 3
(GSK-3B) aktivitasanak gatlasaval (Ishiguro, 1992).

Munkam soran haromféle, két-két rekombinans fehérjét stabilan és indukalhatd
moddon egyitt expresszald modositott HEK-293 (human embrionalis veseseijt)
sejtvonal kialakitdsdban és karakterizdlasaban vettem részt. Az altalunk létrehozott
két-két rekombinans fehérjét egyltt kifejez6 sejtvonalak az alabbi géneket
expresszaltak:

- patkdny NR1a és NR2A NMDA receptor alegységek;

- patkany NR1a és NR2B NMDA receptor alegységek;

- human GSK-3 és Tau fehérjék.
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Végezetll a célkitlizéseimmel dsszhangban megallapithatd, hogy az altalam
kidolgozott eljarasok alkalmazasaval olyan, magas mRNS expresszios szintekkel bird
sejtvonalak kivalasztasa valt lehetévé, amelyek sikeresen voltak alkalmazhatéak akar

nagy atereszt6képességi funkcionalis szlirévizsgalatokban is.

Az értekezés tézisei
1. A patkany NR2A NMDA receptor alegység példajan keresztil bemutatott

kldnszelekcios eljards soran alkalmazott kvantitativ real-time PCR-rel elvégzett
mRNS szintli génexpresszidés vizsgalatok eredményeképpen sikeresen
kivalasztottam a legmagasabb NR2A mRNS expresszios szinttel rendelkezd
rekombinans sejtvonalat, amely a késdbbiekben kivaléan alkalmas volt a
gyogyszer-hatéanyag jelélt NMDA antagonistak alegység-szelektivitdsanak
vizsgalatara. A kivalasztott, D5/H3 jell sejtvonal esetében 1uM MuA-val torténd
indukciot kdvetéen mértem a legmagasabb NR2A mRNS szintet.

2. A két bemutatott patkany NR2B NMDA receptor alegységet stabilan és
indukalhatd modon expresszaléd sejtvonal d&sszehasonlitasara kidolgozott
kvantitativ. PCR alapi mérési moddszer lehetdséget ad a patkany NR2B
génexpresszié abszolut kvantifikalasara is. A két vizsgalt — A10/C6 és G1 jell —
sejtvonalak esetében 1uM MuA-val torténé indukcidt kovetden mértem a
legmagasabb NR2B mRNS szintet real-time RT-PCR-rel.

3. Olyan, a human GSK-38 és Tau fehérje relativ mRNS szintjeinek gyors,
megbizhatd, kvalitativ és kvantitativ meghatarozasara alkalmas real-time PCR
technikan alapuld, komparativ Ct metodikaval szamolé6 mérési rendszert
dolgoztam ki, amelynek segitségével kivalasztott legmagasabb target
expressziéval rendelkezd sejtvonal a kés6bbiekben kivaléan alkalmas volt a GSK-
3B fehérjén hatd vegylletek in vitro tesztelésére. A kivalasztott H11 jell sejtvonal
esetében 3uM MuA-val t6rténd indukciét kévetéen mértem a legmagasabb human
GSK-3p3 és Tau mRNS szinteket real-time RT-PCR-rel.



Munkank soran sikertlt egy ilyen, modellrendszert |étrehozni, amely alkalmas a GSK-
3B medialta, AD-specifikus (AD: Alzheimer’s Disease) helyeken torténé Tau
foszforilacio vizsgalatara. Ez a rendszer egyszer(, kvantitativ, reprodukalhaté és nagy
atereszt6képességli alternativaja lehet a manapsag alkalmazott tranziensen
transzfektalt vagy primer szOvettenyészeteket alkalmazd technikaknak, ezaltal
kivaldan alkalmazhaté mind az akadémiai alapkutatasban, mind az ipari
gyogyszerkutatasban.

A kivalasztott legmagasabb expresszids szintekkel rendelkezd rekombinans
sejtvonal példajan keresztil mutattam be a human GSK-33 és Tau fehérjék mRNS
szintl kvantitativ génexpresszios vizsgalatat. Itt is vizsgaltam az induktor anyag
transzkripciora gyakorolt hatasat. Azt tapasztaltam, hogy a GSK-33 és Tau mRNS-ek
mennyisége is az indukalé agens koncentracidjaval nétt (Kurké és mtsai, 2006). A
human GSK-3f és Tau fehérjék relativ mRNS szintjeit kétlépéses real-time RT-PCR
technikaval, Fast Start Taq DNS polimeraz, valamint SYBR Green I modszer
alkalmazasaval és a komparativ ACt metodika szerint hataroztam meg, amely az
attorési ciklusszamok kdzvetlen 6sszevetését teszi lehetdvé.

Osszességében elmondhatd, hogy akar az olvadaspont-analizissel
kiegészitett SYBR Green I mddszerrel, vagy a szekvencia-specifikus fluoreszcens
probakkal dolgozd, egy vagy kétlépéses real-time RT-PCR technikakat alkalmazo
vizsgalatokbol szarmazoé adatokbdl kalibracids gorbéket alkalmazo, vagy a komparativ
ACt metodikaval szamolé relativ kvantifikacios modszerekkel, vagy akar az abszolut
kvantifikacios mddszerekkel nyerhetd eredmények kielégitd valaszokat adnak az RNS
szintl génexpresszids vizsgalatokban felmerllé kérdésekre. Talan a legkevésbé
koltség- és munkaigényes eljaras az olvadaspont-analizissel kiegészitett SYBR Green
I modszerrel dolgozé kétlépéses real-time RT-PCR technikakat alkalmaz6 komparativ
ACt metodikaval szamold relativ kvantifikacios modszer, de érdemes megfontolni a
fluoreszcens TagMan probak alkalmazasat is, hiszen manapsag mar elére tervezet és
optimalizalt TagMan préba — primerpar szetteket lehet beszerezni a hatalmas reagens-

piacrol.

Vizsgalataim arra iranyultak, hogy

- az adott fehérjgk mRNS-einek gyors, megbizhaté, kvalitativ és kvantitativ
meghatarozasara alkalmas real-time PCR technikan alapulé6 mérési modszert
dolgozzak ki;

- a kialakitott sejtvonalak koézul kivalasszam a legmagasabb expresszios szinttel
rendelkez6ket;

- megvizsgéljam az indukcids agens expressziora gyakorolt hatasat.

Alkalmazott modszerek
Az ekdizon-indukalhaté emlds expresszids rendszer szabalyozé vektorat

(PVgRXR) expresszalo, tehat modositott HEK-293 sejtvonalakat, az un. EcR-293
sejtvonalakat a target gének cDNS-inzertumat tartalmazé pIND(SP1) vektorokkal
transzfektaltuk kilén-kalon, lipofectin-medialta transzfekciot alkalmazva (Pfx-7 PerFect
Lipid, Invitrogen).

hormont alkalmaztunk (Muristerone A (MuA), Invitrogen).

High Pure RNA Isolation Kit (Roche Diagnostics, Basel, Svajc) felhasznalasaval
izolaltuk a vizsgalni kivant sejtvonalakbdél szarmazé mintak 6ssz-RNS tartalmat.

A patkany NR2A mRNS relativ kvantitativ vizsgalata egy reakciéedényben
elvégezhetd real-time RT-PCR technikaval, kalibracios gorbék felhasznalasaval
tortént, SYBR Green I fluoreszcens jelzési technika alkalmazasa mellett.

A patkany NR2B mRNS szintjeit egy reakcidedényben elvégezhetd real-time
RT-PCR technikaval, hibridizaciés probapar alkalmazasaval és kalibracios gorbék
segitségével torténd abszolut kvantitalassal hataroztam meg. A human GSK-38 és
Tau fehérjék relativ mRNS szintjeit kétlépéses real-time RT-PCR technikaval, Fast
Start Tag DNS polimeraz, valamint SYBR Green I mddszer alkalmazasaval és a
komparativ ACt metodika szerint hatdroztam meg, amely az attérési ciklusszamok
kdzvetlen dsszevetését teszi lehetdvé.

A patkdny NR2A és NR2B mRNS szintek normalizélasahoz a human
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porfobilinogén dezaminaz enzim (PBGD), mint haztartasi gén (housekeeping) mRNS
expresszidjanak kvantitativ analizisét végeztem el real-time RT-PCR-rel.

A human GSK-3B és Tau mRNS expresszios szintek normalizalasara a human
glukoz-6-foszfat dehidrogendz enzim (G6PDH) mRNS expresszios szintjeit hataroztam
meg real-time RT-PCR-rel.

Az RT-PCR-t kovetéen a PCR-termék azonositasara horizontalis agardz-
gélelekroforézist, valamint a SYBR Green 1 fluoreszcens jelzési tecnikaval dolgozé

esszék esetében olvadaspont analizist alkalmaztunk.

Eredmények megbeszélése
A gyogyszerkutatas kezdeti fazisaban nélkulozhetetlenek az olyan

rekombinans fehérjéket expresszalod sejtvonalak, amelyek nagy ateresztéképességi
funkcionalis tesztekben (HTS: High Throughput System) alkalmazhatéak és ezaltal
rovid id6 alatt vegylletek ezrei vizsgalhatoak. llyen sejtvonalak kialakitasaban — a
legmagasabb génexpresszios szinttel rendelkezé tenyészetek kivalasztasaban — ill.
karakterizalasaban kdzponti szerepet jatszik a kvantitativ real-time PCR technika.
Két-két rekombinans fehérjét (patkany NR1a és NR2A; patkany NR1a és
NR2B; valamint huméan GSK-33 és Tau) stabilan és indukalhat6 modon egyutt
expresszal6d sejtvonal sikeres kialakitasaban és karakterizalasdban vettem részt. E
munkam soran - a target mRNS szintek normalizalasa céljabdl vizsgalt housekeeping
géneket is beleértve - hatféle kvantitativ real-time RT-PCR moddszert allitottam be a
target mRNS szintek mennyiségi meghatarozasara. Ezeket a moddszereket a
gyogyszerhatdéanyagok in vitro tesztelésére alkalmas sejtvonalak kivalasztasaban
alkalmaztuk, mivel a nyilvanvalé kvalitativ szempontok mellett, - azaz, hogy az adott
receptor alegységeket expresszaljak-e egyaltalan a sejtek vagy sem - a mennyiségi
szempontok is fontos szerepet jatszanak.
Az NR2B szelektivn NMDA antagonistak kutatdasa soran, az alegység-
szelektivitas vizsgalata céljabdl, sziikség van olyan in vitro rendszerekre, amelyekben

biztositott az azonos alegység-Osszetétel. E célbdl olyan sejtvonalakat hoztunk létre,
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amelyek a kivalasztott receptor alegységeket (az NR1 ill. valamelyik NR2 altipust:
NR2A-t vagy NR2B-t) stabilan expresszaljak és mikddbképes receptorokat képeznek.
E sejtvonalak felhasznalasaval lehetéség nyilik az egyes vegylletek funkcionalis
tesztelésére, alegység-szelektivitasuk ellendrzésére.

A patkany NR2A NMDA receptor alegység példajan keresztil bemutattam a
klénszelekcids eljaras altalam elvégzett mMRNS szintli génexpresszios vizsgalatait,
amelynek eredményeképpen sikeresen ki lehetett valasztani a legmagasabb NR2A
expressziés szinttel rendelkezé sejtvonalat. Tovabba a kivalasztott sejtvonal esetében
megvizsgaltam a kiilonb6zé koncentraciéju indukciés agens (MuA) transzkripcidra
gyakorolt hatasat, melynek soran sikeresen igazoltam az NR2A mRNS szintek MuA
koncentraciofiiggését (Kurké és mtsai, 2005). A patkany NR2A mRNS szintjeinek
relativ kvantitativ analizisét egy reakcidedényben elvégezhetd real-time RT-PCR
technikaval, SYBR Green 1 moddszerrel és kalibraciés gorbék felhasznalasaval
végeztem el.

Egy er6sen illetve egy gyengén expresszald sejtvonal példajan keresztil
mutattam be a patkany NR2B NMDA receptor alegység mRNS szintl kvantitativ
génexpresszios vizsgalatat. Ebben az esetben is megnéztem a vektorkonstrukcié altal
hordozott indukcids rendszernek az altalunk bevitt patkany NR2B gén expresszidjara
gyakorolt hatasat. Itt is azt tapasztaltam, hogy a két kivalasztott sejtvonal esetében a
target mMRNS-ek mennyisége az indukald agens koncentracidjaval nétt (Nagy és mtsai,
2003; Dezs6 és Nagy, 2005). A patkany NR2B mRNS szintjeit egy reakciéedényben
elvégezhetd real-time RT-PCR technikaval, hibridizaciés prébapar alkalmazasaval és
kalibraciés gorbék felhasznalasaval dolgozé abszolut kvantifikalassal hataroztam meg.

Egyes neurodegenerativ korképekben, az un. taupatiakban (pl. Alzheimer-
kor) tapasztalhatd Tau fehérje patoldgias hiperfoszforilacidjaban kitlintetet szerepet
tulajdonitanak a GSK-3B-nak. A GSK-3B aktivitds Tau hiperfoszforilaciora gyakorolt
hatasanak gatlasara irdnyuld vizsgédlatok soran, felmerilt az igény egy olyan nem
neuronalis, stabilan de, indukalhaté moddon expresszald sejtes modellrendszer

létrehozasara, amely alkalmas a GSK-38 medialt Tau foszforilacié vizsgalatara.

-6-



