Egy emlds mesterséges kromoszoma tébb génnel

torténd feltoltésének Gj moédszere

Ph. D. értekezés

To6th Anna

Témavezetd: Dr. Katona Roébert

Biologia Doktori Iskola

MTA SZBK Genetikai Intézet

SZTE-TTIK

2014.

Szeged



Tartalomjegyzék

R 2 1 A (2 O 3
I R =) 1 172) 1) - O U PSP 3
1.2. Az eml6s mesterséges KromOSZOMAL.........ccveerverrrierrieerienieeneeesteesieesseesseesseessseesssssaesns 7
1.3. A SATAC LOITENELE. ....eeueeeeueeetteeieerite et et e et e st e e bt e sute s bt e saeeebeesateenseesseesansaeesanseeesanseas 12
1.4. Példak az eml6s mesterséges kromoszoma rendszer alkalmazasara..........cc.cceeeveenneee. 19
WA O (1117 R 26
3. ANYAGOK €S MOUSZETCK....uuecuneeennviinneninrinninssinsneississssisssnsssessssisssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssnes 28
3.1 PIazZmidOK...c..eeeiieeieiieeeee ettt ettt et e e e e aaeeeas 28
3.2. A klonozasok technikai [eIrasa......cceevuereerueirienieniiiierte ettt 28
3.3. Sejtkultirdk fENNEArtASA......c.eecveeerieerieeiieeee ettt et et e re et eereesereereesraeesreesseeesnsaeeenns 29
3.4. Az emlBssejtek tranSZfeKCiOja......c.eeuerreeriieriieeiieiie ettt s 29
3.5. Fluoreszcens in situ hibridizacid (FISH)........cccoeeeiiieiiiieeciieeciee et 30
3.6. Polimeraz 1ancreakci® (PCR)......cccuiiciiiriieiierieeieenteeteesteeveeseesaeeseeessaeessaeeesssneaeenes 31
Y B 11 Y074 100] o) - TSR S 32
3.8. Béta-galaktozidaz enzim kimutatdsa sejttenyészetekben............cceevverieererncveeencnneenns 33
4. ETCAIMENYCK....uecnneeneniosrensainsenssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssss 34
4.1. Egy szelekcios markergén kazettat hordozo vektor 1étrehozasa.........cceeeeeevveeeeennnnnnenn. 34
4.2. A szupertoltési kisérletekhez sziikséges plazmid konstrukciok eldallitasa és ellen6rzése
.............................................................................................................................................. 37
4.3. A szupertolt6 ciklus 1. 1épése: mCherry fehérjét a mesterséges kromoszémarol
expresszalo sejtvonal IEtreN0Zasa. . ....cccveervieiriiiiiiieiieecreceeee e e e 40
4.4. A szelekcios markergén kazetta eltavolitasa Cre rekombinaz segitségével.................. 42
4.5. A szupertolt6 ciklus 2. 1épése: béta-galaktozidaz gént hordozé plazmid konstrukcio
mesterséges KromoszOmara tOILESE. ..........eevuerveriererrienieienietteteetere et st 43
5. DISZKUSSZIO...uuecesueeseresarissunssarnsssrosanesssnsssssssssssssssssssssssssssossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssses 45
6. KOSZONCINYIIVANILAS. occvvresrersssrossesssssossasssssossssssssssssssssssssassssssssasssssossassssssssassssssssasssssssssssssssssssns 47
7. IrOdALOMJEGYZEK....ue.uuenneenuensuensuecensrenseecsunsaecssessesssesssicsssancsssssssssessssssessssssssssssssesssessssssssssessasses 49
8. Magyar Nyelvii GSSZEfOGIALQ..........uecueiesueisraroraeesserssressarosasessssossssssasssassssssssassssassssssssssssassssssans 64

9. English summary of the PR.D. tRESiS........ccccoueessuiesesssunssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssassssssnss 68



Bevezetés

1. Bevezetés

1.1. Génterapia

A génterapia mindazon gyogyité célu beavatkozasokat jelenti, amelyek egy adott betegség
megelOzését vagy kezelését, illetve a tiinetek enyhitését funkciondlis genetikai informacié
bevitelével kivanja elérni (1, 74). A génterapia napjainkban a klinikai gyakorlat viharos
gyorsasaggal fejl6d6, nagy érdekl6déstdl ovezett, egyben legvitatottabb teriilete. Amint egyre
tobb olyan gén valik ismertté, amelynek mutacioja, hibas miikédése betegséget okoz, ugy egyre
siirget6bb az igény az orvoslasra: az 6roklott vagy szerzett betegségek kezelésére, gyogyitasara,

illetve megel6zésére.

A génterapia a sejtek molekuldaris szintli folyamataiba avatkozik be, genetikai informacio
bevitelével célirdnyosan megvéltoztatva azokat. fgy a géntechnolégia specialis teriiletének is
tekinthetjiik. A hibas gének cseréje, illetve javitdsa elvileg mind a szomatikus, mind a

csirasejtekben megtorténhet:

a) a szomatikus (testi sejtekre iranyul6) génterapia (2, 64) a meglévo betegségek vagy betegségre

hajlamosité allapotokat okozo hibas gén kijavitasat jelenti. A génterapianak ezt a formajat mar
nem oOvezik nagy vitdk. A modszer biztonsagossaga koriil vannak aggodalmak, de etikai
ellenvetés mar nincsen. A szomatikus sejtekben végzett génterapia bar nem 6roklodik, az egyén
életében segithet akar egy, akar tobb gén okozza a betegséget. A monogénes betegségek egy gén
meghibasodasa miatt alakulnak ki. Ezek koziil ma mar tébbnek is ismerjiik a kromoszomalis

elhelyezkedését és pontos funkcidjat. Ezért ezeknek a betegségeknek a kezelése — elvileg — a
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rendelkezésiinkre all6 génterapias eszkozokkel megvaldsithatd. Ilyenek példaul az egyes
anyagcsere rendellenességek (pl.: Gaucher-kdr), az izomdisztrofidk (pl.: Duchenne), vagy egyes
hematologiai betegségek (bizonyos leukémiak, sarlosejtes anémia, hemofiliak) (43, 44).
Ugyancsak monogénesek az elsddleges immundefektusok (Severe combined immunodeficiency;
SCID) (40) vagy a cisztas fibrozis (41). A tobb gén okozta betegségek (pl.: cukorbetegség)
prognozisat a legtobb esetben nagyban befolyasoljak a kornyezeti tényezok is. Ezért ezekben az
esetekben a genetikai anyag modositasaval, még ha lehetséges is lenne, nem feltétleniil varhat6 a
teljes gy6gyulas. fgy a génterapias kisérletek — legalabbis jelenleg — a monogénes betegségekre
szoritkoznak. Néhany esetben bizonyitottak, hogy bizonyos malignus tumorok kialakulasa
szintén egy-egy gén mutaciojanak koszonhetd (108). Ezért a halalozasi statisztikak élén allo
rosszindulati daganatos betegségek kiemelt célpontjai lehetnek ezeknek a probalkozasoknak. A
daganat kifejlédése el6tt a génhibak kimutatasa és helyreallitasa ugyanis megakadalyozhatna,
idealis esetben megel6zhetné a tumor késdbbi kialakulasat. Az autoimmun betegségek ugyancsak
a génterapia célpontjainak tekinthetok. Ezekben a korképekben a szervezet immunsejtjei
megtamadjak a sajat egészséges sejteket, igy azok karosodhatnak vagy akar el is pusztulhatnak.
Gyodgyulast csak a koéros immunvalaszban résztvevd vagy azok célpontjaul szolgalo

gének/géncsoportok modositasaval érhetiink el.

b) az ivarsejtek génterapidja, azaz az utddnemzedékre atadodo, 6roklodo valtozasok létrehozasa

— bar az ember esetében tabunak, tiltott dolognak szamit — a novény- és allatvilagban mar
manapsag is alkalmazott technologia: nemesitésre, terméshozam novelésére, ellenallé képesség

fokozasara, stb.

A géntechnologiat/génterapiat tudomanyos szempontbdl sem lehet alulbecsiilni. A transzgenikus
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novények és allatok paratlan lehetséget nytjtanak a gének és a génmiikodés megismerésére,

igazi tudomanyos aranybanyaknak tekinthetjiik 6ket.

Akar szomatikus, akar ivarsejtben torténé beavatkozasrdél legyen is sz, az 1ij informdciét be kell
juttatni a sejtekbe. Ez torténhet hordoz6 vagy mas néven vektor molekulak segitségével vagy
fizikai modszerekkel. A gének hibas miikodésébdl eredé betegségek kezelésére, illetve
gyogyitasara elvileg harom lehet6ség kindlkozik: 1) a hibas gén (amely vagy hibas fehérjét
eredményez vagy egyaltalan nem képzédik fehérje) eltavolitdsa utan egy alkalmas mddszerrel a
helyesen miik6d6 valtozatot bevinni, 2) a hibas gén szekvenciajaban bekovetkezett hibat/hibakat

kijavitani, 3) egy hibatlan, miik6d6képes gént bejuttatni a sejtbe a hibas valtozat meghagyasaval.

Manapsag hordozoként vagy vektorként leggyakrabban genetikailag moddositott virusok
hasznalatosak (retrovirus, adenovirus, adeno-asszociélt virusok, herpes virusok, alfavirusok,
poxvirusok). A génterapia ezekben az esetekben toxikus, vagy immunogén is lehet a sejtekre. A
virus-alapu vektorok korlatozott transzgén hordozo kapacitassal rendelkeznek, de a legnagyobb
probléma az, hogy integralédhatnak a gazdasejt 6rokit6 anyagaba, ami a kés6bbiekben példaul
daganatképzddést indithat be (42). A génterapia legismertebb példaja a SCID betegek virus-alapu
vektorokkal végzett gydgyitdsa volt. A leggyakoribb formdja az X-kromoszomahoz kotott
oroklédésmenetii ugynevezett X-hez kotott stlyos kombindlt immundeficiencia. A betegségre
jellemzo, hogy mind a T-sejtek, mind pedig az NK-sejtek (Natural Killer = természetes 610)
szama csokkent, mig a B-sejtek szama normalis vagy enyhén emelkedett. A '90-es évek elején
kimutattak, hogy a betegség a t6bb citokin receptorhoz (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, és IL-15
receptorok) is kétddé gamma lanc (gamma-C) fehérjét kodold génben bekdvetkezé mutaciok

miatt alakul ki. Az X-SCID egy halalos korkép, altalaban a betegek az elso életéviikben
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meghalnak. Csontvel6 atiiltetés segitségével sikeresen kezelhet6 a betegség, de sajnos nagyon

ritkan sikeriil megfelel6 donort talalni. Ezért a betegséget megkisérelték génterapiaval gyogyitani

ugy, hogy a paciensek csontvelGjébdl vérképzd Gssejteket nyertek ki, melyekbe bejuttattak a

hibas gamma-C miik6dd valtozatat. A mddositott virusokkal végzett terapia eredményes és a mai

napig az egyetlen gyogymod azokban az esetekben, ahol nem taldlnak donort a csontvel6

atiiltetéshez. Az utobbi id6ben azonban kidertilt, hogy a kezelésnek stlyos mellékhatasa is lehet.

Néhany évvel a kezelés utan tobb fiatal X-SCID betegnél leukémiat diagnosztizaltak, amelyet

bizonyithat6an a beteg 6rokitd anyagaba beépiilt virus vektor okozott (109).

A leggyakrabban alkalmazott viralis és nem-viralis beviteli rendszerek f6bb tulajdonsagait az 1.

tablazat mutatja be.

VIRALIS GENBEVITEL NEM-VIRALIS GENBEVITEL
NEM-INTEGRALGDG INTEGRALODO
VIRUS VEKTOROK VIRUS VEKTOROK
Liposzéma vagy polimer
Adenovirus Retrovirus | Lentivirus medialt génbevitel Elektroporacié | Mesterséges kromoszdma
Befogaddképeséa (kb) 8-10 i 9 ~ 200 ~ 2000 3IMb
Kromoszémalis )
inhﬂrécié eldfordulhat van van van van nincs
Immunogén hatds van van van nincs nincs nincs
Toxikus hatas van van van van van nincs
) o X-SCID, daganatos Krabbe-betegség,
Lehetséges génterapids brnithine tanscabamylase,|  ADA-SCID daganatos megbetegedések megbetegedések | Duchenne izomdisztrdfia kezelése
alkalmazas cisztas fibrdzis kezelése kezelése X-SCID kezelgse kezelgse (preklinkai adatok)

1. tabldzat. A génterapiaban alkalmazott viralis és nem-viralis beviteli rendszerek fobb

tulajdonsagai (Tablazat forrasa: Engineering targeted viral vectors for gene therapy, Reinhard

Waehler, Stephen J. Russel & David T. Curiel, Nature Reviews Genetics 8,573-587, August

2007).

A nem-virus alapd rendszerekben a terapias gént vagy zsircseppekbe (liposzémakba) vagy

polimerekbe csomagolva juttatjak be a sejtekbe. Amennyiben ezeket a modszereket alkalmazzak,
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azzal is szamolni kell, hogy a bevitel iranya nem kontrollalhaté (mivel random integracio

lehetséges) és hatékonysaga alacsony.

A génterapia gyakorlati alkalmazasanak egyik legnagyobb problémaja, hogy a genetikai
informaciot kdédolo géneket célba juttatd, jelenleg rendelkezésre all6 hordozd eszkozoknek

szamos hianyossaga van. Az idedlis vektor f6bb jellemz6i az alabbiakkal foglalhatok 6ssze:

* ne tartalmazzon olyan DNS-elemeket, amelyek nem kivanatos megvaltozasa
(rekombinacio, mutacié) az érintett sejt, szovet vagy szervezet miikodését karosan

befolyasolja;
* ne épiiljon be a kromoszémadkba, a génallomany normélis miikodését ne befolyasolja;

* Dbiztositsa az altala szallitott gén(ek) szabalyozott miikddését és (szamuk)

ellendrizhet6ségét, azaz allanddsagat;

* illetve alkalmas legyen nagy méretli (akar tobb Mb hosszisagi) gének befogadasara,

bevitelére és miikodésiik biztositasara.

E szigoru feltételeket mai ismereteink szerint egyetlen jelenleg hasznalatban 1év6 mesterséges
génhordoz6 sem elégiti ki. Uj korszakot nyithat azonban az emlds mesterséges kromoszéma,
mint lehetséges génterapias vektor. A virus-alapt vektorok hidnyossagaival szemben (alacsony
hordoz6 kapacitas, a gazdagenomba torténd integracid) az emlés mesterséges kromoszoma szinte

korlatlan méretli DNS befogadasara képes, valamint nem integralédik (3-11).

1.2. Az eml6s mesterséges kromoszoma

A mesterséges kromoszémak létrehozasanak jelenleg négy f6 stratégiajat ismerjiik (45): (1)
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szintetikus vagy ,bottom up” megkdzelités, amelyben kromoszémalis komponenseket
illesztenek 0Ossze de novo (110-120), (2) ,top down” modszer, amely a mar meglévo
kromoszomak telomer-asszocialt in vivo fragmentaciéjat tiizi ki célul (12, 13, 17, 18, 19, 46, 92,
93, 94, 95, 96, 121), (3) természetesen el6fordulé minikromoszomak médositasaval torténd
mesterséges kromoszoma eldallitas (98) és (4) indukalt de novo kromoszoma létrehozasa
specifikus kromoszomalis fragmentek amplifikaciojaval (3-8, 99). Napjainkig a ,top down”
megkozelitéssel és az indukalt de novo kromoszoma képzéssel allitottak el6 olyan emlds
mesterséges kromoszoma rendszereket (AHAC és ACE rendszer), amelyek biotechnologiai

felhasznalasra alkalmasak lehetnek (10).

A AHAC rendszer mesterséges kromoszomait a human 21-es kromoszéma rovid és hosszu
karjainak egymast kovet6 ,csonkitdsaval” hoztak létre (1. abra/a). Ezen mesterséges
kromoszomak egy LoxP helyet hordoznak, amely inszerciés helyként szolgél, ha transzgént
toltiink fel a Cre-rekombinaz altal medialt Cre/LoxP rendszer segitségével (46). Az 1. abra/b a

AHAC rendszer miikodését mutatja be.
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(a) (b)
B R Emberi 21-es kromoszoma bejuttatasa 44 21 Apg HAC vektor
N on csirke DT40 sejtbe
P q ST P
/ o gt ‘\\\~
2 \ qTel plazmid e e— =
L \ A . . e
h SO RGN ST Integracio centromer < gzelekcioés |oxP 3-neo > telomer
marker géen
B l"l R A q (hossz) kar delécidja 9
* VAR telomer-lrgri)gtoﬂAc?:onkltassal + Transzgént hordoz6
Kromoszomatorés q g konstrukcié
> : ( ; kotranszfekcioja a
4 LoxP szekvencia . loxP/  cre-rekombinazt
m integracicja m————mm—" expresszalo plazmiddal
= hasznos  promoter
" . pTel plazmid gen
b L Cre-rekombinaz-medialt
integracio
l* " A p (révid) kar delécioja
- telomer-iranyitott csonkitassal loxP loxP
Kromoszomatérés 21 Apg HAC C e —
L cen < szelekciés hasznos rom 3'-neo Stel
AR\ o o A /\7 A 21 ApgHAC mikrosejt-medialt marker géen gen 3
)= ‘/'""\‘. kromoszo6ma transzfere CHO
S — \— P f
s és HT1080 se]tbe Current Opinion in Biotechnology
CHO  HT1080

1. dbra. A AHAC rendszer miikodésének alapelvei. a) A 21 ApgHAC vektor elédllitdsa. b)
Transzgén "feltéltése” a 21 ApqHAC vektorra. (Kép forrasa: Duncan, A. and Hadlaczky, G.
Chromosomal engineering. Curr. Opin. Biotechnol 18, 420-424 (2007).)

A Cre-rekombinaz rendszerek hatranyat az emlés genomokban jelenlévé funkcionalis felismer6
helyek megléte (inszerci6s mutagenezishez vezethet), illetve az alacsony hatékonysag jelentik
(122). A kromoszémak ,csonkitasa” és a AHAC-ok hatékony létrehozasa altalaban a
kromoszomak csirke DT40 sejtekbe torténé bejuttatasat igényli, alacsony hatékonysagu

madszerekkel, példaul sejtfizioval vagy mikrosejt-medialt modon.

A mesterséges kromoszoma expresszios rendszer (ACE system = Artificial Chromosome
Expression system) a szatellit DNS-alapt mesterséges kromoszomakra (SATACs) épiil (5, 7). A
SATAC-okat az akrocentrikus kromoszomak roévid karjanak nagyléptékii, indukalt amplifikaciéja
hozza létre (2. abra/a), amely akar 50-nél is tobb amplikon létrejottét eredményezheti. A

transzfektalt DNS altal okozott replikacios hiba inditja el a nagyléptéki{i amplifikaciot, amelynek
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eredményeként identikus, tandem elrendezésii blokkokbol felépiil egy 1ij kromoszomakar, egy Uj
centromer, végiil 1étrejon egy Uuj, csak riboszémalis géneket hordozo, szatellit DNS-bdl allo
mesterséges kromoszéma (innen az elnevezés). Ez a kromoszéma az emlitett DNS elemeken
kiviil igy kizarolag csak az(oka)t a miikodé gén(eke)t és szekvencidkat hordozza, amit a
transzfektalt DNS-sel juttattunk a sejtbe. Az Uj kromoszémanak a sejtekben valé megjelenése
egytttal azt is jelenti, hogy sikeresen tuljutott a ,,mindségellendrzésen”, hiszen a sejtosztodasok
soran csakis a szerkezetileg ép, és mitkod6képes SATAC maradhat fenn. Ahhoz, hogy a SATAC
vektorként miikodhessen, fogaddhelyekre van sziikség, ahova a ,hasznos” géneket be lehet
épiteni. Az ACE rendszer mar feltlt6 helyekkel rendelkezé kromoszoma. A transzgén(ek)
»feltoltése” egy modositott lambda integraz (ACE integraz) segitségével torténik, amelynek
akceptor helyei (attP) szamos képiaban (50-200) megtalalhatok a mesterséges kromoszoman (8,
105, 106, 107). Az ACE integrazt korabban ugy allitottak el6, hogy a lambda integraz enzim
génjét polimeraz lancreakcioval a lambda bakteriofag DNS-éb6l amplifikaltak. A koriilbeliil 1
kilobazis méretli amplifikalt fragmentet pUC19 vektorba klonoztak. A keletkezett plazmidban
pontmutaciot hoztak létre a lambda integraz kodol6 szekvenciajaban, a 174-es pozicioban 1év6
glutamint lizinné valtoztattak (E174R). Ennek koszonhetGen az enzim nemcsak bakterialis
kornyezetben (56, 57) képes rekombinaciot katalizalni, hanem eml8ssejtekben is (58, 59, 60). A
modositott lambda integraz szekvenciat ezt kovetden atklonoztak a pCX-EGFP plazmidba az
eGFP régio helyére, igy hoztak létre a pCXLamIntR elnevezésli plazmidot. A pCXLamIntR
vektort ezutan Uugy modositottak, hogy egy optimalizalt eml6s Kozak szekvenciat (61, 62)
illesztettek bele, és a létrehozott plazmidot pCXLamIntROK-nak nevezték el. Ez az a vektor,
amelyet a hasznos gént hordoz6 plazmiddal egyiitt transzfektalunk a mesterséges kromoszomat
hordoz6 sejtvonalba. Ez biztositja az integraz enzim expressziojat, amely az altalunk feltdlteni

kivant gént a kromoszoma megfeleld fogadohelyeire helyspecifikus integracioval bejuttatja (8).

10
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Ez ugy torténik, hogy az enzim a mesterséges kromoszoman lévé attP és a targetald vektoron
1évé attB felismerési helyek kozott képes rekombinaciot katalizalni. Az ACE rendszer

miikddését a 2. abra/b mutatja be.

(a) (b)
Eukromatin Centromer Telomer

i! Bg ig' Platform ACE

s A
ﬂ Akrocentrikus kromoszéma /N NN /N

LIS VRE SRR W

Ssase wdoh

- \

Sagi—y 3
Szatellit DNS  rDNS Fogado hely

Sohia promoter: attP szelekciés marker gén
G attP plazmid "
e integracioja
D attB szelekcios marker aén

Nagymeérv(i amplifikacio indukcidja . ACE targetélé vektor
Memuie kI o I / \. kotranszfekcioja az
Mol 38 \ ACE integraz expresszios

\. = plazmiddal

Centromer duplikacioja (aktivacioja)

o inzulator hasznos inzulator
ey = =11 | gén

g : 5 i f l ACE integraz-medialt
Dicentrikus kromoszoma térése integracio

",
S LR
woast. gl eyl T @ e @ D) e—
promoter szelekcios hasznos szelekcios

E! ig ig i’ Tébb fogadé hellyel rendelkez6 marker gén gén marker gén
platform szatellit DNS-alapu s A
mesterséges kromoszoma (ACE) Egyszer ,t6ltott” mesterséges kromoszoma (ACE)

‘Y

Current Opinson in Biotechnology

2. dbra. Az ACE rendszer miikodésének alapelvei. a) A szatellit DNS-alapti mesterséges
kromoszoma (SATAC) létrehozdsa. b) Egy transzgén ,,feltoltése” a platform mesterséges
kromoszémdra (ACE). (Kép forrasa: Duncan, A. and Hadlaczky, G. Chromosomal engineering.

Curr. Opin. Biotechnol 18, 420-424 (2007).)

Az ACE rendszert potencialis vektornak tekinthetjiik, mert:

* Nagy transzgén hordozé kapacitassal rendelkezik, mind a gének méretét, mind a

szamukat illetGen.

* A modositott lambda integraz rendszer hatékonyan miikédik a transzgén(ek)

kromoszomara toltésében (60-95%-o0s hatékonysag a sejttipustol fiiggéen).
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1.3.

A transzgénen és a riboszomalis géneken kiviil nem hordoz géneket.

Stabilan, akar nem-szelektiv koriilmények kozott is fennmaradnak a sejtekben, mind a

mitdzis, mind pedig a meidzis soran.

A bevitt transzgén(ek) kitlin6en expresszalodnak (akar 1g/liter human monoklonalis IgG1

ellenanyag termelés is elérhetd) a SATAC-rdl (123, 124).

Segitségével transzgenikus allatot lehet létrehozni. Kideriilt, hogy a SATAC a
transzgenikus allatokban 6roklédik és sikeriilt bizonyitani, hogy a szatellit DNS alapu
mesterséges kromoszomak jelenléte semmilyen észrevehet6 ,,mellékhatast” nem idéz eld

az él6lényekben.

Ismételhet6en és hatékonyan eldallithatd, akar kiilonb6z6é ,hasznos” génekkel is

felszerelve.

Szekvencia Osszetétele (AT gazdag szekvencia) és mérete alapjan jol tisztithato (7, 20).
Jelenleg az ACE rendszer SATAC-jait tudjak egyediil megfelel6 mennyiségben (és
gyakorlatilag 100%-0s tisztasagban), aramlasi citometria segitségével tisztitani.
Ugyanezt a AHAC rendszer kromoszomair6l nem mondhatjuk el, legféképpen a kis

meéretiik miatt.

A SATAC torténete

A centromer az eukariota kromoszémak specialis régioja, amely a kinetochor képzddés helyétil

szolgdal és fontos szerepe van az eukaridta kromoszomak magasabb rendli szervezédésében is

(47, 65). Alacsonyabb rendii eukariotak (éleszt6) centromerjét mar az 1980-as években sikeresen
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izolaltak és telomerrel kombinalva éleszt6 mesterséges kromoszomakat (YAC = Yeast Artificial
Chromosome) hoztak létre (66, 67). Az emlds mesterséges kromoszémak létrehozasahoz
kulcsfontossagu lenne a centromer izolalasa és klonozasa, azaz a molekularis szerkezet és
miikodés megértése. A magasabb rendii eukariota sejtek a centromer két oldalan repetitiv DNS
szekvenciakat - pericentrikus heterokromatint — hordoznak. Ezeknek az ismétl6dd szakaszoknak

egy részét eddig sem szekvenalni, sem izolalni, sem klénozni nem sikertilt.

Hadlaczky Gyula és munkatarsai 1991-ben immunkémiai stratégiaval, anti-centromer
ellenanyagot hasznalva kisérelték meg izolalni a human centromert. A centromerikus régiorél
koztudott, hogy strukturalisan az eml6skromoszémak legstabilabb része. Ellendll az enzimatikus
kezeléseknek és bizonyos fokig a mechanikai nyirasnak is (68). Ezért az emberi o0sztddd
sejttenyészetbdl izolalt kromoszomakroél részlegesen eltavolitottak a hiszton fehérjéket és DNazA
enzimmel kezelték Oket. Ezzel kivantdk biztositani, hogy az anti-centromer ellenanyagok
hozzaférjenek a centromerikus szakaszokhoz, illetve az azokba zart DNS-hez. Az eljaras sikerrel
jart és az izolalt DNS szakaszok klonozasaval vagy ezeket probaként alkalmazva, human
genomikus konyvtarbdl (69) nagy mennyiségili feltételezett centromer DNS-t izolaltak.
Bakteriofag ,,szigetel6” DNS szakaszok és egy szelektalhaté6 markergénnel tortént dsszeépitést
kovetden megkezdddtek a DNS beviteli kisérletek, egérsejtekbe torténd transzfekcidval (70). A
'90-es évek elejére megsziilettek az els6 sejtvonalak, amelyek tjonnan képz6dott, 6nallo, kisebb-
nagyobb kromoszémakat hordoztak, gyakran extra centromerrel. A kialakult dicentrikus
kromoszoma ,eredeti” és ,0j” centromerje megkiilonboztethetetlen volt az anti-centromer
ellenanyagokkal végzett immunfestések alapjan. A dicentrikus kromoszomak szabalyos torése (2.
abra/a) és a minikromoszomak képzddése alapjan feltételezhetd, hogy az extra centromerek is

képesek a mitotikus orsohoz kotédni. Az eredeti és az Uj centromer ellentétes iranyu elmozdulasa
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pedig a kromoszoma toréséhez vezet. A kisérletek soran létrehozott sejtvonalakban az extra
centromer miikdd6képesnek, és nem-szelektiv koriilmények kozott is stabilnak bizonyult (3). Ez
ellentmond annak az irodalmi adatnak, amely szerint ha két centromer van jelen egy

kromoszéman, akkor az egyik biztosan nem miikodik (71).

A centromerikus DNS szekvencidk izolalasa és a kromoszomaképz6dés jelensége ismételhet6nek
bizonyult. S6t a minikromoszémak méretét tobbszorésen meghalado, ,,6rias”, akar tobb szaz Mb
hossztisagli kromoszémakat hordoz6 sejtvonalakat is sikeriilt el6allitani. Ez olyan DNS
transzfekciojaval is sikeriilt, amely nem tartalmazott feltételezett centromerikus DNS-t (4).
Nyilvanvaldva valt, hogy a centromer és a kromoszomaképz6dés nem a bevitt DNS specifikus
bazissorrendjétdl fiigg. A tovabbi vizsgalatra kivalasztott ,,megakromoszéma” koriilbeliil 150-
200 Mb hosszisagu volt és bizonyitottan hét amplikon tandem elrendez6désébdl allt, melyeket
egér eredeti repetitiv szekvenciak hataroltak. A ~ 30 Mb méretli amplikonokat két nagy (~ 15
Mb méretl) forditott ismétlédés alkotta. Az ilyen forditott kromoszéma szegmensek
kialakulasar6l — amelyek az emlés DNS szekvenciak nagyléptékli amplifikaciojanak
kovetkeztében jottek létre — az irodalomban t6bb helyen is olvashatunk (75, 76, 77, 78, 79, 80).
Egy 1996-ban megjelent tanulméany arr6l szamol be, hogy ezek a szegmensek az
egérkromoszomak centromerikus régidjanak magasabbrendii replikacios egységét reprezentaljak
(6). Kideriilt, hogy a replikacié az egérkromoszoémak pericentrikus heterokromatinjaban és
centromerjében kezd6dik. Ezért azt feltételezték, hogy egy replikacié altal iranyitott
mechanizmus lehet felelds az egérkromoszomak centromerikus régidjaban bekdvetkez6
nagyléptékii amplifikacidért, illetve az 4j, stabil kromoszomak képzddéséért is. Egy atlagos
emlOssejtben megtalalhat6 DNS ~10000-60000 replikonba rendezddik, melyek mindegyike

rendelkezik egy replikaciés kiindulé ponttal vagy replikatorral (81), illetve egy DNS-fehérje

14



Bevezetés

komplex-szel, amely a replikaciot inicidlja. Az emléskromoszomak kétiranyu replikacioja a
sejtciklus S-fazisa soran toébb pontrol is kiindulhat (82). Az eml6ssejtekben a replikacid
kiindul6pontjai sokaig tisztazatlanok voltak, de a kinai horcsog ovarium sejtek amplifikalt
dihydrofolat reduktaz génjének vizsgalata a replikacio kiindulépontjanak megismeréséhez
vezetett (83). Par évvel késobb Kitsberg és munkatarsai meghataroztak az emberi béta-globin
génben a replikacio kiindulopontjat (84). Ezek voltak azok a f6bb irodalmi adatok, amelyek
alapjan bizonyitottak a replikatorok jelenlétét az emlGssejtekben (85). T6bb olyan tanulmany is
megjelent, amely bizonyitja, hogy az eltér6 kromoszémalis szegmensek eltérd idépontokban
replikdlodnak a sejtciklus S fazisa soran (86). Ezen eredmények miatt a leginkabb
tanulmanyozott kromoszomalis régi6 az eml6skromoszémak késén replikalédo, pericentrikus
heterokromatinja lett (87, 88, 89, 90, 91). Igy a megakromoszéma lehet&séget adott — homogén
heterokromatikus szerkezetének kdszonhet6en — a replikacio iniciaciés pontjainak felderitésére.
Ehhez 5-BrdU inkorporaciot vizsgaltak immunfluoreszcens kisérletekben, illetve in situ
hibridizaciét végeztek. Bebizonyosodott, hogy az egérkromoszomak centromerikus régiojaban
ugynevezett megareplikatorok vannak, melyek a centromerikus heterokromatin replikacigjaért
felel6sek, illetve fontos szerepet jatszanak a kromoszomak de novo képzddéséhez sziikséges
amplifikacioban. Az amplikonok hataran beépiilt ,idegen” DNS-ek helyével kolokalizaciot
mutattak a replikacio elsddleges iniciacids helyei. Ugyanazon id6pontban hasonl6 szignalt
figyeltek meg az ,idegen” DNS beépiilési helyeit6l mentes egérkromoszomak pericentrikus
heterokromatinjaban is. Ez azt jelenti, hogy az amplikonok hatarain 1évd replikacids iniciacios
helyek a szatellit DNS blokkokat hatarolé nem-szatellit régioiban foglalhatnak helyet. Kidertilt
az is, hogy a megareplikatorok és a masodlagos replikacios kiindulasi pontok szigort idébeli és
térbeli szabalyozas alatt allnak. A megakromoszoman az elsd iniciacié valdsziniileg a

centromerben kovetkezik be, majd nem sokkal kés6bb az 6sszes megareplikator aktivva valik.

15



Bevezetés

1996-ban még csak annyit tudtak a megareplikatorrdl, hogy GC-gazdag régio és kortilbeliil 10 kb
tavolsagra helyezkedik el az integralodott ,idegen” DNS-t6l a megakromoszoman. Ezek a
megareplikator elemek reprezentalhatjdk az AT-gazdag szatellit DNS blokkok nem-szatellit

hatarol6 DNS régidit (6).

A gerincesekre jellemz6 (TTAGGG), telomerikus ismétl6dést probaként alkalmazva (72)
kideriilt, hogy az tujonnan létrejétt kromoszoma is tartalmazza a kromoszomak stabilitasaért
felel6s telomerikus régiot (73). Ez azt jelentette, hogy a transzfekciot kovetGen a telomerikus
szekvencia egyliitt amplifikdlodott a human és a markergén szekvencidkkal, azaz a
kromoszomaképz6dés egy replikacidért felelés kromoszoma szakaszba beépiilt ,,idegen” DNS

altal el6idézett megsokszorozodas eredménye.

Megemlitend6 érdekesség, hogy egy gigantikus méretli, akar 1000 Mb nagysagui mesterséges
kromoszomat hordozo sejtvonal életképességében sem tapasztaltak semmiféle valtozast (5). Még

a sejtek generacios id6tartama sem valtozott szignifikansan.

Az eml&s mesterséges kromoszoma torténete 2000-ben a human szatellit DNS-alapti mesterséges
kromoszoma prototipusanak el6allitasaval folytatodott (7). Annak eldéntésére, hogy lehetséges-e
human mesterséges kromoszémat in vivo létrehozni, megprobaltak human szatellit DNS-alapi
kromoszomat (hSATAC) el6allitani egy olyan human-kinai hércsoég hibrid sejtvonalban (100),
amely rDNS-t hordoz a huméan kromoszémdkon. A hSATAC-ot — az egér mesterséges
kromoszomahoz hasonléan - a humdan akrocentrikus kromoszomak rovid kar régiojaban
bekovetkezd indukalt, nagyléptékii amplifikaciéval hoztdk létre. A human akrocentrikus
kromoszomak rovid karjain specifikus kromoszémalis régiok (NOR) talalhatoak, amelyek jol
jellemzett DNS szekvenciakbdl allnak. Ezek az endogén szekvenciak idealis helynek bizonyultak

a huméan mesterséges kromoszéma in vivo létrehozasahoz. Az endogén régiok tobb eldnyt
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hordoztak magukban a human mesterséges kromoszoma létrehozasa szempontjabdl: 1) a ko-
amplifikalt telomerikus szekvenciak miikod6képes telomert biztositanak a de novo létrehozott
kromoszomak szamara; 2) mivel a centromerikus szatellit DNS-ek nem-kodol6 régiok — igy
hianyzik a transzkripciés ,egységiik” - ezért megfelel6 ,felt6lt6” helyként szolgalhatnak a
hasznos gének szamara; 3) a létrehozott hSATAC heterokromatikus természete ellenére az
amplifikalt rDNS szekvenciak megfelel6 kromatin kornyezetet (101, 102) biztositanak az
integralodott ,,idegen” gének expressziojahoz; 4) a human akrocentrikus kromoszomak rovid
karjan megtalalhat6 nem-kddol6 ismétléd6 szekvenciak markerként alkalmazhaték az djonnan
képzddott kromoszomak jellemzéséhez; 5) illetve tekintettel a hSATAC jov6beli génterapias
felhasznalasara, fontos, hogy az rRNS géneken kiviil ne legyenek nem kivant expressziot
biztositd gének azokban a kromoszémarégiokban, amelyekben a sziikséges amplifikacio
végbemegy, hiszen csak igy keriilhet el az esetleges fenotipikus hatas. A kisérleti eredmények
tehat igazoltak, hogy sikertilt mitotikusan stabil hSATAC-ot de novo létrehozni, illetve olyan
sejtvonalakat eldallitani, amelyek hordozzak a hSATAC-ot és akar szubkloénozast kdvet6en sem

veszitik el (7).

Az irodalombdl mar jol ismerjiik, hogy a human akrocentrikus kromoszomak révid karjanak
spontan amplifikacioja a leggyakoribb szerkezeti polimorfizmus, fenotipikus hatas nélkiil (22).
Legjobb példa erre azoknak a gyerekeknek az esete, akiknél az 6rokolt vagy de novo extra
kromoszémak jelenléte — amelyek egy NOR kromoszoma révid karjabdl szarmaztak — nem
vezettek abnormalis fejl6déshez (23). Ezenkiviil rendelkezésre all olyan irodalmi adat is,
amelyben egy harom generacios csalad 8 egészséges tagjarol szamoltak be, akik szintén
akrocentrikus kromoszoma rovid karjabdl szarmazo szamfeletti kromoszomat hordoznak (24).

Ezen irodalmi adatok ugyancsak alatamasztjak a mesterséges kromoszoma sejtekben torténd
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alkalmazasanak biztonsagossagat.

Az ujonnan képz6dd kromoszomak tehat az él6 sejtben tortént beavatkozas eredményének
tekinthet6k. A centromer kozeli szakaszok géneket nem hordozé, ismétl6do, ugynevezett szatellit
DNS szakaszokbdl épiilnek fel, ezért az tjonnan képz6dott kromoszomak alapanyaga is f6ként

szatellit DNS (SATAC) (3. abra).

3. abra. A Platform ACE struktiraja a K2-26-D5 kinai horcsog petefészek sejtvonalban. a)
z0ld jel: mouse major szatellit szekvencia, piros jel: puromycin szelekciés markergén, amely a
mesterséges kromoszomdra épitett ,,idegen” DNS-t jel6li; b) DAPI festés; c) zéld jel: puromycin
szelekcios markergén, piros jel: riboszomdlis DNS, amely a mesterséges kromoszéma

kialakuldsa sordn bekévetkezett amplifikdcidra utal; d) DAPI festés.
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Mivel féként ismétl6dd, azonos bazissorrendl szakaszokbol épiilnek fel, nagy mértékben
eltérnek a természetes kromoszomaktol. A viszonylag egyszer(i felépités és genetikai tartalom
alapjan joggal nevezhet6k mesterségesnek. A stabil fennmaradasukhoz és miikodésiikhéz
szitkséges telomer szekvencidkat a ,természetes” kromoszémaktol ,szerzik” meg (példaként
el6fordult mar az is, hogy a horcsogsejtbe atvitt egér mesterséges kromoszéma horcsog telomert

hordozott).

Attdl a ponttdl, hogy sziikség lenne alaposabban megismerni az eml6ssejtek centromerét, néhany
év alatt sikertilt eljutni egy olyan genetikai anyag hordozasara alkalmas, biztonsagos ,,eszk6z”
létrehozasahoz, amely nemcsak biotechnolégiai célokra hasznéalhat6, hanem a génterapiaban is

kulcsfontossagu lehet.

1.4. Példak az emlbs mesterséges kromoszoma  rendszer

alkalmazasara

A génterapia mellett, amelyre ma még csak modell kisérletekben hasznalhaté, az emlds
mesterséges kromoszéma géntechnoldgiai célokra mar ma is maradéktalanul alkalmas. Tudlzas

nélkiil allithatjuk, hogy a lehet6ségek szinte korlatlanok:

* példaul az allattenyésztés és allategészségiigy teriiletén: gazdasagilag fontos mennyiségi

és mindségi tulajdonsagokat meghatarozo gének vihet6k be a haszonallatok szervezetébe;

* betegségeknek ellenall¢ éllatfajok hozhat6k létre;

* gybgyaszati vagy egyéb szempontbol fontos peptidek, fehérjék és mas makromolekulak

termeltethetok” allatokban;
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* illetve sejttenyészetekben;

* novények esetében is sikeresen alkalmazzdk terméshozam novelésére, kartevok elleni

védekezésre,stb.

Néhany példa az alkalmazasra - a teljesség igénye nélkiil:

- 2004-ben Lindenbaum és munkatarsai a mesterséges kromoszomat két 1épésben, két kiilonb6z6
konstrukcioval (pBLAS-GFP, pZeo-EPO) és ezzel egyiitt két eltér0 antibiotikum rezisztencia
génnel toltotték fel. Az emberi, vérképzést elGsegito eritropoietin (EPO) génjét egérsejtekbe
juttattak, majd az EPO termelést meghataroztak és a nem-mesterséges kromoszomaval
létrehozott, EPO-termel6 sejtvonalakhoz képest nem tapasztaltak eltérést (63). Annak érdekében,
hogy bebizonyitsak a mesterséges kromoszoma gén-alapu sejtterapiaban vald felhasznalasanak
lehetGségét, az eritropoietint expresszald sejtvonalat NOD-SCID egerekbe oltottak, és azt
tapasztaltak, hogy a kezelt allatok vorosvértest képzése nagy mértékben megnovekedett a

kontroll tarsaikhoz képest (8).

- Az elsO olyan kisérletek, amelyekben tisztitott SATAC-kal allitottak el6 transzgenikus allatokat,
nemcsak arrdl szamoltak be, hogy sikeriilt a mesterséges kromoszomakat egér, illetve
szarvasmarha embrioba bevinni (13, 21), hanem a mesterséges kromoszoma sikeres ivarsejt
atvitelérdl is. A mesterséges kromoszéma transzfer négy generacion keresztiil valésult meg, és
fenotipus valtozas nélkiil adédott at az utédokba. Ezenkiviil sikeriilt a SATAC-1r6l termeltetett
terapias fehérje expressziojat szovet-specifikusan is kimutatni transzgenikus allatok tejébol

(16).

- A korabbi tanulmanyok mar bizonyitottak, hogy emberi kromoszomak, valamint kromoszoma

fragmentek egér embriondlis Gssejtekbe torténd bejuttatasaval sikeriilt transzgenikus allatokat
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el6allitani (12, 48). Ugyanezt elvégezték fibroblasztokkal is azért, hogy huméan immunglobulint
termel6 borjakat allitsanak el6 (49, 50). Christmann L. és munkatarsai az ACE rendszer
segitségével transzgenikus madarakat hoztak létre, amely lehet6vé tette humanizalt
terapeutikumok el6allitasat a tojasfehérjében (51). Ezek az eredmények megteremtették a
rekombinans fehérjetermeltetés lehet6ségét transzgenikus haziallatokban, a mesterséges

kromoszéma segitségével.

- 2008-ban Katona Robert és munkatarsai kombinaltak az emloés mesterséges kromoszéma
technoldgiat az 6ssejtekkel és célul t{izték ki a ma még gydgyithatatlan, huméan Krabbe
betegség allatmodellben t6rténd gyogyitasat (9). Az Gssejtek azért tlintek remek célpontnak, mert
olyan sejtek, melyek Onmeguyjitasi képességgel rendelkeznek, illetve t6bbféle sejttipus
létrehozasara képesek. Ezen tulajdonsagaik miatt kiemelt jelentséggel birnak a génterapiaban is.
A globoid sejt leukodisztréfia — mas néven Krabbe betegség — egy autoszémalis recessziven
oroklédo betegség, melyet a galaktocerebrozidaz enzim (GALC) deficiencidja okoz. A GALC
egy lizoszomalis enzim, amely lebontja a galaktozilceramidot, ami a mielin és mielin-formalé
sejtek glikolipid komponense. A betegség progressziv demielinizaciohoz, kiilonb6zd gliozishoz,
valamint a fehérallomanyban jellegzetes sokmagvt (globoid) sejtek megjelenéséhez vezet. Ezen
sejtek tartalmazzak a le nem bontott galaktozilceramidot. A toxikus galaktozilszfingozin
(psychosine) akkumulaci6ja miatt pusztulnak el a mielint termel6 sejtek, de korabban azt hitték
rola, hogy az oligodendrocitdk apoptézisaban vesz részt, illetve a sokmagvu globoid sejtek
megjelenéséért felel6s (25, 26, 27). A Twitcher egér (twi/twi) a human Krabbe betegség
autentikus modellje, melyet a GALC gén mutaci6javal hoztak létre, ezenkiviil jellemz6 még ra,
hogy a fehérje termel6dik, de nem rendelkezik enzimaktivitassal. A Twitcher egér leginkabb

azért volt alkalmas erre a célra, mert a betegség lefolyasa nagymértékben hasonlit arra, ami az
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emberben torténik (103, 104). A twi/twi egerek 20 napos korukig normal fejlédést mutatnak,
majd ezt kdvetden lelassul a novekedésiik és tipikus neurologiai tiineteket produkalnak, példaul
remegés jelentkezik, illetve a hatso végtagok gyengesége figyelhet6 meg. A betegség lefolyasa
gyors és az egerek ritkan élik meg a 40 napot. Tehat ez az egérmodell nemcsak a betegség
tanulmanyozasa szempontjabol fontos, hanem a GALC deficiencia gyogyitasara szolgald
stratégiak fejlesztésére is alkalmas. A betegség kezelése a terapias gén mutans egérbe torténd
bevitelével valosulhat meg. Korabban mar bebizonyosodott, hogy a csontvel6 transzplantacio
lassitja a Krabbe betegség lefolyasat és megnoveli a recipiens Twitcher egerek élettartamat akar
100 napra is (28, 29, 30). Ugyanakkor ezek a sejt-alapu terapias megkozelitések feltehet6en nem
vezetnek eredményre, mivel a keletkez6 psychosine toxikus a donor sejtekre, ugyantigy ahogy az
endogén sejtekre (31). A megoldast az jelentené, ha a donor sejtekeket rezisztenssé lehetne tenni
a keletkezd toxinra és nagy mennyiségben expresszalnak a terapias GALC gént. Az irodalomban
kozoltek alapjan kidertilt az is, hogy az Ossejtek rezisztensek a psychosine-ra. Ezek az adatok is
nagyban hozzajarultak a kombinalt eml6s mesterséges kromoszoma-0ssejt technoldgia

kidolgozasahoz és alkalmazasahoz (9).

A kisérletek soran olyan pluripotens egér embrionalis Gssejteket sikeriilt 1étrehozni, amelyek a
stabilan fenntartott terapias mesterséges kromoszémarol (tAC) expresszaltdk a GALC gént.
Bebizonyosodott, hogy a létrehozott stabil 6ssejtvonalak termelték a fehérjét, melynek hianya a
betegek szamara végzetes. Ezeket a terapias Ossejteket egér embriokba juttatva bebizonyitottak,
hogy a kiméra twi/twi egerek akar tobb, mint négyszer hosszabb ideig is éltek a kontroll
tarsaikhoz képest. Ezen génterapias preklinikai probalkozas a mesterséges kromoszoma és az
Ossejtek elényos tulajdonsagait 6tvozte, el6revetitve mas betegségek gyogyitasanak lehet6ségét

(ex vivo génterapia) (9).
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- A mesterséges kromoszéma immortalizalt sejtek létrehozasara is felhasznalhatd. Az
immortalizacié a sejtek korlatlan osztodoképességének elnyerését jelenti. Az Gssejtek és a
csirasejtek természetesen el6forduld, korlatlanul osztodd sejtek. A hamsejtek vagy a
fehérvérsejtek esetén spontan immortalizacio is bekdvetkezhet. A tumorsejteknél mutacidk vagy
virusok vezethetnek immortalizaciohoz. A folyamat indukalhatd, igy olyan mesterséges
kromoszomat a sejtbe juttatva, amely hordozza az immortalizalé faktort, elvileg barmely
sejttipus immortalizalhat6. Az irodalomi adatok alapjan erre a célra a Ras gén (36), a c-Myc
onkogén (34, 35) vagy akar a telomeraz reverz transzkriptaz (TERT) (32, 33) is alkalmas lehet.
Az immortalizal6 faktorokat termel6 sejtvonalak az altaluk termelt és esetleg szekretalt
immortalizal6 fehérjével ujabb sejtvonalak immortalizalasara lehetnek alkalmasak. Az igy
létrehozott, korlatlanul osztédé sejtek nemcsak rekombinans fehérje elGallitasara, hanem
ellenanyag-, és oltéanyag gyartasra, illetve ipari méretekben kiilonféle hatbanyagok tesztelésére

is felhasznalhatok.

- A regenerativ medicinaban az egyik legigéretesebb teriilet a karosodott, vagy esetleg elpusztult
sejtek Ossejtekkel, illetve ezekbdl szarmazé differenciélt sejtekkel torténé potlasa. Az Gssejtek
példaul szarmazhatnak iPS (induced pluripotent stem cells; iPS) sejtekbdl is. Ezek azért
igényelnek kiilon figyelmet, mert akar a szervezet sajat testi sejtjeib6l is el6allithatoak, a
visszaprogramozasnak nevezett folyamat soran. 2006-ban, a Nobel-dijas Shinya Yamanaka és
munkatarsai egér fibroblasztokat programoztak vissza és ezzel iPS sejteket allitottak el6 (37). A
pluripotens allapotba torténd visszajuttatdshoz négy transzkripciés faktort — az Oct4-et, Sox2-6t,
Klf4-et és a c-Myc-6t — hasznaltak. Egy évvel késébb mar human indukalt pluripotens 6ssejteket
is létrehoztak (38). Az iPS sejtekrol bebizonyosodott, hogy mindharom csirasejtvonal iranyba

(endoderma, mezoderma, ektoderma) képesek differencidlodni, és az igy létrehozott specialis
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sejtek egyarant felhasznalhatoak sejt-, illetve génterapias célokra (97). Bar a visszaprogramozd
faktorok sejtbe torténé beviteléhez mar tobb modszert kiprobaltak (virus-alapu vektorok, mRNS,
miRNS, stb.), ezek koziil sajnos egyik sem felel meg azoknak a feltételeknek, melyek lehetové
tennék a létrehozott sejtek human terapiaban valo alkalmazasat. Ennek az a legf6bb oka, hogy a
virus-alapi vektorok magukban hordozzdak a random integracio lehet6ségét, amely a
késébbiekben stlyos kovetkezményekhez is vezethet (pl.: tumorképzddés). Ezzel ellentétben az
eml6s mesterséges kromoszoma nem integralodik a gazdasejt 6rokitdanyagaba, amely lehet6vé
teszi az iPS sejtek biztonsagos eldallitasat. Az irodalom a legbiztonsagosabb visszaprogramozasi
madszerek kozé sorolja a fehérje-alapu kisérleteket. Szerencsére a mesterséges kromoszomat a
visszaprogramozé fehérjék termeltetésére is fel lehet hasznalni, igy lehet6vé valna integracio-
mentes, biztonsagos iPS sejt eldallitasa. A létrehozott sejtekbe a betegséget okozd hibas
gén/gének miikodd valtozatat bejuttatva, a differenciacio segitségével megfeleld, terapias
értékkel biro sejttipusok allithatok el6. Ezeket a betegekbe visszajuttatva — elvileg —

mellékhatasok nélkiili gyégyulas varhato.

- Mesterséges kromoszomat nemcsak allatokban, hanem a névényekben is sikeriilt mar
eldallitani, ugyancsak kétféle médon: ,,top down”, illetve indukalt ,,de novo”. A kromoszémak
strukturdlis és funkcionalis elemeirdl alkotott ismeretek birtokdban Preuss D. és munkatarsai
szintetikus uton kozelitették meg a novényi mesterséges kromoszoma eldallitasat (52). Az
Arabidopsis (ludfi) klénozott telomer szekvenciajat hasznaltdk fel arra, hogy elvégezzék a
kukorica kromoszomainak telomer-iranyitott ,,csonkitasat”. Ezzel 4j lehet6ségek nyiltak meg a
novényekben torténd 'top down' megkozelitésre. Irodalmi adatok bizonyitjak, hogy sikertilt
létrehozni olyan platform minikromoszémékat is, amelyek mar helyspecifikus rekombinacids

kazettat tartalmaztak (53, 54). A szakirodalomban kozolt adatok alatamasztjak az indukalt de
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novo novényi kromoszoma létrehozasanak sikerességét is, illetve azt, hogy noévényi szatellit
DNS-alapi mesterséges kromoszomat tobb névényfajtaban (Nicotiana, Brassica) is sikertilt mar
biztonsaggal eldallitani (55). Ez Uj tavlatokat nyithat a novényi biotechnologiaban (pl.

terméshozam novelés, kartevok elleni rezisztencia kialakitas, stb.) (14, 15).

Sikertorténet a mesterséges kromoszomaval modositott repce (AGRISOMA cég, Kanada),
amelybdl nagy mennyiség, és olyan kit{in6 min6ségii olajat lehet kinyerni, amely alkalmas volt

a kanadai hadsereg vadaszgépeinek a meghajtasara is.
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2. Célkituzések

Bar az eml6s mesterséges kromoszéma jelenleg még nem alkalmas human génterapiara,
elmondhatjuk, hogy jelenléte nem toxikus a sejtekre, nem immunogén, nem integralédik a
gazdasejt genomjaba, valamint elvileg korlatlan szamu és méretli transzgént hordozhat (11). A
mesterséges kromoszéma el6nyeit az Gssejtek pozitiv tulajdonsagaival 6tvozve Katona
Rébertnek és munkatarsainak korabban mar sikeriilt bizonyitani, hogy a rendszer alkalmas volt a
Krabbe betegség allatmodelljének (egér) hatékony kezelésére (9). Ugyanakkor egyre nagyobb az
igény a tobb génhez kot6dé — komplex genetikai és daganatos — betegségek gyogyitasara
alkalmas génbeviteli eszkoz kifejlesztésére is. Amennyiben ez megvaldsulna, az rendkiviil nagy
elérelépést jelentene a klinikai alkalmazasokban. Ahhoz, hogy tébb gén — ezzel egyiitt tobb
fehérje — egyidejli hibas miikodését korrigalni lehessen, olyan génbeviteli rendszerre lenne
szitkség, amellyel - karos mellékhatasok nélkiil - tobb gént egyszerre lehetne bejuttatni. Az
emlds mesterséges kromoszoma erre elvileg alkalmas, de problémat jelent, hogy minden tj gén
kromoszémara toltésekor egy 1ij szelekciés markergént is be kellene juttatnunk a sejtbe, hogy a
legutoljara bevitt transzgént hordozé sejtvonalakat is szelektdlhassuk. Amellett, hogy véges
szamu antibiotikum rezisztencia markergén all rendelkezésre, a nem kivant expressziojukkal is

szamolni kell, kiilonos tekintettel a varhaté mellékhatasokra.

Munkank soran célul tiiztiik ki, hogy egy olyan ATV plazmidot allitsunk el6, amely alkalmas arra
a feladatra, hogy egymas utan tobb ciklusban is t6ltsiink az ACE kromoszomara hasznos géneket
ugy, hogy csak egy szelekcios markergén kazettat hasznalunk a feltdltések soran. Ez azt is
jelenti, hogy akar az ACE kromoszoman talalhaté 6sszes fogaddhelyre is tolthetiink géneket (ez

akar 50-200 gén feltoltését is jelentheti). Ezt a vektort szupert6lté vektornak, vagy réviden pST-
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nek neveztiik el. A vektor el6allitasa utan célul tiiztiik ki, hogy két egymast kovetd ciklusban két
kiilonb6z6 gént toltsiink fel az ACE kromoszomara, és igy bizonyitsuk be, hogy a pST

szupert6ltd vektorunk miikodik.

Ezért a Platform mesterséges kromoszomat hordozé Y2913D-SFS kinai horcsog petefészek
sejtvonalban két jol nyomon kovethet6 transzgént hordozo plazmid konstrukciét terveztiink a
mesterséges kromoszomara tolteni. Az egyik DNS konstrukcié az mCherry fehérjét kodolo gént,
mig a masik a béta-galaktozidaz enzim génjét (LacZ) hordozza. A transzfekcidékat mindkét
esetben az ACE ingerazt expresszalo plazmiddal egyiitt kivantuk elvégezni, mig a helyesen
beépiil6 szupertdltd vektorok meglétét G418-szelekcioval szerettiik volna bizonyitani. A
helyspecifikus integraciot specifikus primerparokkal torténé polimeraz lancreakcioval terveztiik
ellendrizni a kivalasztott sejtklonok genomikus DNS-én. Az mCherry gén jelenléte miatt a piros
fluoreszcenciat mutat6 sejtvonalakat fluoreszcens mikroszkép hasznalataval kivantuk vizsgalni.
A kivalasztott klénokban a transzgén jelenlétét az intakt mesterséges kromoszoman FISH
kisérletekkel szandékoztuk kimutatni. Az els6 feltoltési ciklus végén a szelekciés markergén
expresszios kazetta sejtekbOl toérténd eltavolitasat Cre rekombinazt tranziensen expresszalo
plazmid konstrukcié sejtbe torténd transzfekciojaval szerettiik volna kivitelezni. A szelekcios
markergén kazetta hianyat Ganciklovir szelekcioval szandékoztuk kimutatni. A masodik
feltoltési ciklusban a fent emlitett ellenérzési kisérleteken kiviil LacZ festéssel is bizonyitani

kivantuk a megfelel6 sejtklén kivalasztasat.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. Plazmidok

A pSEVIR (shuttle expression vector-1R) ,entry” vektort (4. abra/A), a pATVMin ACE
targetal6 vektort (4. abra/B), és a pSEV2 (shuttle expression vector-2) ,entry” vektort (6.
abra/A) a Chromos Molecular Systems Inc. (jelenleg Calyx Bio-Ventures Inc.) készitette és

biztositotta szamunkra.

A pCre-GFP plazmidot (a plazmid térképét nem tartalmazza a disszertacio) arra hasznaltuk fel,
hogy tranziensen expresszaltassuk a Cre rekombinazt. Erre azért volt sziikség, hogy eltavolitsuk
a LoxP helyekkel hatarolt neomycin-timidin kinaz szelekcids markergén kazettat a mesterséges
kromoszémarol (plazmidot Jim Downing laborjabél kaptuk ajandékba, St. Jude Children's

Research Hospital, Memphis, TN, USA).

A pCXLamIntROK (a plazmid térképét nem tartalmazza a disszertacio) vektor az ACE integraz
tranziens expresszidjaért felel6s, amelynek a segitségével megtorténik a transzgének mesterséges
kromoszémara toltése helyspecifikus médon. Ezt a plazmidot is a Chromos Molecular Systems

Inc. (jelenleg Calyx Bio-Ventures Inc.) biztositotta a szamunkra.

A kisérletekhez sziikséges, laboratériumunkban el6allitott egyéb konstrukcidkrol az

,Eredmények” részben b6vebb informacié olvashato.

3.2. A klonozasok technikai leirdsa

A kisérletekhez hasznélt plazmidokat a Qiagen Midi Kit (Qiagen, 12-145) segitségével
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tisztitottuk a gyart6 altal mellékelt utmutaté szerint. A DNS fragmentek tisztitasat a ,,Molecular
cloning: a laboratory manual” cim{i kényvben foglaltak szerint végeztiik (127). A molekularis
klonozasi 1épésekhez DH50 E. coli kompetens baktériumtorzset (Invitrogen 18265-017), New
England Biolabs és Fermentas cégek altal forgalmazott restrikciés endonukledzokat és T4 DNS
ligazt hasznaltunk, a gyarto ajanlasa szerint. A klonozasok részletes leirasa az Eredmények cimi

fejezetben talalhaté.

3.3. Sejtkulturdk fenntartdsa

A Platform mesterséges kromoszomat hordozé Y29-13D-SFS kinai horcsog ovarium (CHO
DG44) sejtvonal a Chromos Molecular Systems Inc.-t6] szarmazik. Ezt a sejtvonalat MEM alpha
médiumban (Gibco, 22571) tenyésztettiik, kiegészitve 5% magzati borju szérummal (Cansera
International Inc., CS-C08-1000-A), 1x streptomycin-penicillin (Gibco, 15070-063), és 10 pg/ml
puromycinnel (Sigma, P-7255). Az 1D9-16, RFPG18 és RFPG18-12 sejtvonalakat a fent leirt
médiumban tenyésztettiik kivéve azt, hogy a puromycint kihagytuk bel6le. Az 1D9-16 és az
RFPG18-12 sejtvonalak esetén a puromycint 400 pg/ml G418-al helyettesitettiik (Sigma, G-
5013), mig az RFPG18 sejtvonal esetében 10 pM ganciklovirt hasznaltuk (Sigma, G-2636).

Mindegyik sejtvonalat 37°C-on, 5%-0s CO, koncentracié mellett tenyésztettiik.

3.4. Az emlébssejtek transzfekcioja

A plazmidok transzfekciéjat Superfect reagens (Qiagen, 301305) alkalmazasaval végeztiik. A
transzfekciot megel6z6 napon 3x10° sejtet iiltettiink ki 6-lyuki sejttenyésztd plate egy lyukaba. A
transzfekcié napjan a frissen izolalt endotoxin-mentes plazmid DNS-eket TE pufferrel (pH 7.5)

0.2 mg/ml téménységiire higitottuk. Eppendorf csében 6sszekevertiink 1 pg ATV vektort és 1 pg
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ACE-integrazt expresszald plazmidot szérum és antibiotikum-mentes sejttenyészt6 médiumban,
100 pl végtérfogatban. Rovid ideig lecentrifugaltuk. 10 pl Superfect transzfekcios reagens
hozzaadasat kovetden felszuszpendaltuk az oldatot. Szobahémérsékleten 10 percig inkubaltuk,
hogy kialakulhasson a transzfekciés komplex. Az inkubacios id6 alatt eltavolitottuk a —
transzfekcio napjan 60-80%-o0s konfluenciat mutat6 — sejtekrdl a tenyészté médiumot, majd 2 ml
steril, szobahdmérsékletli 1x PBS oldattal (Phosphate-buffered saline) megmostuk a sejteket. Az
Eppendorf cs6ében 1évé komplexhez 600 pl szérumot is tartalmaz6 médiumot adtunk. A sejteket 2
6ran keresztiil normal tenyésztési koriilmények (37°C, 5% CO,) kozott inkubaltuk, miutan a
komplexet kozvetleniil a sejtekhez adtuk. Az inkubaciés id6 letelte utan, eltavolitottuk a
komplexet tartalmazo médiumot a sejtekrdl és 3-szor mostuk steril 1x PBS oldattal 6ket. A
mosasok utan szérumot is tartalmazé médiumot adtunk a sejtekhez. 24 ora elteltével tripszines
kezelés segitségével Osszegyljtottik a sejteket, majd 5 ml tenyésztdmédiumban
felszuszpendalva Oket, Biirker-kamra segitségével meghataroztuk a sejtszamot. Tapfolyadék
segitségével 50 sejt/pl-re higitottuk a sejtszuszpenzidt, majd 96-lyuku plate lyukaiba osztottuk
szét ugy, hogy 50 Pl szuszpenzio jusson mindegyik lyukba. 48 6raval a transzfekciot kovet6en
150 pl — de a 200 pl végtérfogatra kiszamolt mennyiségii - antibiotikumot tartalmazo tenyészté
médiumot adtunk a sejtekhez. Amikor a sejtek szama elérte az 50-60-at lyukankeént, tripszines

kezelést kovetGen 24-lyuku plate egy-egy lyukaba passzaltuk oket.

3.5. Fluoreszcens in situ hibridizacio (FISH)

A fluoreszcens in situ hibridizacios kisérleteket standard protokoll alapjan végeztiik (39). A
kivalasztott sejtvonalakat a sejtciklus mitézis fazisdban 5-6 6rds 5 pg/ml kolhicin kezeléssel
blokkoltuk. A sejtszuszpenziét 75 mM KCI oldatban felszuszpendaltuk és ebben tartottuk 10

percig szobah&mérsékleten. A sejteket ezutdn metanol:ecetsav 3:1 térfogat aranyid, -20°C-os
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keverékével fixaltuk és 1000 rpm-el 10 percig centrifugaltuk. A fixal6t haromszor cseréltiik a
sejteken, majd a fixalt szuszpenziobdl targylemezre cseppentettiink bel6liik. A kicseppentett
szuszpenziot fixaloval leoblitettiik és siiritett levegdvel 3 percig szaritottuk. A kromoszéma
készitményeket tovabbi felhasznalasig  (legfeljebb 1-2 napig) sotét dobozban,
szobahdmérsékleten taroltuk. Hibridizacios prébanak a teljes pPur plazmidot (Clontech, 631601)
hasznaltuk, amit FITC fluoreszcens festékkel jeloltiink. A DNS probakat vagy a Roche DIG Nick
Translation Mix-el (1745816), vagy a Roche Biotin Nick Translation Mix-el (1745824) jeldltiik.
A kromoszoma preparatumokat 1 ordn keresztiil RNaz-A enzimmel kezeltiik 37°C-on, majd
emelkedd koncentraci6ju (70% - 90% - 100%) etanol sorban viztelenitettiik, két percig 75°C-on
formamiddal denaturaltuk, majd etanol sorral rehidraltuk (100% - 90% - 70% - viz), és utana 12
6ran at 37°C-on a biotin jelolt probaval hibridizaltuk. Mosas utdn a lekotédott probat FITC
konjugalt avidin (Vector A-2011) és biotinilalt anti-avidin (Vector BA-0300) ellenanyagokkal
jeloltik meg 3 lépcsében (FITC-jeldlt avidin — biotinilalt anti-avidin — FITC-jel6lt avidin). A
kromoszémakat DAPI (4, 6-diamidino- 2-fenilindol, DNS festék) tartalmu oldattal (Vector H-

1200) fedtiik le.

3.6. Polimeraz lancreakcio (PCR)

A kivalasztott sejtvonalakbol genomikus DNS-t izoldltunk a Zymo Research Quick-gDNA
MiniPrep (Cat. No.: D3025) kit segitségével. A transzgéneknek a mesterséges kromoszomara
torténd helyspecifikus integraciéjat PCR kisérletekkel mutattuk ki a kovetkez6 primerekkel:
193AF 5'-ACCCCCTTGCGCTAATGCTCTGTTA és NeoR1 5'-
TCGATGAATCCAGAAAAGCGGCCA. A PCR reakciokat egy MJ Research PTC-150
Minicycler késziilékkel hajtottuk végre, 25 pl-es reakcié-térfogatban. A 25 pl-es reakcio-térfogat

az alabbi dsszetevoket tartalmazta:
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* kb. 60 ng a sejtvonalakbdl tisztitott gDNS-bol
* 5yl 5x Green GoTaq Flexi Buffer (Promega, M891A)
* 2,5u12,5mM dNTP mix (Fermentas, R0182)

* 2yl (RFPG18 més RFPG18-12 esetén)/ 2,5 pl (1D9-16 esetén) 25 mM MgCl, (Promega,
A351B)

e 2l 10 pmol/pl 193AF primer
e 2yl 10 pmol/ul NeoR1 primer
* 0,2 gl GoTaq DNA Polymerase (Promega, M830B)
» 25 pl-re kiegészitve steril, tridesztillalt vizzel
A reakciot a kbvetkez6 program szerint hajtottuk végre:
* 95°C, 3 perc (denaturélas)
Majd 40 ciklus az alabbiak szerint:
* 95°C, 30 masodperc
* 56°C (RFPG18 esetén)/ 62°C (1D9-16 és RFPG18-12 esetén), 30 masodperc
* 68°C, 1 perc
Végiil 72°C, 10 perc (a reakcio befejezése), utana pedig 4°C a mintak eltavolitasaig.
A vart PCR termék mérete: 784 bp. A keletkez6 PCR termékeket 1%-os agaréz-TBE (TRIS
borate EDTA) gélen valasztottuk el 200 ng GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (Fermentas

SM0241) molekulaméret jelz6oldat mellett.

3.7. Mikroszkopia

A mikroszkopos képeket Zeiss Axiolmager.Z1 fluoreszcens mikroszképon 630x immerzids
nagyitassal EC Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil (Zeiss 420792-9900) objektivvel és 49-es jelii kék
(Zeiss 488049-0000) (gerjesztés: G 365 nm, emisszio: BP 445/50 nm) valamint 38 HE jeli zold

(Zeiss 488038-0000) (gerjesztés: BP 470/40 nm, emisszio: BP 525/50), illetve 20-as jeldi piros
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(488020-0000) (gerjesztés: BP 546/12 nm, emisszié: BP 575 - 640 nm) szlir6kkel készitettiik. A

képeket Zeiss Axiovision 4.6 szoftverrel dolgoztuk fel.

3.8. Béta-galaktoziddz enzim kimutatdsa sejttenyészetekben

Az enzim aktivitasanak kimutatasahoz a sejteket 1x PBS oldattal mostuk. A sejteket 2%
formaldehidet és 0,2% glutaraldehidet tartalmazé 1x PBS oldattal fixaltuk 5 percig, 4°C-on. Ezt
kovetden ismét 1x PBS mosas kovetkezett, majd 1 mg/ml X-gal, 5 mM K-ferricianid, 5 mM K-
ferrocianid és 2 mM MgCl, osszetételii oldattal festettiik a sejteket 14-18 déran keresztiil, 37°C-
on. A folosleges festéket 1x PBS-sel kimostuk és fénymikroszkép segitségével ellendriztiik a

béta-galaktozidaz enzim aktivitasat.
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4. Eredmeények

4.1. Egy szelekcios markergén kazettat hordozo vektor létrehozdasa

Munkank soran sikeriilt egy olyan 1j vektort kifejleszteniink, amely csak egyetlen szelekcios
markergén kazettat hasznal a hasznos gének bevitele soran. A rendszer, amelyet
tovabbfejlesztettiink, egy ,entry” plazmidbdl és egy ACE targeting vektorbél (ATV) all. A
PSEVI1R ,entry” vektor (4. abra/A) egy Osszetett klonozé helyet (Multi Cloning Site = MCS)
hordoz, amely alkalmas a hasznos gén befogadasara. Ez az MCS régié egy olyan expresszios
kazetta része, amely egy CMVIE-csirke béta-aktin-béta-globin hibrid (réviden: CX) promotert
(125, 126) és egy SV40 polyA szignalt is tartalmaz. Az emlitett expresszios kazettat a
tovabbklonozas eldsegitése érdekében az I-Ceu és PI-Pspl élesztd homing endonukleazok
hasitohelyei hataroljak. A teljes expresszios kazettat — a hasznos génnel egyiitt — ennek a két
enzimnek a segitségével tovabb lehet vinni ebbdl a plazmidbél a mesterséges kromoszomat
targetalo ATV vektorokba, hiszen azok is tartalmazzak az el6bb emlitett enzimek

felismerdhelyeit.

A 4. abra/B részén a pATVMin plazmid lathaté, amely a mesterséges kromoszomat targetald
vektorok kozé tartozik. A plazmidon feltiintetett I-Ceu és PI-Pspl restrikciés hasitéhelyek a
hasznos gént tartalmazo expresszios kazetta tovabbklonozasahoz sziikségesek. Az attB hely az
ACE integraz felismerési helyéiil szolgal. Mint azt mar a bevezetésben emlitettem, ez az enzim
képes elvégezni a helyspecifikus rekombinaciét a mesterséges kromoszoman 1évd attP és a
targetalo vektoron 1évo attB helyek kozott. A rekombinaciot kdvetéen a hasznos gént hordozo
pATVMin plazmid képes a mesterséges kromoszémara integralodni. Az integraciot kovet6en a

promoter nélkiili neomycin rezisztencia gén — amelyet a targetal6é vektor tartalmaz - ,,megszerzi”
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a mesterséges kromoszoman lévé puromycin gén SV40 promoterét. Ez lehet6vé teszi olyan
G418-rezisztens sejtvonalak izolalasat, amelyek a mesterséges kromoszoman hordozzak és arrol

expresszaljak a hasznos vagy terapias gént.

A munkank soran célul kitlizétt szupertoltdé vagy roviden pST plazmidot (4. abra/D) a
pATVMin plazmidbol (4. abra/B) éllitottuk el6 ugy, hogy a pATVMin plazmidot BamHI
restrikcids endonukleazzal hasitottuk. Ez a hasitohely a neomicin antibiotikum rezisztencia gén
(NeoR CDS) transzlacios startpontjatél 5' iranyban talalhat6. Tulnydlo BgIII restrikcios
helyekkel rendelkezd, LoxP szekvenciat tartalmazé oligonukleotidokat szintetizaltunk
(LoxpBGF: 5’-GATCTataacttcgtataatgtatgctatacgaagttatA, LoxPBGR: 5-
GATCTataacttcgtatagcatacattatacgaagttatA). Ezen egyszali primerekb6l dupla szalu
oligonukleotidokat allitottunk el6, standard modszer alapjan. A dupla szadld LoxP
oligonukleotidot a pATVMin plazmid BamHI helyére ligdltuk. A LoxP hely megfelel6
orientacidjat DNS szekvenalassal ellendriztiik. A pmCCKO14 plazmidot korabban allitottuk el
(4. abra/C, még nem publikalt eredmény). Ez a vektor hordozza a HSV-TK expresszids kazettat,
amely egy LoxP helyet is hordoz a polyA szignaltol 3' iranyban. A timidin kinaz kazetta MC1
promoéterrel és egy HSVTK poliadenilacios szignallal van ellatva. A LoxP helyet hordozo
pATVMin plazmidot Xbal restrikcids enzimmel hasitottuk, ami egy 3251 bp méret{ linearizalt
DNS-t eredményezett. A timidin kinaz expresszios kazettat — a LoxP hellyel egyiitt — egy Xbal-
Spel fragmentként izoldltuk a pmCCKO14 plazmidbél. A 3141 bp méretli fragmentet
beépitettiik a LoxP helyet tartalmaz6, Xbal enzim-hasitott pATVMin vektorba. A keletkezett
plazmidot szekvenalassal ellendriztiik. A helyes szekvenciaval rendelkezd plazmidot szupert6lté
vektornak vagy réviden pST-nek (4. abra/D) neveztiik el. A létrehozott 6392 bp méretli pST
vektor egy promoter nélkiili neomycin rezisztencia gént hordoz, amely az ACE integraz

felismer6 helyétdl (attB) 3' iranyban helyezkedik el.
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4. dbra. A pSEVIR (A), pATVMin (B), a pmCCKO14 (C) és a pST (D) plazmidok térképe

A konstrukcidt ugy készitettiik el, hogy a NeoR és timidin kinaz szelekcios markergén kazettat

hatarolé LoxP helyek azonos iranyultsaguak. Ezeket a helyeket azért alkalmaztuk, mert a Cre

enzim képes rekombinaciot katalizalni a két LoxP hely kozott és ennek eredményeképpen az

egész szelekcios markergén kazetta eltavolithato. Ezt kovet6en a Ganciklovir szelekcio lehet6vé

teszi azoknak a sejtvonalaknak a kivalasztasat, amelyekben mar nincs jelen a szelekcios

markergén kazetta. Ezt a jelenséget sikerrel hasznaltuk fel a génfeltolté rendszeriinkben. A

mesterséges kromoszomara toltésnek ezt a modszerét szupertdlté ciklusnak hivjuk, és a

folyamatot a 5. abra foglalja 6ssze.
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5. dbra. A mesterséges kromoszoma (ACE) ,,szupert6lto” ciklusa. A) Az ACE integrdz dltal
katalizdlt kromoszomdra torténd integrdcio; B) Transzgénnel ,, feltoltétt” mesterséges
kromoszéma; C) A neomycin-timidin kindz szelekcios markergén kazetta eltdavolitdsa Cre

rekombindz dltal; D) A mesterséges kromoszoma ,, ujratdlthet6™ dllapotba kertiil.

A hasznos gént hordozd pST konstrukciok mar alkalmasak a mesterséges kromoszémara tértén6

toltéshez.

4.2. A szupertéltési kisérletekhez sziikséges plazmid konstrukciok

77 7

elballitasa és ellenbrzése

A pSTRFP plazmidot (6. abra/C) ugy allitottuk el6, hogy a pRSET-B-mCherry plazmidot
BamHI és HindIII restrikciés endonukleazokkal hasitottuk és az mCherry kodolé szekvenciajat

(a plazmid konstrukcidban roviden RFP-nek nevezve) tartalmazo, 724 bp méreti DNS
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fragmentet izolaltuk. A pSEV2 entry vektort (6. abra/A) ezzel egy idében BamHI és HindIII
restrikcios enzimekkel hasitottuk. A 4501 bp méretli plazmid DNS fragmentet izolaltuk és az
RFP kodolé szekvenciat ezzel a fragmenttel ligaltuk. Ennek eredményeként hoztuk létre a
PS2RFP plazmidot (6. abra/B). A 3015 bp méretli RFP expresszios kazettat I-Ceu és PI-Pspl
éleszt6 homing endonukleazok segitségével eltavolitottuk, majd a pST vektorba (4. abra/D)
ligaltuk — melyet el6tte szintén ugyanezekkel az enzimekkel hasitottunk — és a keletkezett

konstrukciot pSTRFP-nek neveztiik el (6. abra/C).
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6. dbra. ApSEV2 (A), pS2RFP (B), a pSTRFP (C) plazmidok térképe
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A pSLZ (7. abra/A) plazmidot ugy készitettiik el, hogy a béta-galaktozidaz gén (pCH110
plazmid, Amersham) kodolé szekvenciajat a pSEV1R vektorba (4. abra/A) klonoztuk. Ehhez a
pCH110 plazmidot BamHI és HindIII restrikcids enzimekkel hasitottuk, majd az igy keletkezett
LacZ-LacY-tartalmu, 3735 bp méretli DNS fragmentet izolaltuk. A pSEV1R plazmidot BglII és
HindIII restrikcids enzimekkel hasitottuk. A 4320 bp méreti DNS fragmentet izolaltuk és a
LacZ-LacY fragmentet a hasitott vektorba ligaltuk. A keletkez6 8055 bp méreti plazmidot

pSLZ-nek neveztiik el (7. abra/A).

Ezt kovetden az 5877 bp méreti LacZ-LacY expresszios kazettat I-Ceu és PI-Pspl éleszto
homing endonukleazok segitségével eltavolitottuk a pSLZ plazmidbdl (7. abra/A). Ezek utan az
emlitett régiot a 6367 bp méreti pST vektorba ligaltuk, melyet el6z6leg ugyanezekkel az
enzimekkel hasitottunk, és igy létrehoztuk a 12244 bp méreti pSTLZ plazmid konstrukciot (7.

abra/B).
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7. dbra. A) pSLZ B) pSTLZ plazmidok térképe

kromoszomarol expresszalo sejtvonal létrehozasa

A szupertélté ciklus 1. lépése: mCherry fehérjét a mesterséges

Az 4.2 fejezetben leirtak alapjan el6allitott pSTRFP plazmidot (6. abra/C) egy Platform
mesterséges kromoszémat hordoz6 sejtvonalba (Y29-13D-SFS) transzfektaltuk, az ACE
integrazt expresszalé vektorral (pCXLaminIntROK) egyiitt. 24 éraval késébb G418 szelekciot
inditottunk annak érdekében, hogy olyan kolénidkat novessziink fel, melyek a mesterséges
kromoszémara megfelel6en beépiilve hordozzak a transzgént tartalmazé szupertolté vektort. A

szelekci6 68 stabil transzfektans sejtvonalat eredményezett. A G418-rezisztens klénokbél gDNS-
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t izolaltunk, majd PCR kisérletekkel azonositottuk az mCherry gént hordoz6 plazmid

helyspecifikus integraciojat.

1D9-16
RFPG18

’ RFPG18-12
Control

a4

F.tl .1:!0/..

8. dbra. A) Transzgének helyspecifikus integrdciojanak bizonyitdsa PCR kisérlettel az 1D9-16,
RFPG18 és RFPG18-12 sejtvonalak gDNS-én; B) mCherry fehérje expresszio kimutatdsa az

X
N

1D9-16 sejtvonalban; C) mCherry génnel ,,feltdltétt” mesterséges kromoszoma jelenlétének
bizonyitdsa az 1D9-16 sejtvonalban FISH kisérlettel; D) mCherry fehérjét expresszdlo REPG18
sejtvonal; E) mCherry génnel ,,feltdltott” mesterséges kromoszéma jelenlétének bizonyitdsa az
RFPG18 sejtvonalban FISH segitségével; F) Piros fluoreszcencidt mutaté és LacZ festésre
pozitiv REPG18-12 sejtek; G) mCherry és béta-galaktoziddz génnel ,, felt6ltott” kromoszoma
jelenlétének bizonyitdsa az RFPG18-12 sejtvonalban FISH kisérlettel.
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A sejtvonalakat ezenkiviil fluoreszcens mikroszkoppal is megvizsgaltuk, amit az mCherry
fehérje jelenléte tett lehet6vé szamunkra. FISH kisérleteket végeztiink azért, hogy kimutassuk a
transzgéniinket az intakt mesterséges kromoszoman. A kiindulasi 68 sejtvonalbol, 25 esetén
pozitiv RFP jelet, illetve random integracié nélkiili kromoszomara torténd beépiilést
tapasztaltunk (36%). A tovabbi kisérletekhez az 1D9-16 sejtvonalat valasztottuk ki, mivel a
konstrukcio helyesen integraloédott a mesterséges kromoszomara (8. abra/A), erds piros
fluoreszcens jelet mutatott (8. abra/B) és jo méretli, intakt mesterséges kromoszomaval

rendelkezett (8. abra/C: rozsaszin jel).

4.4. A szelekcios markergén kazetta eltavolitasa Cre rekombindz segitségével

A ganciklovir — amely egy 2'-deoxi-guanozin analog — el6szoér a pSTRFP vektorral bejuttatott
timidin-kindznak koszonhet6en foszforilalédik és deoxi-guanozin trifoszfat (dGTP) anal6gga
alakul. A foszforilalt allapota miatt a DNS polimerdz nem képes beépiteni, ezért a DNS
replikdcio ledll, majd a folyamat sejthaldllal végzédik. Célunk eléréséhez csak olyan
sejtvonalakat hasznalhattunk, amelyek rezisztensek a ganciklovir kezelésre valamint szenzitivek
a G418 szelekciora, hiszen ezek nem tartalmaztdk a szelekciés markergén kazettat. A megfeleld
transzfektans vonalak kivalasztdsdhoz meghataroztuk a legalacsonyabb hatékony ganciklovir
koncentraciot, amely elegend6 volt az 1D9-16 sejtek elpusztitasahoz. A 10 UM koncentracié
elegendonek bizonyult a sejtek megdléséhez. A kovetkezd lépésben a Cre rekombinazt
expresszal6 plazmidot (pCre-GFP) az 1D9-16 sejtbe transzfektaltuk, ami az enzim tranziens
kifejez6dését biztositotta (5. abra/C). Mivel a neomycin és timidin kindz expresszios kazettat
LoxP helyek hataroltak, azt vartuk, hogy a Cre rekombinaz képes lesz eltavolitani ezt a
markergén konstrukciét a mesterséges kromoszémardl. Ennek koszonhet6en csak a feltoltott

hasznos gént kifejezd kazetta marad hatra a kromoszéman, ami jelen esetben nem mads, mint az
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mCherry expresszios kazetta. A transzfekciot kovetGen 24 oraval elkezdtik a ganciklovir
szelekciot a sejteken — 10 pPM koncentracioval — azért, hogy rezisztens sejtvonalakat
izolalhassunk. A szelekcié eredményeként 48 stabil sejtvonalat vizsgaltunk tovabb. A kivalasztott
sejtvonalakat a korabban emlitett mddon a helyspecifikus integraciot kimutaté PCR
kisérletekkel, fluoreszcens mikroszkopiaval és FISH kisérletekkel vizsgaltuk meg. A kiindulasi
48 sejtvonalbol 22 esetén intakt mesterséges kromoszémat és megfelel6 RFP fehérje expressziot
figyeltiink meg (45%). A kapott eredmények alapjan az RFPG18 sejtvonalat (8. abra/A, D és E:
zold jel) valasztottuk ki a tovabbi kisérletekhez. Ezzel a szupertolté ciklus elsd 1épése

befejezddott.

4.5. A szupertoltd ciklus 2. lépése: béta-galaktoziddz gént hordozé plazmid

konstrukcio mesterséges kromoszomadra toltése

A szelekciés markergén kazetta eltavolitasat kovet6en a mesterséges kromoszéma ismét képessé
valt egy Ujabb transzgén befogadasara (5. abra/D). Ezért a korabban mar leirt médon létrehozott
pSTLZ szupertolt6 plazmidot (7. abra/B) az ACE integrazt expresszalé plazmiddal
(pCXLamIntROK) egyiitt a kivalasztott RFPG18 sejtvonalba transzfektaltuk. Ezzel a lépéssel
kezd6dott el a masodik feltoltési ciklus (5. abra/A, B). A transzfekciot kovetéen G418 rezisztens
sejtvonalakat izolaltunk. A szelekcionak kdszonhet6en 74 stabil sejtvonalat allitottunk el6. A
konstrukcio helyes kromoszomara épiilését ebben az esetben is a helyspecifikus integraciot
kimutat6 PCR kisérletekkel igazoltuk. A szelektalt vonalakat a FISH kisérleteken, és a piros
fluoreszcenciajukon kiviill még az ,,Anyagok és modszerek” c. fejezetben leirtak alapjan LacZ
festéssel is teszteltiik. A kiindulasi 74 stabil transzfektans sejtvonal koziil 37 esetén tapasztaltunk
RFP expressziot és pozitiv jelet a LacZ festést kovet6en (50%), mig ezek koziil 21 sejtvonalban

sikeriilt random integracié nélkiili beépiilést kimutatnunk (56,7%). A helyspecifikus integraciot
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kimutat6 PCR (8. abra/A), a FISH (8. abra/G: z6ld jel), az RFP jel (8. abra/F) és a LacZ jel (8.
abra/F) alapjan az RFPG18-12 sejtvonal bizonyult a legjobb sejtvonalnak. Ebben a sejtvonalban
tehat a pST szupertoltd plazmid segitségével két feltoltd ciklus elvégzésével sikeriilt két
kiilonb6z6 transzgént a mesterséges kromoszomara tolteni és ezzel bizonyitani, hogy a plazmid

alkalmas a tobbszoros feltoltésre.
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5. Diszkusszio

Munkank soran célul tiiztiik ki egy olyan génbeviteli eszkdz kidolgozasat, amely lehetové teszi
az emlés mesterséges kromoszéma tobb hasznos génnel torténd feltoltését anélkiil, hogy

mindegyik alkalommal egy ujabb szelekcids markergént kellene hasznalni.

Erre azért volt sziikség, mert hiaba van akar 50-200 fogaddhely az emlds mesterséges
kromoszéman, a markergének korlatozott szama hatart szabott a felt6lthet6ségének. Ez féként
akkor okoz(hatna) problémét, ha tobb gén egyiittes jelenléte sziikséges a sejtekben. Igy példaul
tobb génnel végrehajtott transzgenezis kisérleteknél, bizonyos biokémiai utvonalak
tanulmanyozasanal, illetve daganatos és komplex betegségek terapias kezelésekor. Az is
probléma lehet néhany szelekciés markergén esetében, hogy bizonyos szervekben vagy
szovetekben emelkedett expresszios szintet mutatnak, ami nem kivant mellékhatasokhoz

vezethet.

Munkank sordn sikeriilt eléallitanunk a célkitizésben megfogalmazott szupertolté plazmidot,
amelyet azutan sikeresen alkalmaztunk két kiilonb6z6 hasznos gén mesterséges kromoszémara
toltésére. A feltoltések eredményeként sikeresen eldallitott sejtvonalak intakt mesterséges
kromoszémat hordoztak, amelyek funkciondlisan expresszaltdk mind az mCherry, mind a LacZ
gént. Kimutattuk, hogy az emlitett konstrukciok helyesen integralodtak a mesterséges
kromoszomara (8. abra). Bebizonyitottuk, hogy egyetlen szelekciés markergén kazetta is
elegend6 ahhoz, hogy két kiilonb6z6 hasznos gént a mesterséges kromoszémara toltsiink. A
kisérletek soran igazoltuk, hogy a mesterséges kromoszoma tobb hasznos génnel torténd
feltoltése viszonylag konnyen kivitelezhet6, hatékony, és nem jelent kiilonosebb toxicitast a

sejtekre nézve. A kisérleti eredmények tovabb erdsitik az elméletileg mar bizonyitott tényt, hogy
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Diszkusszio

a mesterséges kromoszoma a szupertdlt6 vektor hasznalataval kombinalva alkalmas lehet
komplex, tobb gén vizsgalatat egyiittesen érintd alapkutatasi kisérletek elvégzésére, tobb gént is
hordozo6 transzgénikus allatok és novények létrehozasara, illetve olyan terapias célokra, amikor
tobb gén bevitele sziikséges a betegség kezeléséhez. Ezenkiviil, amennyiben sziikséges, a
mesterséges kromoszoma — elGzetes tisztitast kovet6en — akar mikrosejt fuzidval, akar

transzfekcios reagenssel, illetve mikroinjektalassal atvihet6 egyik sejtbol a masikba (128).

A szupert6ltd vektor hasznalata soran az is bebizonyosodott, hogy a szelekcios markergének
maradéktalanul eltavolithatok a sejtekbdl, igy nem okoznak nem kivant mellékhatasokat a
szervezetben. Ezzel teljesiilt az a nem titkolt célkit{izésilink is, hogy biztonsagosabba tegyiik a

mesterséges kromoszéma génterapias hasznalatat.

A kisérletekhez sziikséges plazmidokat, illetve sejtvonalakat az SF/548-25/2013 hatéarozattal

engedélyezett géntechnologiai modositast végzo 1étesitmény laboratériumaban allitottuk eld.
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8. Magyar nyelvii 6sszefoglalo

A génterapia napjainkban az orvosi gyakorlat viharos gyorsasaggal fejl6d6, nagy érdekl6déstol
ovezett, egyben legvitatottabb teriilete. Ehhez elengedhetetleniil fontos egy genetikai informacio
szallitasara alkalmas eszkoz. Az ideélis vektor ismérvei az alabbiakkal foglalhat6k 6ssze: 1) ne
tartalmazzon olyan DNS-elemeket, amelyek nem kivanatos megvaltozasa (rekombinacio,
mutacio) az érintett sejt, szovet vagy szervezet miikodését karosan befolyasolja; 2) ne épiiljon be
a kromoszémadkba, a génallomany normalis miikodését ne befolyasolja; 3) biztositsa az éltala
szallitott gén(ek) szabalyozott miikodését és (szamuk) ellenGrizhetdségét, azaz allandosagat; 4)
illetve alkalmas legyen nagymeéretii (akar tobb Mb hossztisagi) gének bevitelére és miikodésiik
biztositasara. E szigoru feltételeket mai ismereteink szerint egyetlen jelenleg hasznalatban 1év6
mesterséges génhordozé sem teljesiti. Uj korszakot nyithat azonban az emlés mesterséges
kromoszoma, mint lehetséges génterapias vektor. A virus-alapu vektorok hianyossagaival
szemben (alacsony hordozo6 kapacitas, a gazdagenomba torténo integracid) az emlds mesterséges
kromoszéma szinte korlatlan méreti DNS befogadaséra és bevitelére képes, valamint nem

integralodik.

Hadlaczky Gyulanak és munkatarsainak sikeriilt de novo egér és human szatellit DNS-alapa
mesterséges kromoszomat eldallitani (SATAC). Ennek egy feltdlthet6 valtozata is elkésziilt, a
Platform ACE. Jollehet a Platform ACE 50-200 fogadodhellyel is rendelkezik — igy elvileg
lehetségesnek tiinik tébb génnel torténé ,,feltdltése” - ugyanakkor problémat jelent, hogy minden
Uj gén kromoszémara toltésekor egy Uj szelekcids markergént is be kellene juttatnunk a sejtbe,
hogy a legutoljara bevitt transzgént hordozd sejtvonalakat is szelektalhassuk. Amellett, hogy

véges szamu antibiotikum rezisztencia markergén all rendelkezésre, a nem kivant
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expresszidjukkal is szamolni kell, kiilénds tekintettel a varhato mellékhatasokra.

Munkank soran célul tiiztiik ki egy olyan génbeviteli eszkdz kidolgozasat, amely lehet6vé teszi
az eml6s mesterséges kromoszoma tébb hasznos génnel torténd feltoltését igy, hogy csak egy
szelekciés markergén kazettara legyen sziikség minden egyes feltoltéshez. Szupertolté vektornak
vagy roviden pST-nek neveztiik el ezt a hasznos gének bevitelére eldallitott j plazmidot. A
szupert6lté vektor hasznalata soran azt is bizonyitani kivantuk, hogy a szelekci6s markergének
maradéktalanul eltavolithatok a sejtekbdl, igy nem okoznak nem kivant mellékhatasokat a
szervezetben. Ezzel biztonsagosabba kivantuk tenni az eml6s mesterséges kromoszomat

génterapias alkalmazasokra.

A szupertoltd ciklus els6 1épésében egy ,.entry” vektorba épitjiik a hasznos, illetve terapias gént.
Ebben az ,entry” vektorban az expresszios kazetta tartalmaz egy multi-klénozé helyet (MCS =
multi-cloning site), amelyet egy CMVIE-csirke béta-aktin-béta-globin hibrid promoter és egy
SV40 polyA szignal szekvencia hatarol. Két éleszt6 homing endonukleaz (I-Ceu és PI-Pspl)
hasitohelye segiti a plazmidban a transzgént hordozé expressziés kazetta kivagasat, majd tovabb
mozgatasat a mesterséges kromoszomara toltés kovetkezd vektoraba, az ACE targetald
plazmidba (ATV; ACE targeting vector). Ez utobbi vektor ugyanigy hordozza az emlitett két
enzim hasitohelyét, igy konnyen atvihet6 a transzgéniinket hordoz6 megfelel6 fragment. A
kromoszomara toltéshez a dolgozat targyat képezd, tjonnan elBallitott pST elnevezésli AT V-t
hasznaltuk, amely egy promoter nélkiili neomycin antibiotikum rezisztencia gént és egy HSV-TK
(Herpes simplex virus-thymidine kinase) expresszios kazettat tartalmaz. Az emlitett régiot két,
direkt orientaciéban elhelyezked6 LoxP hely hatarolja. Egy kinai horcség ovarium (CHO)
sejtvonalban két jol nyomon kovethet6 pST plazmid konstrukciét toltdttiink a mesterséges

kromoszémara. Az els6 szupertolté plazmid az mCherry gént hordozta. Kromoszomara toltése
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egy modositott lambda integraz (ACE integraz) altal végrehajtott helyspecifikus integracio
segitségével tortént, amely a mesterséges kromoszéman 1évo attP és a szupert6ltd vektoron
jelenlévd attB felismerdhelyek kozott jott 1étre. Az enzim egy modositasnak kdszonhetGen
nemcsak bakterialis kérnyezetben, hanem emlds sejtben is képes az integraciot katalizalni. Az
enzim a pCXLamIntROK plazmidrdl tranziensen fejezddik ki, mivel a transzfekci6 soran a
targetald vektorral egyiitt ezt is bejuttatjuk a sejtekbe. A feltdltés kovetkeztében a promoter
nélkiili neomycin rezisztencia gén promotert szerez maganak — miutan beépiilt az emlds
mesterséges kromoszoéma fogadohelyére —, ami lehet6vé teszi a transzgént hordozo sejtvonalak
G418 szelekcidval torténd kivalasztasét. Igy olyan sejtvonalat hoztunk létre, amely a mesterséges
kromoszémarol expresszalta a piros fluoreszcens fehérjét. A létrehozott sejtvonalakat
helyspecifikus integraciot kimutat6 PCR reakcidval, FISH kisérletekkel és fluoreszcens
mikroszképia segitségével ellendriztiik. Az els6 szupertoltd ciklus végén a Cre rekombinaz
tranziens expressziojaval eltavolitottuk a neomycin-HSV-TK expresszios kazettat a sejtekbdl.
Ezzel a mesterséges kromoszoma egy kovetkezd gén befogadasara képes anélkiil, hogy egy
ujabb szelekcios markergént alkalmaznank. A kromoszémara toltés kdvetkezd 1épésében a béta-
galaktozidaz enzim génjét, a LacZ-t tartalmazo pST plazmidot toltéttiik fel a mar mCherry-t
expresszalo sejtvonalban a kromoszémara. Igy az ACE integraz segitségével ismét
helyspecifikus integraciot hajtottunk végre. Az mCherry és a LacZ gént a mesterséges
kromoszoman hordoz6 sejtvonalakat kivalogattuk és a legmegfelel6bb klont helyspecifikus
integraciot kimutat6 PCR reakcioval, FISH kisérletekkel, fluoreszcens mikroszkopos

vizsgalatokkal, illetve LacZ festés segitségével azonositottuk.

Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy az eml6s mesterséges kromoszoma — amennyiben
sziikséges — akar tobb génnel is feltlthetd, egyetlen szelekciés markergén kazetta
alkalmazasaval. Tobb gén egyidejii jelenléte az eml6s mesterséges kromoszéman mind a
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komplex genetikai és daganatos betegségek kezelése esetében, mind a tébb transzgént hordozo
és kifejez6 allatok és novények eldallitasaban, s6t biokémiai szignaltranszdukcids ttvonalak
tanulmanyozasahoz is elengedhetetlen. Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy az eml6s
mesterséges kromoszoma és a szupertdlt6 rendszer kombinacioja alkalmassa valhat mind

alapkutatasi, mind pedig terapias célu felhasznalasra az emlitett kutatasi teriileteken.
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9. English summary of the Ph.D. thesis

Nowadays the field of gene therapy is rapidly developing in clinical applications and it draws
public attention, but it is still a controversial issue. To achieve safe and effective gene therapy, it
is indispensable to develop a novel vector system, which has a high genetic material carrying
capacity. The criteria of an ideal vector are the following: 1) it shouldn't contain DNA elements,
which are prone to recombination and/or mutation and could cause harm to cells, tissues or
organs; 2) it shouldn't integrate into, and influence the normal function of the host genome; 3) it
should ensure that the the delivered gene(s) has a controlled function and copy number; 4) it
should have a vast amount (up to Mb sized) of genetic material carrying capacity. As far as we
know, presently there is no proper gene carrier, which meet these strict requirements. Therefore,
the mammalian artificial chromosome may open a new era, as a novel gene therapy vector. In
contrast to the deficiencies of the virus-based vectors (low transgene carrying capacity,
integration into the host genome) the mammalian artificial chromosome has an unlimited

transgene carrying capacity and it doesn't integrate into the host genome.

Gyula Hadlaczky and his colleagues successfully produced de novo mouse and human satellite
DNA-based artificial chromosomes (SATACs). Recently, a novel version of SATAC was
developed, which carries multiple acceptor sites for gene delivery. This chromosome is called
Platform ACE. The Platform ACE contains 50 to 200 acceptor sites and therefore, it is
theoretically possible to load many genes onto this chromosome. However, there is a major
problem inherent in the present system, since it is necessary to use a new antibiotic resistance
gene for each transgene-loading onto this Platform ACE. Moreover, the number of presently

available antibiotic marker genes is limited and their overexpression could lead to undesired
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side-effects.

During our experiments, we aimed to develop a new gene loading system, which enables the
loading of Platform ACE with many genes by using only one selection marker gene cassette. We

named this novel plasmid vector as superloading vector or shortly pST.

In the first step of our superloading system, we have an ,entry” vector, into which the useful
gene is cloned. This ,entry” vector carries an expression cassette that consists of a multi-cloning
site (MCS) flanked by a CMVIE-chicken beta-actin-beta-globin hybrid promoter and an SV40
polyA signal sequence. There are two yeast homing endonuclease (I-Ceu, PI-Pspl) recognition
sites outside the expression cassette. We use these sites to deliver the transgene expression
cassette from the entry vector into the ACEs-targeting ATV vectors, which are also carrying these
recognition sites. In the experiments described here, we developed the pST ATV plasmid, which
contains a promoterless neomycin antibiotic resistance gene and a HSV-TK (Herpes simplex
thymidine kinase) expression cassette flanked by LoxP sites in direct orientation. We loaded two,
well-detectable constructs into a Platform ACE-carrying Chinese hamster ovary (CHO) cell line.
The first superloading plasmid carried the mCherry gene. The pST vector together with its cargo
is loaded onto the Platform ACE by the ACE integrase. This enzyme achieves the loading event
by performing a site-specific recombination between the attP (on the Platform ACE) and the attB
sites (on the pST ATV). The ACE integrase is based on the enzyme lambda integrase, which has
been modified. The modification renders the integrase functionally independent of bacterial host
cell factors and capable of operating in a mammalian context. The ACE integrase is transiently
expressed from the pCXLamIntROK plasmid, which is co-transfected with the pST ATV vector
into the target cells. After the loading procedure, the promoterless neomycin resistance gene

replaces the puromycin resistance gene on the Platform ACE and acquires its promoter.
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Therefore, the transgene carrying cell lines become G418-resistant. In this way, we successfully
produced red fluorescent protein expressing cell lines. We checked these established cell lines by
using PCR specific to the integration event, FISH experiments and fluorescence microscopy. At
the end of the first superloading cycle, we removed the whole neomycin-HSV-TK expression
cassette from the cells by transiently expressing the Cre recombinase. Therefore, the ACE was
able to receive another transgene, without the application of a new selection marker gene. In the
second superloading cycle, we loaded the LacZ containing pST plasmid onto the Platform ACE,
which was already carrying the mCherry. We successfully induced site-specific integration event
again. We selected the cell lines, which were carrying both the mCherry and the LacZ genes on
the Platform ACE, using PCR specific to the integration event, FISH expreiments, fluorescent

microscopy and LacZ staining.

Based on our results, we can conclude that our artificial chromosome can be loaded with several
transgenes by using only one selectable marker gene cassette. The ability to load several genes
onto the Platform ACE could be important for the treatment of complex genetic diseases and
cancer, for producing transgenic animals with multiple genes and also for studying complex
biochemical signal transduction pathways. We believe that our mammalian artificial
chromosome combined with this novel superloading system could be a suitable gene-carrier for

future basic research and therapeutic applications in the above mentioned research fields.
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