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Bevezetés

Bevezetés

A génterápia  napjainkban az  orvosi  gyakorlat  viharos  gyorsasággal  fejlődő,  nagy érdeklődéstől 

övezett,  egyben  legvitatottabb  területe.  A génterápia  a  sejtek  molekuláris  szintű  folyamataiba 

avatkozik be, genetikai információ bevitelével célirányosan megváltoztatva azokat. A hibás gének 

cseréje, illetve javítása elvileg mind a szomatikus, mind a csírasejtekben megvalósulhat, de csak a 

szomatikus  sejtek  szintjén  engedélyezett  a  folyamat.  Az  új  információ  sejtbe  történő  bevitele 

hordozók/vektorok segítségével, a vektorok bevitele pedig infekcióval, transzfekciós reagensekkel 

(pl.: liposzómák, polimerek) vagy fizikai módszerekkel (pl.: elektroporáció) történhet meg. Jelenleg 

hordozóként leggyakrabban módosított vírusokat használnak (pl.: retrovírus, lentivírus, adenovírus). 

A génterápia ezekben az esetekben toxikus vagy immunogén is lehet a sejtekre. Az ideális vektor 

feltételeit  (pl.:  ne  integrálódjon  a  gazdasejt  örökítő  anyagába,  korlátlan  transzgén  hordozó 

kapacitással rendelkezzen) mai ismereteink szerint egyetlen jelenleg alkalmazott génhordozó sem 

teljesíti.

Új  korszakot  nyithat  azonban  az  emlős  mesterséges  kromoszóma,  mint  lehetséges  génterápiás 

vektor. A vírus-alapú vektorok hiányosságaival szemben az emlős mesterséges kromoszóma szinte 

korlátlan méretű DNS befogadására képes, valamint nem integrálódik a gazdasejt genomjába. A 

Platform  mesterséges  kromoszóma  expressziós  rendszer  (Platform  ACE  system  =  Artificial 

Chromosome  Expression system) a  szatellit  DNS-alapú mesterséges kromoszómákra (SATAC = 

Satellite DNA-based Artificial Chromosome) épül. A Platform ACE rendszer már feltöltő helyekkel 

rendelkező  kromoszóma.  A  transzgén(ek)  „feltöltése”  egy  módosított  lambda  integráz  (ACE 

integráz) segítségével történik, amelynek akceptor helyei (attP) számos kópiában megtalálhatók a 

mesterséges kromoszómán. Így elvileg lehetséges több transzgén kromoszómára töltése.

A  monogénes  Krabbe  betegség  állatmodellben  történő  sikeres  kezelése  reménykeltő  volt 
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Bevezetés

számunkra,  mivel  a  kombinált  emlős  mesterséges  kromoszóma-őssejt  terápiával  valósult  meg. 

Ugyanakkor egyre nagyobb az igény a több génhez kötődő – komplex genetikai és daganatos – 

betegségek  kezelésére  alkalmas  génbeviteli  eszköz  kifejlesztésére  is.  Az  emlős  mesterséges 

kromoszóma elvileg alkalmas lenne erre a feladatra, de alkalmazását hátráltatja, hogy minden új 

transzgén kromoszómára töltésekor egy új szelekciós markergént is be kell juttatnunk a sejtekbe 

azért,  hogy a legutoljára bevitt transzgént hordozó sejtvonalakat szelektálhassuk. Amellett,  hogy 

véges számú antibiotikum rezisztencia markergén áll rendelkezésre, a nem kívánt expressziójukkal 

is számolni kell, különös tekintettel a várható mellékhatásokra.
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Célkitűzések

Célkitűzések

Munkánk során célul tűztük ki, hogy egy olyan ATV (ACE targeting vector) plazmidot állítsunk elő, 

amely  alkalmas  arra  a  feladatra,  hogy  egymás  után  több  ciklusban  is  töltsünk  az  ACE 

kromoszómára hasznos géneket úgy, hogy csak egy szelekciós markergén kazettát  használunk a 

feltöltések során. Ezt a vektort szupertöltő vektornak, röviden pST-nek neveztük el.

Céljaink  eléréséhez  a  Platform mesterséges  kromoszómát  hordozó  Y29-13D-SFS kínai  hörcsög 

petefészek  sejtvonalban  két  jól  nyomon  követhető  transzgént  hordozó  plazmid  konstrukciót 

terveztünk a mesterséges kromoszómára tölteni. Az egyik DNS konstrukció az mCherry fehérjét 

kódoló gént,  míg a másik a béta-galaktozidáz enzim génjét  (LacZ) hordozza.  A transzfekciókat 

mindkét  esetben  az  ACE  integrázt  expresszáló  plazmiddal  együtt  kívántuk  elvégezni,  míg  a 

szupertöltő vektorok stabil jelenlétét a sejtekben G418-szelekcióval szerettük volna bizonyítani. A 

helyspecifikus  integrációt  specifikus  primerpárokkal  történő  polimeráz  láncreakcióval  terveztük 

ellenőrizni a kiválasztott sejtklónok genomikus DNS-én. Az mCherry gén jelenléte miatt a piros 

fluoreszcenciát mutató sejtvonalakat fluoreszcens mikroszkóp használatával kívántuk vizsgálni. A 

kiválasztott  klónokban  a  transzgén  jelenlétét  az  intakt  mesterséges  kromoszómán  FISH 

kísérletekkel  szándékoztuk  kimutatni.  Az első  szupertöltő  ciklus  végén  a  szelekciós  markergén 

expressziós kazetta sejtekből történő eltávolítását Cre rekombinázt tranziensen expresszáló plazmid 

konstrukció  sejtbe  történő transzfekciójával  szerettük  volna  kivitelezni.  A szelekciós  markergén 

kazetta  hiányát  Ganciklovir  szelekcióval  szándékoztuk  bizonyítani.  A  második  szupertöltő 

ciklusban a  fent  említett  ellenőrzési  kísérleteken kívül  LacZ festéssel  is  bizonyítani  kívántuk a 

megfelelő sejtklón kiválasztását.
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Alkalmazott módszerek

Alkalmazott módszerek

1. Transzgént  hordozó  konstrukciók  készítése  (plazmid  DNS  tisztítás,  restrikciós  endonukleáz 

kezelés,  agaróz  gélelektroforézis,  DNS  fragment  tisztítás,  ligálás,  baktérium transzformáció  és 

növesztés szelektív táptalajon, DNS szekvencia tervezés és szoftveres illesztés).

2. Emlőssejtkultúrák fenntartása és transzfekciója.

3. Genomikus DNS tisztítás a kiválasztott sejtvonalakból.

4. Polimeráz láncreakció.

5. Fluoreszcens  in  situ  hibridizáció  (metafázisos  kromoszóma  preparátumok  készítése  a 

sejtvonalakból, DNS-DNS hibridizáció, immunjelölés).

6. Fluoreszcens mikroszkópia.

7. Béta-galaktozidáz enzim aktivitásának kimutatása sejttenyészetekben.
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Eredmények és következtetések

Eredmények és következtetések

A Platform ACE rendszerhez korábban már létrehozták a gének feltöltését biztosító vektorrendszert 

is.  Ez  egy „entry”  vektorral  kezdődik,  amely  a  transzgén befogadására  alkalmas multi-klónozó 

helyet (MCS =  Multi-cloning  site) tartalmaz. A MCS régió egy olyan expressziós kazetta része, 

amely egy CMVIE-csirke  béta-aktin-béta-globin  hibrid  (röviden:  CX) promótert  és  SV40polyA 

szignált  is  tartalmaz.  A  teljes  expressziós  kazettát  az  I-Ceu  és  PI-PspI  élesztő  homing 

endonukleázok segítségével át lehet vinni a mesterséges kromoszómát targetáló ATV vektorokba, 

hiszen azok is tartalmazzák az enzimek felismerőhelyeit.

Munkánk során kifejlesztettük a  szupertöltő,  pST elnevezésű ATV plazmidot,  amely többszörös 

feltöltés esetén is csak egyetlen szelekciós markergén kazettát használ. A pST vektor egy promóter 

nélküli neomycin antibiotikum rezisztencia gént és egy HSV-TK (Herpes simplex virus thymidine 

kinase)  expressziós  kazettát  tartalmaz.  Az  említett  régiót  két,  azonos  irányultságú  LoxP hely 

határolja. Kísérleteinkben egy kínai hörcsög ovárium (CHO) sejtvonalban két jól nyomon követhető 

pST plazmid konstrukciót töltöttünk a mesterséges kromoszómára. Az első szupertöltő plazmid az 

mCherry gént hordozta. Kromoszómára töltése az ACE integráz által végrehajtott helyspecifikus 

integráció  segítségével  történt,  amely  a  mesterséges  kromoszómán  lévő  attP  és  a  szupertöltő 

vektoron jelenlévő attB felismerőhelyek között jött létre. Az enzim egy módosításnak köszönhetően 

nemcsak  bakteriális  környezetben,  hanem emlős  sejtben  is  képes  az  integrációt  katalizálni.  Az 

enzim  a  pCXLamIntROK  plazmidról  tranziensen  fejeződik  ki,  mivel  a  transzfekció  során  a 

targetáló vektorral együtt ezt is bejuttatjuk a sejtekbe. A feltöltés következtében a promóter nélküli 

neomycin  rezisztencia  gén  promótert  szerez  magának  –  miután  beépült  az  emlős  mesterséges 

kromoszóma  fogadóhelyére  –,  ami  lehetővé  teszi  a  transzgént  hordozó  sejtvonalak  G418 

szelekcióval  történő  kiválasztását.  Így  olyan  sejtvonalat  hoztunk  létre,  amely  a  mesterséges 
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kromoszómáról expresszálta a piros fluoreszcens fehérjét. A létrehozott sejtvonalakat helyspecifikus 

integrációt kimutató PCR reakcióval, FISH kísérletekkel és fluoreszcens mikroszkópia segítségével 

ellenőriztük.  Az  első  szupertöltő  ciklus  végén  a  Cre  rekombináz  tranziens  expressziójával 

eltávolítottuk  a  neomycin-HSV-TK  expressziós  kazettát  a  sejtekből.  Ezzel  a  mesterséges 

kromoszóma egy következő gén befogadására képes anélkül, hogy egy újabb szelekciós markergént 

alkalmaznánk.  A kromoszómára töltés  következő lépésében a  béta-galaktozidáz  enzim génjét,  a 

LacZ-t  tartalmazó  pST  plazmidot  töltöttük  fel  a  már  mCherry-t  expresszáló  sejtvonalban  a 

kromoszómára. Az ACE integráz segítségével ismét helyspecifikus integrációt hajtottunk végre. Az 

mCherry  és  a  LacZ gént  a  mesterséges  kromoszómán  hordozó sejtvonalakat  kiválogattuk  és  a 

legmegfelelőbb  klónt  helyspecifikus  integrációt  kimutató  PCR  reakcióval,  FISH  kísérletekkel, 

fluoreszcens mikroszkópos vizsgálatokkal, illetve LacZ festés segítségével azonosítottuk.

A szupertöltő rendszer használata könnyen kivitelezhetőnek és hatékonynak bizonyult, valamint az 

alkalmazása  semmiféle  toxikus  hatást  nem gyakorolt  a  sejtekre.  Ezzel  a  módszerrel  a  terápiás 

alkalmazás  előtt  lehetővé  válhat  a  szelekciós  markergének  eltávolítása,  lecsökkentve  ezzel  a 

lehetséges mellékhatások kockázatát.
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