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Bevezetés

A génterapia napjainkban az orvosi gyakorlat viharos gyorsasaggal fejl6d6, nagy érdekl6déstdl
ovezett, egyben legvitatottabb teriilete. A génterapia a sejtek molekuldris szintli folyamataiba
avatkozik be, genetikai informacio bevitelével céliranyosan megvaltoztatva azokat. A hibas gének
cseréje, illetve javitasa elvileg mind a szomatikus, mind a csirasejtekben megvaldsulhat, de csak a
szomatikus sejtek szintjén engedélyezett a folyamat. Az Uj informacié sejtbe torténd bevitele
hordozok/vektorok segitségével, a vektorok bevitele pedig infekcioval, transzfekcios reagensekkel
(pl.: liposzémak, polimerek) vagy fizikai modszerekkel (pl.: elektroporaci6) térténhet meg. Jelenleg
hordozdként leggyakrabban modositott virusokat hasznalnak (pl.: retrovirus, lentivirus, adenovirus).
A génterapia ezekben az esetekben toxikus vagy immunogén is lehet a sejtekre. Az idealis vektor
feltételeit (pl.: ne integralddjon a gazdasejt ©rokité anyagaba, korlatlan transzgén hordozo
kapacitassal rendelkezzen) mai ismereteink szerint egyetlen jelenleg alkalmazott génhordoz6 sem
teljesiti.

Uj korszakot nyithat azonban az emlés mesterséges kromoszéma, mint lehetséges génterdpids
vektor. A virus-alapa vektorok hidnyossagaival szemben az eml6s mesterséges kromoszoma szinte
korlatlan méreti DNS befogadasara képes, valamint nem integralodik a gazdasejt genomjaba. A
Platform mesterséges kromoszoma expresszios rendszer (Platform ACE system = Artificial
Chromosome Expression system) a szatellit DNS-alapi mesterséges kromoszomakra (SATAC =
Satellite DNA-based Artificial Chromosome) épiil. A Platform ACE rendszer mar felt6ltd helyekkel
rendelkez6 kromoszoma. A transzgén(ek) ,feltoltése” egy modositott lambda integraz (ACE
integraz) segitségével torténik, amelynek akceptor helyei (attP) szamos koépiaban megtalalhatok a

mesterséges kromoszéman. fgy elvileg lehetséges tbb transzgén kromoszémara toltése.

A monogénes Krabbe betegség allatmodellben torténd sikeres kezelése reménykelt6 volt
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szamunkra, mivel a kombinalt eml6s mesterséges kromoszéma-o0ssejt terapiaval valosult meg.
Ugyanakkor egyre nagyobb az igény a tébb génhez kotdd6 — komplex genetikai és daganatos —
betegségek kezelésére alkalmas génbeviteli eszkoz kifejlesztésére is. Az emlds mesterséges
kromoszoma elvileg alkalmas lenne erre a feladatra, de alkalmazasat hatraltatja, hogy minden j
transzgén kromoszomara toltésekor egy Uj szelekcios markergént is be kell juttatnunk a sejtekbe
azért, hogy a legutoljara bevitt transzgént hordozé sejtvonalakat szelektalhassuk. Amellett, hogy
véges szamu antibiotikum rezisztencia markergén all rendelkezésre, a nem kivant expressziojukkal

is szamolni kell, kiilonos tekintettel a varhato mellékhatasokra.
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Munkank soran célul tiiztiik ki, hogy egy olyan ATV (ACE targeting vector) plazmidot allitsunk el6,
amely alkalmas arra a feladatra, hogy egymas utan tobb ciklusban is toltsiink az ACE
kromoszomara hasznos géneket tgy, hogy csak egy szelekciés markergén kazettat hasznalunk a

feltoltések soran. Ezt a vektort szupertoltd vektornak, réviden pST-nek neveztiik el.

Céljaink eléréséhez a Platform mesterséges kromoszomat hordozé Y29-13D-SFS kinai horcsog
petefészek sejtvonalban két jol nyomon kovethet6 transzgént hordoz6 plazmid konstrukciot
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 transzfekciokat
mindkét esetben az ACE integrazt expresszalé plazmiddal egyiitt kivantuk elvégezni, mig a
szupert6ltd vektorok stabil jelenlétét a sejtekben 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 mutaté sejtvonalakat fluoreszcens mikroszkép hasznalataval kivantuk vizsgalni. A
kivalasztott klonokban a transzgén jelenlétét az intakt mesterséges kromoszoéman FISH
kisérletekkel szandékoztuk kimutatni. Az els6 szupertdltd ciklus végén a szelekci6s markergén
expresszios kazetta sejtekbdl torténd eltavolitasat Cre rekombinazt tranziensen expresszalo plazmid
konstrukcio sejtbe torténé transzfekcidjaval szerettiik volna kivitelezni. A szelekciés markergén
kazetta hianyat Ganciklovir szelekcioval szandékoztuk bizonyitani. A masodik szupertolt6
ciklusban a fent emlitett ellen6rzési kisérleteken kiviil LacZ festéssel is bizonyitani kivantuk a

megfeleld sejtklon kivalasztasat.
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Alkalmazott modszerek

1. Transzgént hordoz6 konstrukciok készitése (plazmid DNS tisztitas, restrikciés endonukleaz
kezelés, agar6z gélelektroforézis, DNS fragment tisztitas, ligalas, baktérium transzformacio és

novesztés szelektiv taptalajon, DNS szekvencia tervezés és szoftveres illesztés).
2. Eml6ssejtkulturak fenntartasa és transzfekcidja.

3. Genomikus DNS tisztitas a kivalasztott sejtvonalakbol.

4. Polimeraz lancreakcio.

5. Fluoreszcens in situ hibridizaci6 (metafazisos kromoszoéma preparatumok készitése a

sejtvonalakbol, DNS-DNS hibridizacié, immunjel6lés).
6. Fluoreszcens mikroszkopia.

7. Béta-galaktozidaz enzim aktivitasanak kimutatasa sejttenyészetekben.
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A Platform ACE rendszerhez korabban mar létrehoztak a gének feltdltését biztositd vektorrendszert
is. Ez egy ,entry” vektorral kezdddik, amely a transzgén befogadasara alkalmas multi-klonozo
helyet (MCS = Multi-cloning site) tartalmaz. A MCS régio egy olyan expresszids kazetta része,
amely egy CMVIE-csirke béta-aktin-béta-globin hibrid (réviden: CX) promotert és SV40polyA
szignalt is tartalmaz. A teljes expresszios kazettat az I-Ceu és PI-Pspl élesztd homing
endonukleazok segitségével at lehet vinni a mesterséges kromoszomat targetalé6 ATV vektorokba,

hiszen azok is tartalmazzak az enzimek felismerdhelyeit.

Munkank soran kifejlesztettiik a szupertdltd, pST elnevezésii ATV plazmidot, amely t6bbszoros
feltoltés esetén is csak egyetlen szelekcidos markergén kazettat hasznal. A pST vektor egy promoter
nélkiili neomycin antibiotikum rezisztencia gént és egy HSV-TK (Herpes simplex virus thymidine
kinase) expresszios kazettat tartalmaz. Az emlitett régiot két, azonos iranyultsagii LoxP hely
hatarolja. Kisérleteinkben egy kinai hércség ovarium (CHO) sejtvonalban két jol nyomon kdvethetd
pST plazmid konstrukciot toltottiink a mesterséges kromoszémara. Az elsd szupertdltd plazmid az
mCherry gént hordozta. Kromoszomara t6ltése az ACE integraz altal végrehajtott helyspecifikus
integracio segitségével tortént, amely a mesterséges kromoszoman 1év6 attP és a szupertdltd
vektoron jelenlévé attB felismerShelyek kozott jott 1étre. Az enzim egy modositasnak kdszonhetGen
nemcsak bakterialis kdrnyezetben, hanem emlGs sejtben is képes az integraciot katalizalni. Az
enzim a pCXLamIntROK plazmidrol tranziensen fejezddik ki, mivel a transzfekci6 soran a
targetalé vektorral egyiitt ezt is bejuttatjuk a sejtekbe. A feltdltés kdvetkeztében a promoter nélkiili
neomycin rezisztencia gén promotert szerez maganak — miutan beépiilt az emlds mesterséges
kromoszoma fogadéhelyére —, ami lehet6vé teszi a transzgént hordozo sejtvonalak G418

szelekcival torténd kivalasztasat. Igy olyan sejtvonalat hoztunk létre, amely a mesterséges
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kromoszomarol expresszdlta a piros fluoreszcens fehérjét. A létrehozott sejtvonalakat helyspecifikus
integraciot kimutaté PCR reakciéval, FISH kisérletekkel és fluoreszcens mikroszkopia segitségével
ellendriztiik. Az els6 szupertoltd ciklus végén a Cre rekombinaz tranziens expressziojaval
eltavolitottuk a neomycin-HSV-TK expresszidos kazettat a sejtekbOl. Ezzel a mesterséges
kromoszoma egy kovetkez6 gén befogadasara képes anélkiil, hogy egy tjabb szelekciés markergént
alkalmaznank. A kromoszomara t6ltés kovetkezd lépésében a béta-galaktozidaz enzim génjét, a
LacZ-t tartalmazé pST plazmidot toltottiik fel a mar mCherry-t expresszalé sejtvonalban a
kromoszomara. Az ACE integraz segitségével ismét helyspecifikus integraciét hajtottunk végre. Az
mCherry és a LacZ gént a mesterséges kromoszoman hordoz6 sejtvonalakat kivalogattuk és a
legmegfelel6bb klont helyspecifikus integraciét kimutat6 PCR reakcioval, FISH kisérletekkel,

fluoreszcens mikroszképos vizsgalatokkal, illetve LacZ festés segitségével azonositottuk.

A szupertoltd rendszer hasznalata konnyen kivitelezhet6ének és hatékonynak bizonyult, valamint az
alkalmazdsa semmiféle toxikus hatdst nem gyakorolt a sejtekre. Ezzel a modszerrel a terdpias
alkalmazas elott lehet6vé valhat a szelekcios markergének eltavolitasa, lecsokkentve ezzel a

lehetséges mellékhatasok kockazatat.
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