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ÖSSZEFOGLALÁS

A világszerte növekvô számban jelentkezô UV sugárzás

okozta betegségek új megelôzô és terápiás stratégia kifej-

lesztését indokolják. Az UVB által elôidézett leggyakoribb

DNS léziók a ciklobután pirimidin dimerek (CPD), ame-

lyek apoptózishoz, immunszuppresszióhoz, mutációhoz,

ezáltal bôrbetegségek kialakulásához vezethetnek. Az élet-

tanilag fontos fehérjék in vitro-szintetizált mRNS által tör-

ténô expresszálása nagy terápiás lehetôséggel bír. Ennek

az új génterápiás technológiának az alkalmazásával sike-

rült funkcionálisan aktív CPD-specifikus fotoliáz fehérjét

kifejezni humán keratinocitákban. Ezen tanulmány össze-

foglalja, hogy az in vitro-szintetizált mRNS milyen fontos

és elônyös eszköze lehet a modern terápiás eljárásoknak.
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SUMMARY

Increasing worldwide prevalence of UV irradiation-

induced diseases warrants development of novel preventive

and therapeutic strategies. The most common UVB-caused

DNA lesion is cyclobutane pyrimidine dimer (CPD), which

triggers skin diseases by inducing apoptosis,

immunosuppression and mutation. In vitro-synthesized

mRNA coding for physiologically important proteins has

great therapeutic potential. Applying this novel mRNA-

based gene therapy method, we could achieve functional

CPD-specific photolyase production in cultured human

keratinocytes. The present study demonstrates that in vitro-

synthesized mRNA is an effective tool for modern

therapeutic applications.
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1. Az mRNS-alapú génterápia elônyei és nehézségei
A géntranszfer technológia nagy fejlôdésen ment keresz-

tül az utóbbi idôben. A különbözô génterápiára irányuló el-
járások közül az mRNS használata tûnik a legalkalmasabb-
nak a terápiás fehérjék expresszálására, enzimdefektusok
javítására, vakcina készítmények kifejlesztésére. Mindezt a
virális vektor- és plazmid DNS-alapú géntranszfer módsze-
rekkel szembeni elônyös tulajdonságai teszik lehetôvé (1).
Sokkal biztonságosabb, mert nem integrálódik a genomba,
kizárólag a kódolt fehérje gyors és hatékony szintézise tör-
ténik meg a citoplazmában, továbbá tranziensen transzfek-
tálható primer és nem osztódó sejtekbe is. Ezen kívül az
mRNS-nek funkciója betöltéséhez nincs szükség sejtmagi
lokalizációra, transzkripcióra (2, 3). Az említett elônyös tu-

lajdonságok ellenére az in vitro-szintetizált mRNS sikeres
in vivo alkalmazása korlátozott, hiszen különbözô RNS
szenzorok aktiválása révén erôs immunválasz-reakciókhoz
vezet. Ezen szenzorok legismertebb képviselôi a Toll-like
receptorok (TLR3, TLR7, TLR8), RIG-I (retinoic acid-in-
ducible gene 1), IFIT1 és IFIT5 (interferon-induced protein
with tetratricopeptid repeats 1 és 5), valamint a PKR (pro-
tein kinase RNA-activated) (4, 5). További problémát jelent,
hogy a labilis szerkezete sem teszi alkalmassá klinikumban
való felhasználását, génterápiás alkalmazását. Ezidáig az
exogén mRNS terápiás lehetôségeinek kutatása elsôsorban
a daganatellenes immunterápiára irányult, ahol antigént kó-
doló mRNS-t vittek be immunsejtekbe ex vivo (6). Az
mRNS stabilitásának növelésével – az 5’ végén található
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„sapka” struktúra kémiai módosításával, valamint a 3’ vég-

hez kötött hosszabb poli (A) „farok” használatával – ígére-

tesebb terápiás célú felhasználásra nyílt esély (6). Azonban,

ezen módosítások ellenére is, az in vitro-szintetizált mRNS

nukleázokkal szembeni érzékenysége magas fokú, transzlá-

ciós hatékonysága pedig alacsony maradt, ráadásul a nem-

kívánatos mellékhatások továbbra is jelentkeztek (7, 8). Az

mRNS-alapú géntranszfer technológia in vivo alkalmazásá-

val kapcsolatban Karikó és mtsai. tudományos munkája ho-

zott áttörést. Az mRNS szerkezetébe uridin helyett egy, a

természetben is elôforduló módosított nukleozidot, pszeu-

douridint építettek be. A pszeudouridin-módosítással sokkal

hatékonyabb fehérje transzlációt értek el a nem módosított,

vagy más kémiai módosítást tartalmazó mRNS-hez képest.

A beépített pszeudouridin növelte az mRNS stabilitását,

míg immunogenitását jelentôsen csökkentette (9). Ezeket

az elônyöket felhasználva Warren és mtsai. a transzkripciós

faktorok expresszálásához keratinociták indukálható pluri-

potens sejtekké (iPSC, induced pluripotent stem cells) tör-

ténô de-differenciálása, míg Wang és mtsai. egerekben in-

dukált tüdôdaganat növekedésének gátlása céljából hasz-

nált pszeudouridint- es 5-metilcitidint-tartalmazó RNS-eket

(10, 11). Kormann és mtsai más módosítású uridint épített

be az in vitro-szintetizált mRNS-be, amely a surfactant pro-

tein B (SP-B) fehérjét kódolta, majd aeroszol technikával

SP-B deficiens egerek tüdejébe juttatta, ami magas túlélési

rátát eredményezett (12). Ugyanez a munkacsoport az aller-

gia okozta asztma kezelésére is ígéretes terápiás alkalma-

zást fejlesztett ki módosított FOXP3 mRNS segítségével

(13). Ezekben a közleményekben használt in vitro-szinteti-

zált mRNS-ek már jelentôs mértékben fokozták a kódolt fe-

hérjék kifejezôdését, viszont az RNS-szenzorok aktivitása

még mindig detektálható volt. Karikó és mtsai. 2011-ben

közölt munkájában demonstrálta, hogy az in vitro-szinteti-

zált, pszeudouridin-módosított mRNS HPLC (high-perfor-

mance liquid chromatography) segítségével történô tisztítá-

sa teljes mértékben megszünteti az mRNS immunogén ter-

mészetét (14), és nanogramm mennyiségû mRNS használa-

ta is elegendônek bizonyult szignifikáns biológiai hatás

eléréséhez egerekben (15). Eritropoetin fehérjét kódoló

mRNS-t intraperitoneálisan juttatott egerekbe és majmok-

ba, amelyek vérében még a negyedik napon is kimutatta a

kódolt fehérjét, amely funkcionálisan aktív volt (15). A

pszeudouridin-módosítás és HPLC tisztítás együttes alkal-

mazásának köszönhetôen nemcsak az mRNS immunogeni-

tását sikerült kiküszöbölni, de a kódolt fehérje elleni neut-

ralizáló antitestek sem termelôdtek (15). Az mRNS-alapú

terápia embereken való alkalmazása természetesen még vá-

rat magára, de eddigi ismereteink új távlatokat nyithatnak a

modern, mRNS-alapú készítmények kifejlesztésében és

egyre közelebb visznek minket a klinikumban való haszná-

latuk megvalósításához.

2. UV-sugárzást követô DNS károsodás és reparáció

A pszeudouridin-módosított, HPLC-tisztított mRNS

nagy szerepet játszhat a bôrbetegségek megelôzésében és

terápiájában is. Patogenetikai szempontból a bôrt érô

egyik legáltalánosabb környezeti tényezô a napfény ult-

raibolya sugárzása, amelynek biológiai hatásai hullám-

hossztól függôen eltérôek (16). Az UVB-sugárzás (280-

320 nm) a DNS-ben közvetlenül elnyelôdve ciklobután

pirimidin dimereket (CPD) és 6-4-pirimidin-pirimidon (6-

4 PP) fotoproduktumokat indukál (17). Mivel az UV-irra-

diáció hatására nagyobb számban keletkezik CPD, mint 6-

4 PP, lassabban javítódik és nagyobb a mutagenitása is,

jelentôs szerepe van a sugárzás okozta károsodásokban

(18, 19). A CPD-k a legkárosabb és leggyakoribb UVB-

okozta DNS-léziók közé tartoznak, nagymértékben hozzá-

járulnak az UV sugárzásnak kitett bôrben bekövetkezô

akut válaszreakciókhoz (napégés, apoptózis, hiperplázia)

(20-23). Hosszan tartó jelenlétük gyulladásos folyamatok

indukálásához, immunszuppresszióhoz, illetve mutáció-

hoz, ezáltal bôrbetegségek kialakulásához vezethet (24-

26). Az UVB káros hatásaival szemben a méhlepényes

emlôsök, így az ember is, kizárólag a nukleotid reparációs

rendszer (NER) mûködésére számíthat (27-29). A NER

bonyolult és komplex mechanizmusának eredményekép-

pen az UVB által okozott CPD-k javítása több napig is el-

tart (30). Az UVB-indukált DNS léziók javítását a fotoliáz

fehérjék is képesek elvégezni. Ezek olyan DNS javító en-

zimek, amelyek egy gyors, fényfüggô reakcióban (foto-

reaktiváció) képesek a DNS szekvencia megváltoztatása

nélkül specifikusan felismerni és kijavítani a fotoproduk-

tumokat (31, 32). Ezek az enzimek azonban hiányoznak a

méhlepényes emlôsökbôl (33).

3. Nukleozid-módosított fotoliáz mRNS in vitro vizs-

gálatai és alkalmazásának lehetôségei a bôr sejtjeiben

Munkacsoportunk a fentebb leírt pszeudouridin-módo-

sított, HPLC-tisztított mRNS-alapú génterápiás mód-

szert olyan kísérleti rendszerben tesztelte, ahol az mRNS

a fotoliáz fehérjét kódoló génszekvenciát tartalmazta. A

Potorous tridactylus fotoliáz génjét kódoló mRNS-t kol-

laboráció keretében Karikó Katalin laboratóriuma in vitro-

transzkripcióval hozta létre. A szekvencia kodon-optima-

lizálásával, az mRNS pszeudouridin-módosításával,

hosszú poly(A) farok és cap1 struktúra kialakításával,

valamint az mRNS HPLC tisztításával összességében

magas transzlációs hatékonyságot, és biológiai stabilitást

sikerült elérni, amit a DE OEC Bôrgyógyászati Klinika

kutatócsoportja igazolt (34). Kísérleteink elsô fázisában

kimutattuk, hogy a transzfektált, majd fotoreaktivált hu-

mán keratinocitákban a CPD-k száma több mint 60%-kal

csökkent a fotoliáz aktivációjához szükséges energiafor-

rást nélkülözô sejtekhez képest, ami bizonyította, hogy a

transzlált fehérje funkcionálisan is aktív. A fotoreaktivá-

ció szignifikánsan csökkentette az UVB dózis antiproli-

feratív hatását (34). A fotoliáz mRNS keratinocitákba

juttatása alkalmasnak tûnik az UVB-indukálta CPD léziók

eltávolítására humán keratinocitákban, ami elôrevetíti

alkalmazási lehetôségét a bôrdaganatok megelôzésében.

A CPD-fotoliázt expresszáló sejtek kiváló modellrend-

szerként is szolgálnak az UVB sugárzás okozta hatásme-

chanizmusok vizsgálatára, mivel lehetôvé teszik a CPD

függô és független UVB hatások elkülönítését. Munka-

csoportunk erre irányuló vizsgálatai folyamatban van-
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nak. Ismert, hogy a NER genetikailag meghatározott el-

térései (Xeroderma pigmentosum, Cockayne’s szindró-

ma, trichothiodisztrófia), erôs UV-fényérzékenységgel

és a bôrdaganatok kialakulására való fokozott hajlammal

járnak (35, 36). A fotoliáz mRNS in vivo alkalmazásának

bevezetése új fényvédelmi stratégiát jelenthet, amely az

akut napfénykárosodás és bôrdaganatok kialakulásának

kockázatát csökkentheti, ezáltal a NER mutációi követ-

keztében kialakuló betegségekben szenvedôk részére új,

hosszantartó fényvédelmi eszközzé válhat. A módosított

fotoliáz mRNS in vivo bôrsejtekbe juttatásának a kidol-

gozása új utat nyithatna más fehérjét kódoló mRNS-ala-

pú terápia megvalósítására is. A különbözô bôrbetegsé-

gekhez kapcsolt, specifikus fehérjéket kódoló mRNS-ek

alkalmazása így ígéretes terápiás eszköz lehet olyan be-

tegségek gyógyításában is, mint az epidermolysis bullo-

sa, Marfan-szindróma, Duchenne-betegség vagy tüdô

emphysema. Napjainkban a bôrön át történô anyagbevi-

tel intradermális injekcióval, mikrotûkkel vagy génpus-

kával történik. Az eljárások közül a legkevésbé invazív

természettel a mikrotûk rendelkeznek, amelyek elég

hosszúak ahhoz, hogy a bôr felsô rétegén áthatoljanak,

de még ne okozzanak nagy fájdalmat (37, 38). Ezen

technikák további hátránya, hogy a bôr mélyebb rétegei-

be hatolnak, míg az általunk kívánt hatás eléréséhez a

fotoliáz fehérjét kódoló mRNS molekulákat a bôr epi-

dermiszének bazális membrán vagy e fölötti rétegek

sejtjeihez kellene eljuttatni, hiszen ezek a sejtek az

UVB-sugárzás fô targetjei. A nukleozid-módosított

mRNS széleskörû preventív és terápiás alkalmazásához

olyan módszert kell kifejleszteni, amely a stratum cor-

neum barrier funkciójának kiküszöböléséhez nem igé-

nyel ilyen drasztikus eljárásokat.
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