VI. BIOMEDICINA

(Biotechnológia 2002)

CITOPROTEKTÍV ANYAGOK TERVEZÉSE ÉS A HATÁSMECHANIZMUSÁNAK VIZSGÁLATA

Szerződésszám: BIO-00004/02

Kezdési dátum: 2003.

Időtartam: 2003-2005.

Összköltség: 41.600 Ezer Ft

OM támogatás: 28.500 Ezer Ft

Témakör: 6.6

Acronym:

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE


A reaktív oxigén szabadgyökök által kiváltott DNS, lipid és fehérje károsodások fontos szerepet játszanak a leggyakoribb betegségek kialakulásában (pl.: szívizom vagy agyi ischaemia, diabétesz, reumatoid artritisz, stb.). A oxidatív DNS károsodás következtében fellépő egyes láncú DNS törések legfontosabb hatása a poli(ADP-ribóz) polimeráz (PARP) enzimek aktiválása, amelynek következtében felhasználódik a sejt NAD+ állományának jelentős része és ATP depléció alakul ki. Ezek a folyamatok végső soron nekrotikus sejtpusztuláshoz vezethetnek, így nagymértékben felelősek az infarktust követő szívizom károsodás kialakulásáért. Ezért a PARP aktiváció gátlása nem toxikus PARP inhibitorokkal jelentősen javíthatná az ischaemia alatt károsodott szív energia háztartásának helyreállását a reperfúzió során, és így az ischaemiás szívbetegség gyógyszeres kezelésének új kategóriáját képezheti.


Korábbi irodalmi adatok szerint a PARP inhibitorok védőhatást mutatnak a szív ischaemia-reperfúziós károsodásával szemben, illetve hatásosan védik a különböző sejteket az oxidatív károsodásoktól. Ugyanakkor a leggyakrabban alkalmazott PARP inhibitorok (pl. 3-aminobenzamid) komoly toxicitással rendelkeznek, így in vivo alkalmazásuk erősen limitált. Ezért tudományos szempontból fontos lenne új, nem toxikus PARP inhibitorok kifejlesztése és ezek kardioprotektív hatásának molekuláris szinten történő vizsgálata. A szabadgyökök okozta energia metabolizmus károsodás és sejthalál részben megakadályozható PARP inhibitorokkal, feltehetően azért, mert a PARP inhibitorok szignifikánsan csökkentik a szabadgyökök aktiválta NAD+ katabolizmus mértékét, és csökkentik a NAD+ újbóli szintéziséhez szükséges ATP felhasználását. Az a tény, hogy a PARP inhibitorok csökkentik a citoplazmatikus NAD+ katabolizmust, és feltehetőleg mérséklik a szabadgyökök indukálta mitokondriális NAD+ vesztést, feltételez egy kapcsolatot az oxidatív mitokondriális károsodás és a PARP aktiválódás között. Ezáltal lehetővé válik a sejtek oxidatív károsodással szembeni védelme nemcsak a szabadgyökök szintjének csökkentésével antioxidánsok vagy scavenger vegyületek révén, hanem a PARP inhibitorok segítségével is.


A fenti folyamatokon kívül a PARP aktiválása számos nukleáris folyamatot is befolyásol, mint például a DNS károsodások kijavítása és a transzkripció szabályozása. Különösen érdekes, hogy az NF(B függő gének expressziójához egyértelműen szükség van PARP aktivitásra, ugyanis ezen gének expressziója súlyosan sérül PARP-1-/- egérben. Az NF(B/Rel által szabályozódnak a szeptikus sokk és különböző gyulladásos megbetegedések patomechanizmusában szerepet játszó fontos fehérjék, mint a TNF-(, interleukinok (IL-1(, IL-2, IL-6 és IL-8), sejt adhéziós fehérjék (ICAM-1 és E-selectin), valamint a ciklo-oxigenáz-2 és az indukálható nitrogén-monoxid szintáz. Tekintettel arra, hogy a coronaria betegségek patomechanizmusában egyre fontosabb szerepet tulajdonítanak a gyulladásos komponenseknek, a gyulladásos mediátorok szintjének szabályozása (csökkentése) fontos terápiás célpont lehet az ischaemiás szívbetegségben létrejövő sejtkárosodások kivédésében.


Az általunk vizsgált citoprotektív tulajdonságú anyagok hatásuk jelentős részét a mitokondriumon keresztül fejtik ki. Az a mitokondriális folyamat azonban, amelyik a hatás közvetítésében a legfontosabb szerepet játssza, még nem ismert. Ezért a számos mitokondriális funkció analízisén túl kiterjesztjük vizsgálatainkat egy újonnan megismert mitokondriális folyamat, a vas-kén komplex bioszintézis vizsgálatára is. A vas-kén fehérjék sokrétű funkcióik és érzékenységük miatt számos patológiás folyamatban, ezek közül kiemelten az oxidatív sejtkárosodás számos részjelenségében is szerepet játszhatnak. A komplex vassal és kénnel történő bioszintézise toxikus melléktermékek, pl. szabadgyökök képződését indíthatja el. Ennek a mechanizmusnak a jelentőségét mutatja, hogy a p53 sejthalálhoz vezető hatásának mediálásában a mitokondriális ferredoxin-reduktáznak, az egyik vas-kén komplex bioszintézishez szükséges enzimnek esszenciális szerepe van. A vas-kén komplex redox tulajdonságai miatt maga is reaktív oxigén szabadgyökök forrása lehet, azaz önmaga is oxidatív sejtkárosodást okozhat. Ismert, hogy a mitokondriumban felszabaduló szabadgyökök a légzési lánc vas-kén fehérje komponenseinek a termékei. A vas-kén fehérjék azonban nem csak a szabadgyökök forrásai, hanem az általuk létrehozott celluláris károsítás célpontjai is. Ez a prosztetikus csoport szabadgyökök hatására könnyen degradálódik, ami a fehérje inaktiválódásához vezet, továbbá a felszabaduló vas tovább erősíti a szabadgyökök hatását.

A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK CÉLJA


A pályázat célja egy olyan vizsgálati rendszer kialakítása, amely lehetővé teszi, hogy sok ezer anyagból kiindulva in vitro, in situ és in vivo rendszerek segítségével kiválasszunk olyan anyagokat, amelyekből jó eséllyel lehet kardioprotektív vegyületeket kifejleszteni a későbbiekben. Felhasználva a modern biotechnológia nagy mintaszámú vizsgálati módszereit, valamint integrálva azt a protektív mechanizmus alapjait vizsgáló szöveti perfúziós rendszerre, illetve in vivo állatmodellekre, a szívkárosodás kivédése és ennek mechanizmusa molekuláris szinten vizsgálhatóvá válik.

· Olyan a rekombináns DNS technikát felhasználó platform alapú PARP gátlást vizsgáló rendszer kidolgozása, amellyel több ezres nagyságrendben nyílik lehetőség PARP inhibitorok kiválasztására.

· Genetikusan módosított PARP+/+ és PARP-/- sejtvonalak segítségével ezen (nagy számú) PARP inhibitorok biológiai hatásainak tesztelése élő sejteken, valamint a PARP inhibitorok citoprotektív hatásainak megismerése apoptotikus és nekrotikus sejtpusztulás körülményei között.

· Egy új 31P NMR spektroszkóphoz kapcsolt Langendorff perfúziós rendszer létrehozása, amely alkalmas a legjobb citoprotektív tulajdonsággal rendelkező, nem toxikus PARP gátlók kardioprotektív (szív anyagcserét és funkciót védő) tulajdonságainak vizsgálatára, és a védelem mechanizmusának megismerésére.

· Olyan élő egér vagy patkány modellek beállítása az oxidatív károsodáson átesett szív energia metabolizmusának követésére "volume-selected" NMR spektroszkópiás technikával, illetve a szívkárosodás gyulladásos komponenseinek vizsgálatára DNS chip technikával, amelyeken az ischaemiás szívkárosodás és a védelem mechanizmusa jobban megismerhető.

· A citoprotektív anyagok mitokondrális hatásának megértéséhez tervezzük a vas-kén komplex bioszintézis enzimrendszerének széleskörű vizsgálatát, továbbá a vas-kén fehérjék aktiválásának és stabilitásának meghatározását.

A MUNKA TARTALMI ÁTTEKINTÉSE

A pályázat tárgykörében a következő vizsgálatok elvégzését tervezzük:

Humán poli(ADP-ribóz) polimerázok előállítása a cDNS bakteriális expressziójával.

Humán poli(ADP-ribóz) polimerázok előállítása E. coli-ban történő QIA expressziós rendszerrel, lehetővé téve, hogy a potenciálisan a baktériumra toxikus PARP expressziója csak az aktivátor (IPTG) hozzáadását követően induljon meg, így a sejtekkel történő manipulációt nem zavarja a PARP potenciálisan toxikus hatása.

Nem radioaktív platform alapú teszt rendszer beállítása humán poli(ADP-ribóz) polimerázok mérésére.

Nagy számú, reprodukálható PARP reakció elvégzésére alkalmas módszert dolgozunk ki, amely lehetővé teszi a kombinatorikus eljárásokkal előállított nagyszámú vegyület szűrését a PARP gátló hatás tekintetében. Vizsgálataink kiterjednek a PARP-2, PARP-3 és a tankyráz enzimek funkciójának és az előzetesen kiszűrt vegyületek ezekre gyakorolt gátlásának elemzésére is.

PARP inhibitorok összehasonlító vizsgálata PARP+/+ és PARP-/- sejtvonalakon.

PARP+/+ és PARP-/- sejtvonalakon vizsgáljuk a PARP inhibitorok hatását ischaemia-reoxigenizáció indukálta sejtkárosodásra, illetve más oxidatív károsodást indukáló anyagok (hidrogén-peroxid, peroxinitrit) általi sejtkárosodásra. Összehasonlítva a PARP+/+ és PARP-/- sejtvonalakat kimutatható lesz, hogy a vizsgált anyagok vajon a PARP enzimen keresztül vagy egyéb mechanizmussal fejtik ki protektív hatásukat. A vizsgálatok előnye, hogy több ezer anyagra is elvégezhető a PARP-függő citoprotekció vizsgálata, és előzetes információt ad az anyagok potenciális toxicitásáról is. Ezzel a módszerrel ki tudjuk választani azokat a PARP gátlókat, amelyeket ischaemia-reperfúziós körülmények között vizsgálunk tovább.

31P NMR-hez kapcsolt Langendorff perfúziós rendszer kialakítása bioenergetikai és szívfunkciós vizsgálatokra.
Az Intézetünkben rendelkezésre álló Varian UNITYINOVA 400 MHz wide-bore NMR készülékkel Langendorff szívperfúziós apparátuson végezzük vizsgálatainkat, ahol működés közben vizsgálhatjuk a szívben történő ATP szintézis, illetve a kreatin-kináz reakció sebességét. A perfúzió végén lefagyasztott szívmintákból a már ismert módszerekkel meg tudjuk határozni a reaktív oxigén szabadgyökök mennyiségét, a lipid peroxidációt, a fehérje oxidációt, a NAD+ katabolizmust, a mitokondriális enzimek inaktiválódását és az ADP-ribozilációt. A perfúzió alatt 13C NMR analíziseket és szívfunkciós méréseket is tudunk végezni.

Az oxidatív szívkárosodás vizsgálata in vivo "volume-selected" 31P NMR spektroszkópiával.

Az NMR spektroszkóp egyik vizsgálati fejével élő állatokon lehetséges tetszőlegesen kiválasztott (kb. 3–4 mm átmérőjű) térfogat egységből spektroszkópiás vizsgálatok elvégzése. Így ki tudjuk választani a szív, vese, máj vagy agy egy részét, és folyamatosan követni tudjuk az ATP, ADP, kreatin-foszfát, illetve anorganikus foszfát szintjeinek változását ischaemia-reperfúzió valamint egyéb oxidatív károsító körülmények között. Így az előzetesen kiválasztott legjobb anyagokat in vivo körülmények között tudjuk tesztelni, egyrészt az energia metabolizmusra, másrészt imaging egységünkkel a szövet szerkezeti integritására nézve.

Génexpressziók vizsgálata DNS chip technikával.

Az oxidatív szívkárosodás befolyásolhatja a szívizomsejtek génexpressziós profiljait, amely hosszabb távon kóros elváltozásokhoz vezethet (pl. gyulladásért felelős gének expressziója). Egy Axon Biochip 4000B DNS chip leolvasó készülék segítségével tudjuk vizsgálni, hogy a PARP inhibitorok hogyan befolyásolják az oxidatív károsodáson átesett szív génexpressziós profilját. A fenti vizsgálatok az eddigi ismereteinknél mélyebb betekintést nyújtanának az oxidatív stressz génexpresszióra gyakorolt hatásaiba, illetve a PARP inhibitorok erre gyakorolt hatásaira.

A vas-kén komplex bioszintézis enzimek expressziós szintjének vizsgálata.

Az oxidatív stressz által létrehozott károsodás sejthalálhoz vezető jelátviteli mechanizmusában a p53-nak kiemelkedő szerepe van. A p53 közvetlenül szabályozza az egyik vas-kén bioszintézishez szükséges enzim a ferredoxin-reduktáz expresszióját. Vizsgáljuk több, a vas-kén bioszintézisben szerepet játszó enzim expressziójának változását szabadgyökök, ionizáló sugárzás és különböző citosztatikumok hatására. p53 hiányos sejtvonal felhasználásával közvetlenül meghatározhatjuk a transzkripció-szabályozás p53 függőségét. Az itt kapott eredmények függvényében vizsgáljuk, hogy a citoprotektív anyagok milyen mértékben változtatják meg ezen fehérjék expresszióját. A kísérleteket mind szövetkultúrán, mind élő állat modellen elvégezzük Northern blot és immunoblot technikát használva.

Vas-kén fehérjék stabilitásának és aktiválásuk sebességének változása oxidatív stressz hatására.

A vas-kén fehérjék aktiválását a fehérjébe történő radioaktív vas mennyiségének meghatározásával mérjük. Ezt a módszert élesztő sejtekkel dolgoztuk ki, jelen pályázat keretében ennek emlős sejtekre történő adaptálását végezzük el. Rövid jelölést követően a beépült vas mennyisége a prosztetikus csoport szintézisével arányos, így alkalmas a vas-kén komplex stabilitásának vizsgálatára is. Ezeket a kísérleteket kiegészíti az enzimaktivitással rendelkező vas-kén fehérjék aktivitásának meghatározása.
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A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

Ismert, hogy a humán genom feltérképezése eredményeként több ezer új fehérje vár azonosításra. A fehérjék potenciális gyógyszertargetként való azonosítása az elkövetkező évek legfontosabb gyógyszerkutatási kihívása. Számos módszert dolgoztak ki, amelyek a genom által azonosított új fehérjék egy-egy betegségállapottal való kapcsolatát állapítják meg. Ilyenek, például az összehasonlító 2D elektroforézis, illetve az izotópos jelölés tömegspektrometriával kombinált módszerei. 

A fenti módszerek számos esetben nem vezetnek eredményre, például kis koncentrációban jelenlévő fehérjék esetén, valamint a nagy számú fehérje együttes elválasztása, detektálása és felbontóképessége is nehezen megoldható. Ismert, továbbá az is, hogy nem elegendő a betegségállapottal kapcsolatba hozható fehérjét azonosítani, hanem annak funkcióját befolyásolni képes kis molekulák felfedezése a gyógyszerkutatás valódi célja.

A kismolekulák kötődése egy adott fehérjéhez, egyben annak gyógyszer- célmolekulává válását is validálja azáltal, hogy kismolekula egyáltalán képes kötődni hozzá, továbbá kiegészítő expressziós vizsgálatokkal bizonyítani lehet, vajon a kötődés útján a betegségállapot befolyásolható-e, ami a fehérje funkcióját is igazolja.

A kombinatorikus kémia kifejlődésével, ahol az építőköveket azok minden lehetséges kombinációjában csatlakoztatjuk egy központi szerkezeti elemhez, lehetőség nyílt nagy számú új kismolekula, illetve a korábban ismert hatásos gyógyszermolekulák nagyszámú analógjainak előállítására.

A fenti felismerések eredményeképpen új, illetve már ismert fehérjék hatékony azonosítása, osztályokba sorolása - a nagyszámú kismolekulával való affinitás alapú kölcsönhatásán keresztül - a kutatások előterébe került. Mivel a módszer elsősorban az újonnan felfedezett gének által kódolt fehérjék azonosítását, illetve funkcionális validálását többnyire szintetikusan előállított szerves kismolekulák alkalmazásával végzik, ezt az új megközelítést kémiai genomikának, illetve proteomikának nevezték.

Forradalmi változást a kismolekulák mikroméretű lapocskákhoz nagysűrűségű kikötése jelentett, amelyeken a molekulák egy síkmátrix formájában helyezkednek el a célnak megfelelő molekula elrendezésben. A mikroarray előnyös tulajdonsága a klasszikus nagykapacitású biológiai szűréssel szemben az, hogy mivel a hordozó felületén a kikötött vegyületek egymás mellett helyezkednek el, így a nagyszámú mérés teljesen azonos körülmények közt történik, így az összehasonlíthatóság sokkal pontosabb. A mikroarray további előnye, hogy alkalmazásával nagykapacitású robotizált technológia különösen előnyösen alkalmazható. A kihorgonyzott szintetikus vegyületeket számos előnyös módon lehet alkalmazni és a kombinatorikus kémiai mikroarrayk különösen fontos eszközei lehetnek a különböző molekuláris biológiai és gyógyszerfejlesztési kutatásoknak.

A jelen pályázat konzorciumának két tagja, az SZBK DNS-chip Laboratóriuma és a Comgenex Rt közösen nemrégiben egy új eljárást dolgozott ki kémialag módosított szilárd hordozókra, amelyek alkamasak kis molekula chipek készítésére. Ez az egyik alapja a jelen pályázatban tervezett kifejlesztésre kerülő ligand-chipnek.

A SZERZŐDÉSBEN MEGFOGALMAZOTT MUNKA CÉLJA

A pályázat témája multidiszciplináris megközelítés, azt vizsgálja, hogy milyen szabályok szerint állíthatók elő szilárd felületen immobilizált ligandokat tartalmazó mikrorácsok (Ligand-chipek), s azok miképpen alkalmazhatók gyógyszerkutatási és diagnosztikai kérdések megválaszolására. A jelen pályázatban a konzorcium Magyarországon elsőként fejlesztene ki kémiai microarrayeket és alkalmazna kémiai genomikai módszereket. A pályázatban a következőket tűztük ki célul:

1. A nagysűrűségű ligandkötést biztosító Ligand-chip technológia kidolgozását, és a fehérjekötés validálását.

2. A Ligand-chip felhasználási lehetőségeinek vizsgálatát illetve kidolgozását: (i) nagy áteresztőképességű farmakológiai szkrínekre (ii) potenciális terápiás célfehérjék azonosítására (iii) beteg és egészséges szövetek fehérje profiljának összehasonlitó analízisére diagnosztikai valamint farmakológiai céllal.

3. Új módszerek kidolgozását komplex biológiai mintákból nyert fehérjék előtisztítására, jelölésére Ligand-chip technikához.

4. A pályázatban modell rendszerként primer melanocitákat és malignus melanóma sejteket használnánk kémiai genomikai vizsgálatra, a kifejlesztendő Ligand-chip tesztelésére. A kémiai genomikai vizsgálatok során melanóma-specifikus fehérjeprofilt, kölcsönható szintetikus kis molekulákat azonosítanánk.

A PROJEKT ISMERTETÉSE

A megvalósításhoz szükséges fejlesztő tevékenység során a következő konkrét feladatokat kell megoldanunk:

1. Ligand-chip kifejlesztése.

A munka során több száz (>500) kikötésre alkalmas kémiai vegyületet szintetizálunk, majd nagysűrűségben robot segítségével felvisszük az általunk készített aktivált üveg hordozóra. A csipek validálását ismert ligandum-fehérje pár kölcsönhatás vizsgálatával végezzük el, meghatározzuk a háttér és az aspecifikus kötődések nagyságát. Felkészülünk nagyobb molekulaszámot tartalmazó csipek elkészítésére és forgalmazására.

2. A ligand-chip felhasználási lehetőségeinek vizsgálata.

A ligand-chip alkalmazási területe kiterjedhet ismert gyógyszermolekulák újonnan felfedezett fehérjékkel való kölcsönhatásának meghatározására, és ezáltal az új fehérjék osztályba sorolására. A kémiai chipek használatával lehetőség nyílik nagykapacitású biológiai szűrésre is, olyan módon, hogy a hatásos vegyületek fluoreszcens emissziót mutatnak az adott pozícióban, és mivel a mikroarray pozíciós térképe rendelkezésre áll, az aktív vegyület szerkezete azonnal meghatározható. A gyógyszertargetek és az azokkal kölcsönhatásba lépni képes lehetséges gyógyszerkiindulási anyagok nagy áteresztőképességű szűrése hatékonyan és párhuzamosan végrehajtható.

3.
Komplex biológiai mintákból nyert fehérjék előtisztítása, jelölése és ligand-chippel történő analízise.
A ligand-chip alkalmazhatóságának tesztelésére primer melanociták és malignus melanóma sejtek fehérjeprofilját hasonlítjuk össze és olyan módszert dolgozunk ki, amely potenciális melanóma-specifikus fehérjékkel kölcsönható gyógyszermolekulák kifejlesztését teszi lehetővé.
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Mesterséges kromoszómák képződését, és a mesterséges kromoszómába beépített gének expresszióját fokozó DNS szekvenciák azonosítása. A kromatin szerkezet szerepe a magas szintű génexpresszió kialakításában és fenntartásában.

Szerződésszám: BIO-00016/2002

Kezdési dátum: 2002. szeptember 1.

Időtartam: 28 hónap

Összköltség: 25 MFt

OM támogatás: 25 MFt

Témakör: Biomedicina 6.6

Acronym: SATAC

A szerződés témájának háttere


Laboratóriumunkban mesterséges kromoszómák előállítására alkalmas módszert dolgoztunk ki, melyet sikeresen alkalmaztunk egér, hörcsög és emberi sejtekben egyaránt, bizonyítva eljárásunk széleskörű alkalmazhatóságát emlős rendszerekben (ld. Kép). Módszerünket sikeresen reprodukálták külföldi laboratóriumokban is. 
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Laboratóriumunkban előállított emberi mesterséges kromoszóma (*) képe 

A szerződés témájának célja

Biotechnológiai alkalmazás szempontjából módszerünk csak akkor válik teljes értékűvé, ha i./ a mesterséges kromoszómák előállítsa gyors és gazdaságos; ii./ abba tetszés szerinti gént építhetünk be, melynek terméke a célsejtekben kellően magas szinten expresszálódik, és ezáltal vagy pótolni tudja a target sejtvonalból hiányzó génterméket (génterápiás alkalmazás), vagy pedig lehetővé teszi a gén termékének a célsejtekben történő iparszerű termeltetését (celluláris fehérje produkció). 

Az általunk kidolgozott eljárás előnye, hogy előre tervezhetően a mesterséges kromoszómába tetszés szerinti gént építhetünk be, hátránya viszont a mesterséges kromoszóma előállításának magas idő-, munka- és költségigénye. 

Célunk olyan kiegészítő módszerek kidolgozása, melyek csökkenteni képesek az eljárás munka- és/vagy költségigényét, továbbá biztosítani tudják a mesterséges kromoszómába beépített idegen gén magas fokú kifejeződését. 

A munka tartalmi leírása


Az általunk előállított mesterséges kromoszómákban olyan celluláris DNS szekvenciák jelenlétét sikerült kimutatnunk DNS szekvencia analízissel, melyekről elméleti megfontolások alapján joggal tételezhetjük fel, hogy felelősek a mesterséges kromoszómák kialakulásához elengedhetetlen amplifikációs folyamatok beindításáért. A mesterséges kromoszóma képzésnél a sejtbe transzfekcióval bejuttatott plazmid DNS-be az amplifikációs folyamatot feltehetően indukáló celluláris DNS szekvenciák beépítését 

tervezzük. Ettől a mesterséges kromoszómák kialakulási gyakoriságának növelését várjuk, ami feltételezésünk szerint lényegesen csökkenteni fogja a mesterséges kromoszómák előállításának munka-, idő- és költségigényét. 


Ugyancsak elméleti megfontolások alapján olyan DNS szekvenciák hatásának vizsgálatát is tervezzük, melyektől a mesterséges kromoszómákba beépített idegen gén expressziójának fokozását reméljük. 
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Transzgénikus és génkiütött egerek és patkányok klónozása testi- és embrionális ős-sejtekből, betegségmodell és gyógyszerkipróbálási célokra
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A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

A modern orvostudományban. az elmúlt években forradalmi fejlődés zajlott le a betegségek genetikai hátterének megismerésében. Ezáltal vált és válik lehetővé a betegség hajlamok kimutatása és a megbetegedések megelőzése, illetve a genetikai eredetű betegségek gyógyítása. Mindezen fejlődés nem lett volna lehetséges a génkiütéses transzgénikus egér technológia nélkül. A génkiütéses módszer egérben az embrionális őssejtek genetikai manipulálhatóságán alapul. Más fajokban (ember kivételével) az embrionális sejtvonalak előállítása nem sikerült, így a finomabb genetikai manipulációk helyett csak a korlátozott hatékonyságú mikroinjektálásos módszer alkalmazására nyílt lehetőség. A közelmúlt kutatási eredményei azonban új lehetőségeket nyitottak ezen a téren.

A szakmai és közvéleményt egyaránt élénken foglalkoztató klónozási technológia lehetővé teszi testi sejtekből életképes utódok előállítását. A technológia korántsem egyszerű, de a gyors technikai fejlődés az első juh közlemény („Dolly”, Roslin Institute, 1997) óta szarvasmarhában, sertésben, kecskében és egérben is lehetővé tette a klónozási módszer alkalmazását. A konzorcium vezetője részt vett az első amerikai felnőtt sejtből származó borjak előállításában (Univ. of Connecticut, 1999), valamint az általa vezetett kutatócsoport hozta létre az első klónozott sertést Európában (Roslin Institute, Skócia, 2001). A viszonylag könnyen fenntartható testi-sejt tenyészetek genetikai módosításával lehetségessé vált célzott génbevitel juhban, valamint a konzorcium vezetője által vezetett csoport közreműködésével elsőként génkiütéses juhok előállítása (Roslin Intitute, 2001). 

Az egér klónozási kísérletek bizonyították, hogy amennyiben a technikai feltételek adottak, a módszer alkalmas a génkiütött egerek előállítási hatékonyságának javítására a hagyományos módszerekhez képest. Az egér kísérletek közlése óta csak néhány csoportnak sikerült megismételni az eredményeket, mivel a módszer igen magas szintű technikai felkészültséget és minőség ellenőrzést igényel. 

A Szerződésben megfogalmazott munka célja

1) Testi- és magzati őssejtekből klónozott egerek előállítása.

2) A klónozási technológia felhasználásával génkiütött egerek előállítása betegségmodell és gyógyszertesztelési célokra, Európábában az elsők között.
A módszer sikere esetén a hazai orvosi- és gyógyszerkutatás számára nagy jelentőségű korszerű technológia felhasználására nyílna lehetőség. Távlatilag, a kísérleti fázison túljutva a módszert, mint szolgáltatást nyújtva lehetőség nyílna egy gazdasági célú vállalkozás létrehozására is, ami segítené a magyar alkalmazott kutatás versenyképességét az európai közösségben, illetve esetleg nemzetközileg is alkalmas lenne a szolgáltatás nyújtására. Ilyen irányú terveink életképességét mutatja, hogy osztrák, brit és német kutatócsoportok már kifejezték e témában érdeklődésüket kutatási együttműködés iránt és közös pályázat beadását tervezzük az EU 6. keretprogramjában. A távlati cél a technológia felhasználása más, orvosilag jelentős modell állat fajokban, különösen patkányban.
A Projekt Ismertetése
A testi-sejtekre alapuló klónozás módszere az ábrán felvázolt lépésekből áll:
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a:
A petesejt-donor nőstények szuperovulációjával növelhető a kinyert petesejtek száma.

b:
Az érett (metafázis-II stádiumú) petesejteket a petevezető ampulla szekciójából nyerjük ki.

c:
A petesejtek maganyagát mikromanipulációval eltávolítva állítjuk elő a recipiens citoplasztokat.

a1:
A DNS-donor testi sejteket felnőtt egyedek sejtjeiből, illetve magzatokból nyerjük ki.

b1:
A testi sejteket továbbtenyésztve különböző számú passzázs után használjuk fel, illetve mélyhűtjük későbbi kísérletek céljaira. Ugyancsak tervezzük embriókból származó embrionális ős-sejtvonalak felhasználását.

d:
A citoplasztba mikroinjektálással juttatjuk be a DNS-donor sejtmagot.

e:
A klónozott embrió továbbfejlődéséhez kémiai aktivációs kezelés szükséges.

g1:
A módszerek továbbfejlesztése érdekében a klónozott embriók fejlődését in vitro kultivációjuk során vizsgáljuk.

g2:
A sikeresen fúzionált embriókat álvemhes nőstények petevezetőjébe sebészi úton ültetjük be, klónozott utódok előállítása érdekében. 

A klónozási módszer technikai és biológiai feltételeinek megteremtése
A klónozási eljárás alapja a jól működő technikai rendszer. A mikromanipulációhoz szükséges rendkívül finom eszközök elkészítése és optimális használata jelentős szakértelmet igényel. A donor petesejtek minősége meghatározó fontosságú a rendszer működéséhez. Az egyes egértörzsek között jelentős különbség van felhasználhatóságukat illetően, és szükséges a megfelelő hazai törzs kiválasztása. A petesejt aktiváció tesztelését és optimalizálását a kiválasztott egér törzs esetében partenogenetikus embrió előállítási kísérletekkel tervezzük. Hasonlóképpen, az in vitro kultivációs rendszert in vivo termékenyített zigótákkal és partenogenetikus embriókkal kívánjuk tesztelni. 

Sejtmag-donor sejtvonalak összehasonlítása és klónozott egerek rutinszerű előállítása
A sejtmagdonor sejtek szerepe döntő fontosságú a klónozási rendszer hatékonysága szempontjából. A különböző eredetű sejtek kimutathatóan hatással vannak a klónozást követő fejlődési arányokra. A sejtvonalak fenntarthatósága jelentősen különbözhet. Ugyancsak szükséges annak ellenőrzése, hogy a sejtvonalban nem halmozódtak-e fel kromoszóma rendellenességek, amelyek életképtelenné tennék a klónozott magzatot. A sejtvonalak kezelése, szérum elvonással hatással van a sejtek klónozhatóságára, ennek összehasonlítása is szükséges. A közreműködő MBK laboratóriumában már létező őssejtvonalak tesztelése szükséges, mivel az egyes sejtvonalak felhasználhatósága klónozási célokra igen jelentősen eltérhet. Sejtvonalak közül rendelkezésre áll az eredeti, világszerte használt R1 sejtvonal, illetve egy új alapítású CBA sejtvonal. Az új sejtvonalakkal előállított állatok közvetlenül segítenék a konzorciumi partner laboratóriumában folyó kutatásokat, ezzel is demonstrálva és tesztelve a klónozási eljárás gyakorlati hasznosíthatóságát. A fent említett kísérletek során kiválasztásra kerülnek a legígéretesebb sejtvonalak és a technikai feltételeket optimalizáljuk. A szintén komoly technikai kihívást jelentő génkiütéses kísérletek megkezdése előtt szükséges, hogy a nem-transzgénikus sejtekkel kidolgozott klónozási technológia rutinszerűvé váljon, és az eredmények ingadozása ne jelentsen zavaró tényezőt a következő lépésnél. 

Testi- és magzati őssejtekből klónozott egerek, valamint génkiütött sejtvonalak előállítása
A különböző sejtvonalak eltérnek fenntarthatóságukban. A testi sejt vonalak egy meghatározott számú osztódás után, a „krízis” során elpusztulnak, vagy genetikailag elváltoznak, és ezáltal válnak alkalmatlanná a klónozásra. A viszonylag hosszú élettartam rendkívül fontos a génkiütés sikeréhez. A konzorcium vezető skóciai kutatócsoportja elsőként állított elő magzati fibroblasztból génkiütött bárányt. A technológia adaptálása egér sejtekre valószínűleg lehetséges lesz. A transzgénikus testi-sejtvonalak előállítása egyszerűbb, mint a génkiütés. Az így előállított sejtek korábbi osztódási stádiumból származnak. Fontos kérdés, hogy a génkiütés testi sejtekben csökkenti-e azok klónozási alkalmasságát. A „fiatalabb” transzgenikus sejteket és a génkiütött sejteket klónozási kísérletekben hasonlítanánk össze. A génkiütés őssejtekben hatékony eljárás. Ezen sejtvonalak alkalmasságát klónozási célokra párhuzamosan végeznénk, annak eldöntésére, hogy a testi-sejtes génkiütés, vagy az őssejt módszer a célravezetőbb.

A konzorciumi partner (KOKI) által előállított orvosi jelentőségű transzgén a CB1 kannabinoid receptort a teljes GABAerg idegrendszerben túltermelné. A fent leírt génkonstrukciókat párhuzamosan kívánjuk tesztelni a „hagyományos” előmag-mikroinjektálásos módszerrel, és a sejtmagátültetéses módszer révén. Ezen génkonstrukció egyben további orvosi kutatások alapját is megteremtené, gyorsítva a klónozási kutatási gyakorlati hasznosítását. Az így előállított transzgenikus egér révén az idegi működés kannabinoid szabályozását ismerhetnénk meg jobban, továbbá alkalmas lenne a kannabinoid szignáltranszdukciós rendszere ható gyógyszerek tesztelésére is. 

A JELEN HELYZET

A kutatás 2002. szeptemberében indult, jelenleg a technikai feltételek megteremtése folyik.
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GÉNPOLIMORFIZMUSOK SZEREPE A GYERMEKKORI ELHÍZÁS ÉS CARDIOVASCULARIS RIZIKÓFAKTOROK KIALAKULÁSÁBAN
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A SZERZŐDÉS TÉMÁJÁNAK HÁTTERE

Az elhízás napjainkra az iparilag fejlett országokban és Magyarországon is „járványszerű” méreteket öltött, 1998-tól a WHO epidemiának minősítette. Prospektív vizsgálatok egyértelműen bizonyították, hogy a gyermekkori elhízás -a felnőttkori testsúlytól függetlenül is- fokozza a morbiditást és mortalitást a későbbi években. A PTE ÁOK Gyermekklinikán 20 éve folynak vizsgálatok a gyermekkori elhízással kapcsolatban. Saját eredményeink alapján ismert, hogy 10-14 éves kövér gyermekek csupán 14,4%-a mentes teljesen a cardiovascularis kockázati tényezőktől, és 9 %-ukban ezek halmozódása figyelhető meg. A 2-es típusú diabetes mellitus (DM) gyermekkori incidenciája az elhízás gyakoriságának növekedésével párhuzamosan emelkedik. Mind az elhízás, mind pedig a DM kialakulásában genetikai és környezeti tényezők egyaránt szerepet játszanak. Család- és iker-, valamint örökbefogadott gyermekek vizsgálatai alapján, az elhízás hátterében erős genetikai hatás mutatható ki, a kövér fenotípus 30-70%-ért genetikai tényezők valószínűsíthetők. Az öröklődés módjáról azonban nagyon keveset tudunk, az elhízás gyakori formáinak kialakulásáért felelős genetikai tényezőt még nem sikerült identifikálni, bár jelen tudásunk szerint az elhízott fenotípussal kapcsolatba hozott kromoszóma régiók, gének és markerek száma csaknem 200-ra tehető. A major génekre vonatkozó obesitas kutatások a hozzájuk fűzött reményeket eddig nem váltották be, hiszen csupán a nagyon ritka obesitas formák genetikai hátterét tisztázták.

A minor gének polimorfizmusai -az eddigi populációgenetikai kutatások alapján- a major géneknél azonban jóval gyakoribbak, és önmagukban vagy egymással szinergista hatást kifejtve fontos tényezők az elhízás- és a társuló cardiovascularis rizikótényezők kialakulásában. A minor gének termékei a barna és fehér zsírszövet fontos alkotóelemeiként, az energiatárolás és -felhasználás szabályozásában vesznek részt.
 A gyermekkori kövérség kialakulásában szerepet játszó genetikai tényezők vizsgálatát néhány éve kezdtük, a PTE ÁOK Orvosi Genetikai és Gyermekfejlődéstani Intézettel közösen. Elsőként indultak genetikai vizsgálatok a (3-adrenoreceptor gén Trp64Arg polimorfizmus  előfordulási gyakoriságának felmérésére egészséges és kövér gyermekpopulációban, OTKA támogatás segítségével (T 033066, 2000-2003). 

A SZERZŐDÉSBEN MEGFOGALMAZOTT MUNKA CÉLJA

1. a thermogenezisben résztvevő néhány „kandidátus-gén” (3-BAR, PPAR-(, UCP 1,2,3) single nucleotide polimorfizmusainak (SNP) feltérképezése magyar gyermekekben és családjaikban.  Eddig  hasonló vizsgálatok csak külföldön és relatíve alacsony esetszámmal történtek (max. kb. 300-400). Terveink szerint jelen vizsgálatunkba kb. 700 kövér és kb. 1000 kontroll gyermeket vonnánk be.

2. az egyes polimorfizmusok hatásának vizsgálata a thermogenesis különböző komponenseire (alapanyagcsere /BMR/, fizikai aktivitás).

3. a különböző polimorfizmusok kölcsönhatásának vizsgálata.

4. a polimorfizmusok, a kövérség és társuló cardiovascularis rizikótényezők közötti összefüggések megállapítása. A cardiovascularis rizikótényezők közül kiemelten szeretnénk vizsgálni a szénhidrát-anyagcserezavarok (csökkent glucose tolerancia /IGT/, 2-es típusú diabetes mellitus /DM/) előfordulását gyermekpopulációban, különös tekintettel ezek genetikai hátterére.

5. azon esetekben, ahol a különböző polimorfizmusok hetero- v. homozigóta hordozása kimutatható a  kövér gyermekeknél, a családtagok (szülők, testvérek) vizsgálatát is tervezzük  a polimorfizmusok szegregációjának, ill. a genotípus-fenotípus összefüggés megítélésére.

Összefoglalva a munka célja egy „screening” rendszer kiépítése poligénes állapot, az elhízás geno-(DNS) és phenotypus karakterizálására, populáció szűrésre. 

Mindezek alapján vizsgálataink célja a prevenció szempontjából szóba jöhető célcsoportok meghatározása.

A PROJEKT ISMERTETÉSE

A munka rövid összefoglalását az alábbi folyamatábrán szemléltetjük. 

VIZSGÁLATI PROTOKOLL

Kövér gyermek






Kontroll gyermek

n= ~ 700






n= ~ 1000

OGTT

(vércukor,

 insulin,

 C-peptid)

Vizsgálatok :- antropometriai mérések

· éhomi vérvétel 

      (vércukor, insulin, lipidek, húgysav, leptin)

· genetikai vizsgálatok 

      (3-BAR, PPAR-(, UCP 1,2,3 gének
      polimorfizmusai)

Polimorfizmust hordozó

Polimorfizmust nem hordozó, random





választott kövér gyermek




Vizsgálatok: 

- zsírsav analízis

· apolipoprotein szintek mérése

· TNF-(
· spiroergometriai vizsgálatok

· fizikai aktivitás

· nyugalmi anyagcsere (RMR)

· postabsorptiv respirációs kvóciens (RQ)

· total antioxidáns kapacitás

Testvérek és szülők vizsgálata

· antropometriai mérések

· genetikai vizsgálatok 
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a) Petesejt donor





b) MII-petesejt





Kumulusz sejtek 


eltávolítása





b1) Magzati, vagy felnőtt


 egyedből származó


testi-sejt, illetve embrionális ős-sejt tenyészet 











   Sejtek


elkülönítése





c) Maganyag


  eltávolítása





d) A mag-donor sejt


beinjektálása a recipiens


        citoplasztba





e) Kémiai aktiválás

















g1) In vitro


   kultiváció

















g2) Embrió beültetés


és klónozott utódok nyerése





a1) Sejt donor








