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OSSZEFOGLALAS

A vildgszerte novekvd szamban jelentkezd UV sugdrzas
okozta betegségek iij megeldzd és terdpids stratégia kifej-
lesztését indokoljak. Az UVB altal eldidézett leggyakoribb
DNS lézidk a ciklobutan pirimidin dimerek (CPD), ame-
lyek apoptozishoz, immunszuppressziéhoz, mutdciéhoz.
ezaltal bérbetegségek kialakuldsahoz vezethetnek. Az élet-
tanilag fontos fehérjék in vitro-szintetizalt mRNS dltal tor-
ténd expresszdldsa nagy terdpids lehetdséggel bir. Ennek
az 1ij génterdapids technoldgianak az alkalmazdsdaval sike-
riilt funkciondlisan aktiv CPD-specifikus fotolidz fehérjét
kifejezni humdn keratinocitdkban. Ezen tanulmdny dssze-
Joglalja, hogy az in vitro-szintetizalt mRNS milyen fontos
és eldnyds eszkize lehet a modern terdpids eljdrdsoknak.
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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-alapii génterapia elonyei és nehézségei

A géntranszfer technolégia nagy fejlédésen ment keresz-
tiil az utdbbi idGben. A kiilonbozG génterdpidra irdnyuld el-
Jardsok koziil az mRNS haszndlata tdnik a legalkalmasabb-
nak a terdpids fehérjék expresszdldsdra, enzimdefektusok
javitdsdra, vakcina készitmények kifejlesztésére. Mindezt a
virdlis vektor- €s plazmid DNS-alapi géntranszfer médsze-
rekkel szembeni el6nyos tulajdonsdgai teszik lehetGvé (1).
Sokkal biztonsdgosabb, mert nem integrdlodik a genomba,
kizdr6lag a kédolt fehérje gyors és hatékony szintézise 1or-
ténik meg a citoplazmdban, tovidbbd tranziensen transzfek-
tdlhaté primer €s nem 0sztodo sejtekbe is. Ezen kiviil az
mRNS-nek funkcibja betoltéséhez nincs sziikség sejtmagi
lokalizdciora, transzkripcidra (2, 3). Az emlitett elényds tu-

lajdonsdgok ellenére az in vitro-szintetizdlt mRNS sikeres
in vive alkalmazdsa korldatozott, hiszen kiilonboz6 RNS
szenzorok aktivdldsa révén erds immunvdlasz-reakciokhoz
vezet. Ezen szenzorok legismertebb képviseli a Toll-like
receptorok (TLR3, TLR7, TLRS), RIG-I (retinoic acid-in-
ducible gene 1), IFITI ¢ IFITS (interferon-induced protein
with tetratricopeptid repeats 1 €s 5), valamint a PKR (pro-
tein kinase RNA-activated) (4, 5). Tovabbi problémat jelent,
hogy a labilis szerkezete sem teszi alkalmassa klinikumban
vald felhaszndldsdt, génterdpids alkalmazdsdt. Eziddig az
exogén mRNS terdpids lehetdségeinek kutatdsa elsdsorban
a daganatellenes immunterdpidra irdnyult, ahol antigént ko-
dolé mRNS-t vittek be immunsejtekbe ex vivo (6). Az
mRNS stabilitdsdnak novelésével — az 57 végén taldlhaté
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sapka” struktira kémiai médositisdval, valamint a 3’ vég-
hez kotott hosszabb poli (A) ,,farok” haszndlatdval — igére-
tesebb terdpids céli felhaszndldsra nyilt esély (6). Azonban,
ezen modositdsok ellenére is, az in vitro-szintetizalt mRNS
nukledzokkal szembeni érzékenysége magas fokd, transzla-
cids hatékonysdga pedig alacsony maradt, rdaddsul a nem-
kivdnatos mellékhatdsok tovdbbra is jelentkeztek (7, 8). Az
mRNS-alapd géntranszfer technoldgia in vivo alkalmazdsé-
val kapesolatban Kariké és mesai. tudomanyos munkdja ho-
zott attorést. Az mRNS szerkezetébe uridin helyett egy, a
természetben is eldfordulé mddositott nukleozidot, pszeu-
douridint épitettek be. A pszeudouridin-modositdssal sokkal
hatékonyabb fehérje transzldciot értek el a nem modositott,
vagy mds kémiai modositdst tartalmazé mRNS-hez képest.
A beépitett pszeudouridin novelte az mRNS stabilitdsat,
mig immunogenitdsdt jelentSsen csokkentette (9). Ezeket
az elonyoket felhaszndlva Warren és mtsai. a transzkripciés
faktorok expresszdldsdhoz keratinocitdk indukalhaté pluri-
potens sejtekké (iPSC, induced pluripotent stem cells) tor-
ténd de-differencidldsa, mig Wang és mrsai. egerekben in-
dukdlt tid6daganat novekedésének gitlasa céljabol hasz-
ndlt pszeudouridint- es S-metilcitidint-tartalmazé RNS-eket
(10, 11). Kormann és mtsai mds modositdsd uridint épitett
be az in vitro-szintetizalt mRNS-be, amely a surfactant pro-
tein B (SP-B) fehérjét kédolta, majd aeroszol technikdval
SP-B deficiens egerek tiidejébe juttatta, ami magas tilélési
ratat eredményezett (12). Ugyanez a munkacsoport az aller-
gia okozta asztma kezelésére is igéretes terdpids alkalma-
zdst fejlesztett ki modositott FOXP3 mRNS segitségével
(13). Ezekben a kozleményekben haszndlt in vitro-szinteti-
zalt mRNS-ek mdr jelentds mértékben fokoztdk a kodolt fe-
hérjék kifejez0dését, viszont az RNS-szenzorok aktivitdsa
még mindig detektdlhaté volt. Kariko és mtsai. 2011-ben
kozolt munkdjdban demonstrdlta, hogy az in vitro-szinteti-
zalt, pszeudouridin-médositott mRNS HPLC (high-perfor-
mance liquid chromatography) segitségével t6rténd tisztita-
sa teljes mértékben megsziinteti az mRNS immunogén ter-
mészetét (14), és nanogramm mennyiségli mRNS haszndla-
ta is elegenddnek bizonyult szignifikdns bioldgiai hatds
eléréséhez egerekben (15). Eritropoetin fehérjét kédold
mRNS-t intraperitonedlisan juttatott egerekbe és majmok-
ba, amelyek vérében még a negyedik napon is kimutatta a
kodolt fehérjét, amely funkciondlisan aktiv volt (15). A
pszeudouridin-médositds és HPLC tisztitds egyiittes alkal-
mazdsdnak koszonhetSen nemesak az mRNS immunogeni-
tdsdt sikeriilt kikiiszobolni, de a kddolt fehérje elleni neut-
ralizdlo antitestek sem termelddtek (15). Az mRNS-alapi
terdpia embereken vald alkalmazédsa természetesen még va-
rat magdra, de eddigi ismereteink uj tdvlatokat nyithatnak a
modern, mRNS-alapi készitmények Kifejlesztésében és
cgyre kozelebb visznek minket a klinikumban valé hasznd-
latuk megvalositisdhoz.

2. UV-sugarzast kovetd DNS karosodas és reparacio
A pszeudouridin-médositott, HPLC-tisztitott mRNS
nagy szerepet jitszhat a bérbetegségek megel6zésében és
terdpidjiban is. Patogenetikai szempontbél a bért érg
egyik legdltaldnosabb kornyezeti tényez$ a napfény ult-

raibolya sugdrzdsa, amelynek bioldgiai hatdsai hulldm-
hossztol fiiggden eltéréek (16). Az UVB-sugdrzds (280-
320 nm) a DNS-ben kozvetleniil elnyelédve ciklobutan
pirimidin dimereket (CPD) és 6-4-pirimidin-pirimidon (6-
4 PP) fotoproduktumokat indukdl (17). Mivel az UV-irra-
didcid hatdsdra nagyobb szdmban keletkezik CPD, mint 6-
4 PP, lassabban javitodik és nagyobb a mutagenitdsa is,
jelentGs szerepe van a sugdrzds okozta kdrosoddsokban
(18, 19). A CPD-k a legkdrosabb és leggyakoribb UVB-
okozta DNS-1€ziok koz¢é tartoznak, nagymértékben hozza-
jarulnak az UV sugdrzdsnak kitett bérben bekovetkezd
akut vdlaszreakciokhoz (napégés, apoptozis, hiperpldzia)
(20-23). Hosszan tarto jelenlétiik gyulladasos folyamatok
indukdldsdhoz, immunszuppressziohoz, illetve mutdcio-
hoz, ezdltal borbetegségek kialakuldsdhoz vezethet (24-
26). Az UVB kiros hatdsaival szemben a méhlepényes
emldsok, igy az ember is, kizdrolag a nukleotid repardcids
rendszer (NER) mikodésére szamithat (27-29). A NER
bonyolult és komplex mechanizmusdnak eredményekép-
pen az UVB dltal okozott CPD-k javitdsa tobb napig is el-
tart (30). Az UVB-indukdlt DNS 1¢ziok javitdsit a fotolidz
fehérjék is képesek elvégezni. Ezek olyan DNS javito en-
zimek, amelyek egy gyors, fényfiiggd reakcioban (foto-
reaktivdcio) képesek a DNS szekvencia megviltoztatisa
nélkiil specifikusan felismerni és kijavitani a fotoproduk-
tumokat (31, 32). Ezek az enzimek azonban hidnyoznak a
méhlepényes eml6sokbal (33).

3. Nukleozid-modositott fotoliaz mRNS in vitro vizs-
galatai és alkalmazasanak lehetGségei a bor sejtjeiben

Munkacsoportunk a fentebb leirt pszeudouridin-médo-
sitott, HPLC-tisztitott mRNS-alapi génterdpids mod-
szert olyan kisérleti rendszerben tesztelte, ahol az mRNS
a fotolidz fehérjét kodold génszekvencidt tartalmazta. A
Potorous tridactylus fotolidz génjét kédolé6 mRNS-t kol-
labordcid keretében Kariké Katalin laboratériuma in vitro-
transzkripcidval hozta létre. A szekvencia kodon-optima-
lizdldsdval, az mRNS pszeudouridin-modositasdval,
hosszi poly(A) farok €s capl struktira kialakitdsdval,
valamint az mRNS HPLC tisztitdsdval Osszességében
magas transzldcids hatékonysagot, €s bioldgiai stabilitdst
sikeriilt elérni, amit a DE OEC Bérgyogydszati Klinika
kutatécsoportja igazolt (34). Kisérleteink elsd fdzisdban
kimutattuk, hogy a transzfektdlt, majd fotoreaktivalt hu-
mdn keratinocitdkban a CPD-k szdma t6bb mint 60%-kal
csokkent a fotolidz aktivdcidjihoz sziikséges energiafor-
rdst nélkiilozd sejtekhez képest, ami bizonyitotta, hogy a
transzldlt fehérje funkciondlisan is aktiv. A fotoreaktivd-
cio szignifikdnsan csokkentette az UVB doézis antiproli-
ferativ hatdsat (34). A fotolidz mRNS keratinocitikba
juttatdsa alkalmasnak tiinik az UVB-indukdlta CPD Iézick
eltdvolitisira humdn keratinocitdkban, ami elGrevetiti
alkalmazdsi lehetGségét a bérdaganatok megel6zésében.
A CPD-fotolidzt expresszdld sejtek kivdlé modellrend-
szerként is szolgdlnak az UVB sugdrzds okozta hatdsme-
chanizmusok vizsgdlatdra, mivel lehetvé teszik a CPD
fiiggd €s fiiggetlen UVB hatdsok elkiilonitését. Munka-
csoportunk erre irdnyuld vizsgédlatai folyamatban van-
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nak. Ismert, hogy a NER genetikailag meghatdrozott el-
térései (Xeroderma pigmentosum, Cockayne’s szindré-
ma, trichothiodisztréfia), erds UV-fényérzékenységgel
és a bordaganatok kialakuldsdra vald fokozott hajlammal
jdrnak (35, 36). A fotolidz mRNS in vivo alkalmazdsdnak
bevezetése Uj fényvédelmi stratégidt jelenthet, amely az
akut napfénykdrosodds €s bdrdaganatok kialakuldsdnak
kockdzatat csokkentheti, ezdltal a NER mutdciéi kovet-
keztében kialakulé betegségekben szenvedGk részére uj,
hosszantarté fényvédelmi eszkozzé valhat. A médositott
fotolidz mRNS in vivo bérsejtekbe juttatidsdnak a kidol-
gozdsa Uj utat nyithatna mds fehérjét kodol6 mRNS-ala-
pu terdpia megvaldsitdsdra is. A kiilonbozé borbetegsé-
gekhez kapesolt, specifikus fehérjéket kddolé mRNS-ek
alkalmazdsa igy igéretes terdpids eszkoz lehet olyan be-
tegségek gyogyitdsdban is, mint az epidermolysis bullo-
sa, Marfan-szindroma, Duchenne-betegség vagy tid
emphysema. Napjainkban a b6ron dt t6rténd anyagbevi-
tel intradermdlis injekcioval, mikrotlikkel vagy génpus-
kdval torténik. Az eljdrdsok koziil a legkevésbé invaziv
természettel a mikrotlik rendelkeznek, amelyek elég
hossziak ahhoz, hogy a bér fels rétegén dthatoljanak,
de még ne okozzanak nagy fdjdalmat (37, 38). Ezen
technikdk tovdbbi hétrdnya, hogy a b6r mélyebb rétegei-
be hatolnak, mig az dltalunk kivdnt hatds eléréséhez a
fotolidz fehérjét kodol6 mRNS molekuldkat a bér epi-
dermiszének bazdlis membrdn vagy e [olotti rélegek
sejtjeihez kellene eljuttatni, hiszen ezek a sejtek az
UVB-sugdrzds {6 targetjei. A nukleozid-mddositott
mRNS széleskorti preventiv és terdpids alkalmazdsdhoz
olyan modszert kell kifejleszteni, amely a stratum cor-
neum barrier funkcidjinak kikiiszoboléséhez nem igé-
nyel ilyen drasztikus eljdrdsokat.
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