Sipiczki Matyas

Az RNS-interferencia és tavlatai

Genetika és genom-projektek

A modern biolégia egyik leggyorsabban és leglatvanyosabban fejlodo teriilete a
genetika, az a tudomany, amely az 6roklédés mechanizmusat és torvényszeriisé-
geit vizsgalja. Az utdbbi masfél évtized soran a genetika oriasi lendiiletet kapott
az ugynevezett genom-projektek jovoltabol hozzaférhetdvé valo hatalmas tome-
gli 4j informaciotol. A genom-projektek célja egy-egy szervezet teljes genetikai
allomanyanak olvashatova tétele, azaz a kromoszomakban és a kromoszémakon
kiviil elhelyezkedé DNS-molekuldk nukleotid-sorrendjének meghatarozasa. A
DNS nukleotid-sorrendje tartalmazza kodolt formaban mindazt az informaciot,
amit egy szervezet atad az utddjanak, és amely segitségével az utod (az elddjé-
hez hasonlo) életképes szervezetté fejlodhet. A nukleotidok egy folyamatos sor-
rendet alkotnak a DNS-en beliil, de a sorrend (szekvencia) egyes szakaszai 6nal-
16 egységeknek tekinthetok. Minden ilyen egységet, aminek 6nalld és specifikus
informacidtartalma van, génnek neveziink. Az egyes szervezetek nagyon eltéro-
ek abban, hogy mennyi ilyen egységgel rendelkeznek, és milyen informaciot
hordoznak ezek az egységek. Vannak fajok, amelyek egyedei minddssze par
szaz génnel rendelkeznek, masok viszont tobb tizezer gént is tartalmaznak.

A genom-projektek korszakat megel6zden is sok faj sok génjének nukloeotid-
sorrendjét ismertiik mar, de néhany virus kivételével egyetlen faj teljes génkész-
lete sem valt ismertté. A nukleotidsorrend meghatarozasahoz altaldban az volt
sziikséges, hogy a génnek megfelelé DNS-szakaszt kivagjuk a kromoszomabol,
beiiltessiik egy ,,klonoz6” vektorba (altalaban bakterialis plazmidba), az igy kie-
gésziilt vektort egy megfeleld gazdaszervezet (pl. Esherichia coli baktérium)
sejtjeibe bejuttassuk, a baktérium-sejtekkel a szamukra idegen DNS-t elszaporit-
tassuk, majd beldliikk az elszaporodott DNS-t izolaljuk és meghatarozzuk a nuk-
leotid-sorrendjét. Ezt a technikat klonozasnak nevezziik, és széleskorlien hasz-
naljuk nem csak szekvenciak meghatarozasdhoz, hanem a génsebészet egyik
alapveté modszereként is.

Idokozben azonban a szekvenalasi technikak tokéletesedésének és 11j bioin-
formatikai modszerek bevezetésének koszonhetéen lehetdvé valt a hosszadal-
mas, munkaigényes és ebbdl kifolyolag alacsony hatékonysagi klonozas helyett
mas Uton meghatarozni a DNS-molekulak nukleotid-sorrendjét. A hatasfok oly
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mértékben javult, hogy teljes genomok szekvenalasa is lehetségessé valt. Oriasi
attorésnek szamitott az elsé valoédi kromoszoma, a Saccharomyces cerevisiae
¢lesztégomba Ill-as sorszdmu kromoszomajat alkot6 DNS molekula nukleotid-
sorrendjének meghatarozasa 1996-ban, majd néhany évvel késobb a faj teljes
genomjanak a ,,megszekvenalasa”. Az élesztdgenom szekvenalasanak tanulsaga-
it felhasznalva fokozatosan egyre tobb és tobb eukaridta szervezet genomjat —
kozottiik az emberét is — sikeriilt megszekvenalni.

A teljes nukleotid sorrend ismerete onmagaban nem sokat ér. Egy ismeretlen
nyelven irt rendkiviil hosszll betiisorozatnak latszik, ugyanakkor szamitogépes
elemzése (amit szokas annotalasnak is nevezni) utan részlegesen olvashatova/ér-
telmezhetévé valik. Példaul kiderithetd, hogy a szekvencia mely részei tekinthe-
tok géneknek, meghatarozhaté a feltételezett gének szerkezete és valoszinii
funkcidja. Természetesen az igy kapott informacid csak becslésnek tekinthetd. A
teljes biztonsaggal levonhat6 kovetkeztetések megkivanjak a kisérletes bizonyitast.

Funkcionalis genomika és forditott genetika

A Kkisérletes bizonyitason azt értjiik, hogy a szamitogéppel identifikalt, génnek
latsz6 szekvencia-szakaszokrdl kideritjiik, hogy azok valdban gének-e, és meg-
hatarozzuk a pontos biologiai funkciojukat is. A bizonyitas nagyon sokszor nem
konnyt feladat, gyakran nem is vezet egyértelmii valaszokhoz. Kiiléndsen olyan
gének esetében nehézkes a nyomozas, amelyek tobb funkcioval is rendelkeznek
(pleiotrop hatasuak), azaz tobb biologiai folyamat iranyitasaban is részt vesznek.
A genom-projektek soran identifikalt gének szerepének keresését szokas funkci-
onalis genomikanak is nevezni. A funkcionalis genomika modszertana rendkiviil
szerteagaz6. Nem is lehet egyértelmlien definialni, hogy melyek az ide tartozo
technikak. A funkcionalis genomika legtobb modszere ugyanis nem a genomika
kedvéért lett kidolgozva, hanem mar korabban is 1étezett, illetve mas célok érde-
kében fejlesztették ki.

Mindenesetre a genom-szekvenciak megjelenése meglehetdsen fejére allitotta
a genetikai gondolkodas logikajat. Korabban a gén nukleotid-sorrendje a geneti-
kus munkéjanak a végterméke volt, most a kiindulasa. Nézziik meg, miként gon-
dolkodott és dolgozott a genetikus a genom-projektek korat megelézéen. Egy
gén identifikalasa és megismerése érdekében mutansokat hozott 1étre a normalis
populéaci6 tagjai kozott. Ugy gondolkodott, hogy egy gén identifikaldsanak a
legegyszerlibb mddja a gén elrontasa (pl. mutacioval). Példaul, ha a testfeliilet
szinét meghatarozo géneket kivanta megtalalni, akkor olyan mutansokat keresett
a populacioban, amelyek testfeliilete a normalistdl eltérd szinli vagy teljesen
szintelen volt. Az ilyen egyedekben a szinképzésért felelds gének valdsziniileg
nem milkddnek, vagy legalabb is rosszul miikddnek. A mutans egyedek tovabbra
is rendelkeznek a kérdéses génekkel, de azok elrontott valtozataival. Az elrontd
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hatasu mutaciot szokas genetikai markernek is nevezni. Hosszadalmas kereszte-
zésekkel — amelyek soran a mutanst és utddait keresztezziik mindenféle mas ge-
netikai markert (mutaciét) hordozoé egyedekkel — kiderithetd, hogy a vizsgalt gén
melyik kromoszoman helyezkedik el, melyik mar korabbrol ismert gén kozelé-
ben (genetikai térképezés). Ezt kovette a gén klonozasa, amihez a faj nem mu-
tans (vad tipusu) egyedébdl izolalni kellett a DNS-t. Az izolalt DNS-t feldara-
boltak, a darabokat (fragmenseket) a fentickben mar emlitett vektorokba épitet-
ték be. Mivel a feldarabolas soran sok millio, egymastol nagyrészt eltéré nukleo-
tid-sorrendli DNS-darab jon létre, nagyon sokféle olyan vektor-molekula képzo-
dik, amelyek mindegyike mas és mas nukleotid-sorrendii DNS-darabot tartalmaz
(az ilyen preparatumot szokas génkonyvtarnak is nevezni, mivel benne a faj
minden génje eldfordul). Koziiliikk egy, vagy néhany tartalmazni fogja a keresett
gént. Ahhoz, hogy az ilyen kombinacidkat megtalaljuk, a génkdnyvtart hozzaad-
juk a mutans sejtjeihez olyan kisérleti koriilményeket biztositva, amelyek mellett
a sejtek felveszik a vektormolekuldkat. Ha egy sejtbe olyan vektormolekula jut
be, amely tartalmazza a keresett gént, akkor a bejuté gén potolni fogja a befoga-
do sejtben rosszul miikddé (mutans) gént. Az ilyen ,kiegésziilt” (komplemen-
talt) mutans sejtbol egy latszolag teljesen normalis, azaz vad tipusu egyed fej-
16dhet ki, amit transzformansnak neveziink. A transzformans egyed sejtjeibol
,,visszaizolalhatd” a vektor-molekula, a benne levd vad tipusu génnel egyiitt. Az
utobbinak a nukleotid sorrendje meghatarozhato.

A genomika korszakaban mindezt nem kell elvégezni, mert a gén szekvencia-
jat adatbazisokban megtalalhatjuk. Viszont nem tudhatjuk biztosan, hogy a gén
valdban a szinképzéshez kell-e. Tehat mégiscsak kell dolgoznunk, de forditott
iranyban, merthogy a szekvenciabol indulunk ki, és funkciot keresiink hozza.
Szokés ezt a megkozelitést forditott genetikanak is nevezni.

A funkciokeresés egyik alapmodszere a gén teljes vagy részleges inaktivalasa
a sejteken beliil. Ennek szamos modszere van. A legelterjedtebbek koziil érde-
mes megemliteni az in vitro mutagenezist, amikor is a vad tipust gén szekvenci-
ajat modositjuk in vitro, majd a modositott valtozattal lecseréljiik a sejtben meg-
1év6 normalis valtozatot. Egy masik megkozelités a transzpozonok (mozgékony
genetikai elemek) segitségével torténd géninaktivalas. Az utobbi idoben egyre
elterjedtebben hasznaljak az RNS-interferencia jelenségét is. Ez a technika sem-
mit sem valtoztat a génen. Csupan a miikodését teszi lehetetlenné.

Az RNS-interferencia mint természetes védekezo rendszer

Az RNS-interferencia természetes jelenség, amelynek a segitségével eukariota
szervezetek védekeznek az RNS-virusok tdmadasaval szemben. Az ilyen virusok
bejuttatjak a duplaszalt RNS-iiket a megtamadott sejtbe, és — ha a sejt nem véde-
kezik — a bejutott RNS elszaporitja onmagat. Ekozben a sejt stilyos karosodéso-
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kat szenved vagy el is pusztul. A sejt azonban védekezhet a virus-RNS-sel szem-
ben egy specialis ribonukleaz — a Dicer — segitségével. A Dicer feldarabolja, és ez-
altal inaktivalja a behatold virus-RNS-t. A darabolas eredményeként apr6 (21-25
nukleotid hosszusagu) duplaszala RNS-darabok jonnek létre, amelyeket siRNS-
eknek (short interfering RNAs) neveziink. A Dicer nem tdmadja meg a sejt sajat
RNS-eit, mivel azok szimplaszaluak. Az siRNS-ek két szala elvalhat egymastol.
A keletkezd szimplaszalit RNS-darabkak pedig rakapcsolddhatnak a sejt barme-
lyik olyan szimplaszalu RNS-ére, amelyben el6fordul velilk komplementer nuk-
leotid-sorrend (RNS-RNS-hibridizalodas). Milyen RNS-ekben fordulhat el6 ilyen
szekvencia? Els6sorban olyanokban, amelyeket a behatold virus termelhetett
meég azeldtt, hogy RNS-e feldarabolasra kertilt volna. Ezek az RNS-ek is veszé-
lyesek lehetnek a megtamadott sejtre, mert olyan fehérjék termelésére kény-
szeritenék a sejtet, amelyek karos hatasuak. A sejt szerencséjére a szimplaszalt-
va valt siRNS-darabkak ratapadhatnak ezekre a virus termelte, veszélyes (szin-
tén szimplaszali) RNS-ekre, és egy tovabbi védekezési mechanizmust kapcsol-
nak be. A tapadas kovetkeztében 1étrejovo rovid duplaszala szakaszokat felisme-
ri a RDE-1 nukleaz, és a duplaszali résznél elvagja a virus RNS-ét.

Az RNS-interferencia mint a funkcionalis genomika egyik modszere

Az RNS-interferenciat felhasznalhatjuk arra, hogy segitségével egyes gének mii-
kodését specifikusan megakadalyozzuk. A géneket nem valtoztatjuk meg, tehat
nem kell mutaciokat 1étrehoznunk. Csupan azt érjik el, hogy a gének ne tudja-
nak megnyilvanulni. Nem a gént, hanem a génrdl képz6dé RNS-masolatokat
inaktivaljuk.

Ennek érdekében a vizsgalt é161ény kiszemelt génjérél masolatokat készitiink
PCR (polimeraz-lancreakcio) segitségével. A masolatokat olyan vektormoleku-
lakba épitjiik be, amelyekben a beépités helye eldtt és utan egy-egy bakterialis
promoter helyezkedik el. Az ilyen konstrukcidkat bejuttatjuk az Esherichia coli
baktérium sejtjeibe. A promoterek olyan nukleotid sorrendek, amelyekre a bak-
tériumban miikodé RNS-polimeraz ra tud tapadni. A megtapadas utan a polime-
raz RNS-masolatot készit a promoterek altal kdzrefogott DNS-szakasz mindkét
szalarol. Két, egymassal komplementer nukleotid sorrendii szimplaszali RNS-
masolat képzdédik. Ezek egymassal 0sszekapcsolddnak, és egyetlen duplaszalt
RNS-s¢é alakulnak A képzodott duplaszali molekulak a gén RNS-be atirt maso-
latanak tekinthetok. Ezeket izolalhatjuk a baktériumsejtekbdl, és bejuttathatjuk
az altalunk vizsgalt szervezet sejtjeibe. A befogado sejtek a bejuté RNS-t (téve-
sen) virus-RNS-ként fogjak kezelni, és feldaraboljak azt a Dicer ribonukledzuk
segitségével. A keletkezd siRNS darabkak szalai elvalnak egymastol, €s ezaltal
olyan rovid szimplaszala RNS-darabkak jonnek 1étre, amelyek komplementerek
a vizsgalatra kiszemelt génr6l képzodo mRNS-masolatokkal. (mRNS-nek nevez-
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zik a génrdl késziilt olyan szimplaszali RNS-masolatokat, amelyek a génben
kodolt informacionak megfeleld fehérje szintézisét teszik lehetové.) Komple-
mentaritasuk miatt rd is tapadnak a gén minden egyes mRNS-mésolatara (az
mRNS-ek szimplaszaltiak). A keletkez0 mRNS-siRNS hibrid molekulakat fel-
ismeri az RDE-1 nukleaz, és feldarabolja azokat. Ha minden mRNS-masolat fel-
darabolodik, akkor a sejtben nem képzdodhet a gén altal kodolt fehérje, ami meg
tudna valositani a gén funkciojat. Mivel az siRNS-ek a vizsgalt génre specifikus
nukleotid sorrendekkel rendelkeznek, csak a génrdl képz6dé mRNS-ek inaktiva-
l6dasat (feldarabolodasat) okozzak, a sejt tobbi génjének RNS-masolatat altala-
ban nem befolyasoljak. Hatasukat tekintve tehat rendkiviil specifikusak.

Szekvencia-specifitasanak koszonhetéen az RNS-interferencia jol felhasznal-
haté a genom-projektek segitségével azonositott gének funkcidjanak keresésére.
Barmely ismert szekvencidju, de ismeretlen funkci6ja génnel elvégezheto a fenti
kisérlet. A gén érvényesiilésének gatlasa zavart okoz a szervezet életében, és a
zavar jellegébol kovetkeztetni lehet a gén funkcidjara. Példaul, ha a szervezet
szine megvaltozik, akkor a gén valdsziniileg a testszint biztositd pigmentek kép-
zéséhez sziikséges.

Az RNS-interferencia mint eszkoz a betegségek elleni kiizdelemben

Az RNS-interferenciat nem csak genomikai vizsgalatoknal lehet eredményesen
felhasznalni. Lehetdségekkel kecsegtet a betegségekkel szembeni kiizdelemben
is, akar a novények, akar az allatok, akar az ember esetében. Mivel segitségével
elvben barmely gén elcsendesithetd vagy mitkodésében gatolhatd, alkalmas lehet
az olyan betegségek kezelésére, amelyek egy vagy néhany gén tilzott aktivitasa-
ra vezethetok vissza. Példaul fel lehet hasznalni tgynevezett onkogének csende-
sitésére. Az onkogének olyan gének, amelyek a szervezetben normalisan jelen
levo és altalaban életfontossagu szerepet jatszo gének (az tigynevezett proto-on-
kogének) kisebb-nagyobb modosulasaval jonnek 1étre. A médosulas kovetkezté-
ben a gén elveszti a szabalyozhatésagat (mintegy ontérvénytivé valik), és akkor
is miikodik, amikor nem kellene mitkddnie. Sok olyan gén van a sejtek szaporo-
dasat biztositd gének kozott, amelyeknél ez bekdvetkezhet. Szerepiik a szervezet
¢letében alapvetd fontossagu, mert nélkiiliik a sejtek nem tudnanak szaporodni.
Viszont csak akkor kell miikodniiik, amikor sejtszaporodasra van sziikség. Ha
maskor is miikddnek, akkor rendellenes sejtburjanzast okozhatnak, és tumorok
kifejlodéséhez vezethetnek. Amig a gén normalis valtozata van jelen, ilyen ve-
sz¢ély nem fenyeget, mert a sejt a sziilkségnek megfelelden ki- és bekapcsolhatja a
miikddését. Ha viszont kikapcsolhatatlanna valik (pl. egy mutacio kovetkezté-
ben), akkor mar veszélyes lehet.

Az RNS-interferencia segitségével ,,elcsendesithetjiik”, azaz ,,féken tarthat-
juk” a kikapcsolhatatlan gént is. Ennek érdekében a sejtbe olyan duplaszali
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RNS-eket juttatunk be, amelyek nukleotid-sorrendje megegyezik (vagy legalabb
is nagyon hasonl6d) a lecsendesitendd onkogén nukleotid sorrendjével. Ezek a
molekuldk a fentieckben bemutatott mechanizmus segitségével inaktivaljak az
onkogénrdl képz6d6 mRNS-eket, igy a sejtben nem fognak képzddni az onkogén
altal kodolt fehérjék. Hianyukban pedig elmarad a sejtburjanzas. A modszert si-
kerrel alkalmaztdk emberi melandmat, pankreasz adenokarcindmat és leukémiat
okoz6 gének csendesitésére.

Az RNS-interferencia gyors elterjedésének az orvosi gyakorlatban gatat szab
szamos technikai nehézség. Koziiliikk emlitsiink meg néhanyat. A sejtekbe bejut-
tatott RNS molekulak példaul fokozhatjak az interferon-rendszer mikodését, és
gatolhatjak (a gének kozotti szekvenciahasonlosagok miatt) szdmos mas gén
milkodését is, ami mellékhatasokhoz vezethet. A mellékhatasok csokkentése ér-
dekében célszerli lenne az interferenciat kivalt6 RNS-molekulédkat csak azokba a
sejtekbe (pl. rakos szovetekbe) bejuttatni, ahol a célzott géncsendesitést eld akar-
juk idézni. Ez egyeldre csak nehezen, vagy egyaltalan nem oldhaté meg.

A meglévd technikai nehézségek és élettani mellékhatasok ellenére is az
RNS-interferencia egy rendkiviil perspektivikus modszernek tekinthetd az alap-
kutatason kiviil a genetikai okokra visszavezethetd betegségek elleni kiizdelem-
ben is. Nyilvan emiatt dontott tigy az illetékes szakmai testiilet, hogy a 2006. évi
¢lettani és orvosi Nobel-dijat az a két amerikai kutaté — A. Fire és C. C. Mello —
kapja meg, akik feltartak a jelenségben rejlo tavlatokat. Figyelemremélto, hogy a
két kutatdé nem emberi sejteken, hanem a Caenorhabditis elegans nevi nematoda
férgen végezte kisérleteit. Talan kevéssé ismert, hogy az ugynevezett ,,orvosi”
Nobel-dijjal sokszor jutalmaznak olyan kutatasokat, amelyek nem tekintheték
orvostudomanyi kutatasoknak. A Debreceni Egyetem egyik Nobel-dijas disz-
doktora (Paul Nurse) az élesztdgombak tanulmanyozasanal elért eredményeiért
részesiilt ebben a legrangosabb tudomanyos elismerésben.



