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Lucy, a történelmi egér
ÖRÖKLŐDŐ
MESTERSÉGES KROMOSZÓMA
Kromoszómakutatásról másfél évszázada beszélhetünk. Ennek ellenére mindmáig nem ismerjük pontosan a magasabb rendû élõlények kromoszómáinak szerkezetét, s hiányában nem fejthetjük meg teljesen mûködésüket sem. A Magyar Tudományos Akadémia Szegedi Biológiai Központjában „felépített” mesterséges kromoszóma új utakat nyithat meg az elméleti kérdések tisztázásában és – nem utolsósorban – az örökletes betegségek gyógyításában is.
A kromoszóma szerkezetének egyértelmû és vitathatatlan megfejtésében egy mesterséges kromoszómára épülõ kísérleti rendszer nagyon fontos eszköz lehetne. Azaz ha a különféle – valódi kromoszómából származó – elemeket összeépítve, majd a sejtbe juttatva mûködõképes kromoszómát tudnánk létrehozni, lényegbevágó ismereteket szerezhetnénk arról, hogy a kromoszóma szerkezete miképpen alakul ki. Például azokat a DNS-szakaszokat, amelyeknek feltehetõen szerkezeti szerepük van, egy centromerhez* kapcsolva – és ilyen formában a sejtbe juttatva – lehetõvé válna, hogy a „valódi” szerkezeti DNS-elemeket azonosítsuk és kiválogassuk, illetve ezek segítségével a szerkezeti fehérjéket megtisztítsuk.

Kiszámított genetikai beavatkozások
A kromoszómák szerkezetének és mûködésének megismerése azt a végsõ célt szolgálja, hogy megteremtsük a lehetõségét egy célirányos, kiszámított genetikai beavatkozásnak. Az ilyen eljárásoknak folyamatosan gyarapodó tárháza a géntechnológia. Ez az ezredfordulónak – és minden bizonnyal az elkövetkezõ évtizedeknek – egyik biológiai csúcstechnológiája lesz. A géntechnológia tágabb értelemben azokat a tudatos és célzott genetikai beavatkozásokat jelenti, amelyek a sejt, a szövet vagy az állati (és emberi) szervezet mûködését megváltoztatják.
Ma még meghatározhatatlan a géntechnológia alkalmazásának valamennyi területe, de túlzás nélkül állíthatjuk, hogy a lehetõségek szinte korlátlanok. Például az állattenyésztés és az állategészségügy területén: gazdaságilag fontos mennyiségi és minõségi tulajdonságokat meghatározó gének vihetõk be a haszonálla-tok szervezetébe; betegségeknek ellenálló állatok, sõt, új állatfajok hozhatók létre; gyógyászati vagy egyéb szempontból fontos peptidek, fehérjék és más makromolekulák „termeltethetõk” állatokban (gén: az átöröklés funkcionális egysége, a DNS egy meghatározott szakasza, amely többnyire egyetlen fehérjeláncot kódol, azaz annak aminosav-sorrendjét határozza meg).
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1. kép. A kromoszómaszerkezet fontosabb szervezõdési szintjeinek
modellje és az ezeknek megfelelõ elektronmikroszkópos képek:
(a) DNS;
(b) nukleoszómafonal: a nyolc molekulából álló fehérjemagra
145 bázispár hosszúságú DNS csavarodik fel;
(c) a nukleoszómafonal felcsavarodásával jön létre a kromatinfonal,
amelynek egy csavarulata hat nukleoszómából áll;
(d) a kromatinfonal további felcsavarodásának ma még ismeretlen lépése(i),
s a végeredmény, a kromoszóma
A génterápia, az orvostudománynak ez a viharos gyorsasággal fejlõdõ területe arra törekszik, hogy az öröklött és a szerzett betegségeket kezelje, gyógyítsa, illetve megelõzze. (A génterápia a sejtek molekuláris szintû folyamataiba avatkozik be, genetikai információ bevitelével azokat célirányosan megváltoztatja.)

Az ideális vektor
A géntechnológia gyakorlati alkalmazásának egyik legnagyobb problémája az, hogy a genetikai információt, az azt kódoló géneket célba juttató hordozóeszközöknek – vagy más néven vektoroknak – egyelõre több fogyatékossága is van. Az ideális vektor fõbb jellemzõi a következõkben foglalhatók össze: ne tartalmazzon olyan DNS-elemeket, amelyek nemkívánatos megváltozása (rekombinációja, mutációja stb.) az érintett sejt, szövet vagy szervezet mûködését károsan befolyásolja; ne épüljön be a kromoszómákba, a génállomány normális mûködését ne befolyásolja; biztosítsa az általa szállított gén(ek) szabályozott mûködését és számuk ellenõrizhetõségét, illetve állandóságát; alkalmas legyen a nagyméretû (akár több millió bázispár hosszúságú) gének bevitelére és ezek mûködõképességének biztosítására.
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2. kép. Kromoszómaépítés sejtekben.
A „célkromoszóma”: a természetes emlõskromoszóma
(a). Bizonyos kromoszómák meghatározott részére „idegen” DNS-szakasz
(jelzõgén, hasznos gén) építhetõ be
(b), s ezzel beindítható az érintett kromoszómaszakasz megsokszorozódása
(c). Ha ezzel a centromer is megduplázódik
(d), a kromoszóma széttörik (e), s a letört, új darab
– a SATAC – önálló kromoszómaként fennmarad a sejtben (f)
E szigorú feltételeket – mai ismereteink szerint – egyetlen mesterséges génhordozó sem elégíti ki. A természet azonban létrehozott olyan „szerkezetet”, amelyben megvan az ideális vektor valamennyi tulajdonsága. Ez a valódi sejtmagvas szervezetek kromoszómája. Ha tehát sikerül létrehoznunk mesterséges emlõskromoszómát, ez egyértelmûen kielégíti majd a vektorokkal szemben támasztott valamennyi követelményt is.
Ehhez a munkához bátorítást és elvi alapot adtak azok az Amerikai Egyesült Államokban a nyolcvanas évek elején az alacsonyabb rendû eukarióta sejtekkel (sütõélesztõvel, Saccharomyces cerevisiae-vel) végzett kísérletek, amelyek a mesterséges élesztõkromoszóma létrehozására vezettek. E munkák alapján meghatározhatók azok a szerkezeti és mûködésbeli egységek, amelyekre az emlõskromoszóma létrehozásához is szükség van. Hogy mik ezek? Nézzük sorjában! Szükség van egy mûködõképes centromerre, amely a kromoszómák állandóságát és az utódsejtekbe való jutását (szegregációját) biztosítja. Kell egy jelzõgén – mely által a kromoszóma nyomon követhetõ. Szükséges egy, a DNS megkettõzõdését elindító és irányító DNS-szakasz, továbbá a kromoszóma kellõ fizikai méretét biztosító „töltelék” DNS-szakasz. Végül a kromoszómavégeket lezáró, jellegzetes DNS-szakaszok, a telomerek*.
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3. kép. A SATAC jellegzetességei. Alapanyaga döntõen szatellit DNS és az egész SATAC heterokromatikus: ezek a természetes kromoszómákon csak a centromerhez közeli szakaszokon figyelhetõk meg (a-b); az amplikonok határán kimutatható jelzõgéneknek (c), illetve a centromernek a helyzete (d). Különleges festési eljárásokkal (e–f) kimutatható, hogy az amplikonokon belül a DNS lefutása váltakozó irányú, s minden egyes amplikon két tükörszimmetriát mutató félbõl áll. A természetes kromoszómákon ez csak a centromer környéki szatellit DNS-en látható
Sajnos, az egyik legfontosabb elemnek, az emlõskromoszómák centromerjének mibenlétét ma még nem ismerjük. Ezért a szerkezeti elemek összeépítésével megvalósítandó mesterséges emlõskromoszóma - néhány bíztató kísérlet ellenére is - egyelõre még várat magára.

Kromoszómaépítés élõ sejtekben
A mesterséges kromoszómák létrehozásának van egy, az említettektõl teljesen eltérõ útja is. A Magyar Tudományos Akadémia Szegedi Biológiai Központjában sikerült kidolgozni egy olyan eljárást, amellyel élõ sejtekben hozhatók létre a kívánt genetikai „tartalmat” hordozó mesterséges kromoszómák. A módszernek az a lényege, hogy bizonyos körülmények között a laboratóriumban tenyésztett emlõssejtek kromoszómáin beindítható a kívánt szakaszok megsokszorozódása (2. kép). Ha ugyanis emlõssejt kromoszómáinak meghatározott szakaszába idegen DNS-t építünk be, a beépülés közvetlen környezete „növekedni” kezd (megsokszorozódás-amplifikáció): új kromoszómakar, új centromer s végül új, géneket nem hordozó, szatellit DNS-bõl álló mesterséges kromoszóma jön létre. Az ismétlõdõ kromoszómaszakaszokból, az úgynevezett amplikonokból álló új kromoszóma – felépítésére utalva – a szatellit DNS-alapú mesterséges kromoszóma nevet kapta (röviden – az angol elnevezésbõl – SATAC).
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4. kép. A lézervezérlésû kromoszómaválogató
a különbözõ méretû kromoszómákat elkülöníti egymástól.
A képen minden pont egy-egy kromoszómát jelöl
Ez a kromoszóma kizárólag csak az(oka)t a mûködõ gén(eke)t hordozza, amelye(ke)t idegen DNS-ként a sejtbe juttattunk (3. kép). Minden, a kromoszóma szerkezete és mûködése szempontjából nélkülözhetetlen elemet a sejt hoz létre a megsokszorozódási folyamat során. Az új kromoszómának a sejtekben való megjelenése egyúttal azt is jelenti, hogy sikeresen túljutott a „minõségellenõrzésen”, hiszen az egymást követõ sejtosztódások során csakis a szerkezetileg ép és mûködõképes SATAC maradhat fenn.
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	5. kép.
Fent: 
a Lucy „létrehozásához”
használt mesterséges
kromoszóma
az azt termelő sejtben
(ez a kromoszóma
a 3. képen
bemutatott SATAC
„lerövidített” változata)
Lent:
Lucy kromoszómái.
A kék színű negyven
egérkromoszómán
belül a szatellit
DNS-szakaszokat
piros szín jelzi,
míg maga a SATAC
az „idegen”
DNS-szakaszok
alapján
(világos pontok)
azonosítható


Sikerült igazolni azt, hogy e módszerrel eltérõ genetikai tartalmú új kromoszómák építhetõk fel különbözõ állatfajok sejttenyészeteiben, mégpedig megismételhetõ módon. Kaliforniai kutatókkal végzett közös munka eredményeként 1994-ben kiderült: az a tény, miszerint a SATAC DNS-összetétele merõben eltér a természetes kromoszómákétól, módot ad arra, hogy a „természetes” és a mesterséges kromoszómákat (amelyek valójában szintén „természetesek”, azaz természetes eredetûek) 100 százalékosan szétválasszuk egymástól (4. kép).

Egy sikeres egércsalád
A SATAC biotechnológiai hasznosításának lehetõségét felismerve Kanadában megszületett a Chromos Molecular Systems nevû vállalat (lásd keretes írásunkat! – A szerk.). Az egyre szélesedõ nemzetközi – magyar, kanadai, holland, amerikai és svéd – együttmûködés során lépésrõl lépésre újabb és újabb lehetõségek tárultak fel mesterséges kromoszómánk géntechnológiai hasznosítására. Megkezdõdött a mesterséges kromoszóma „ipari” elõállítása és a transzgénikus (genetikailag megváltoztatott) állatoknak a létrehozása, s hozzáfogtunk az emberi szatellit DNS-alapú mesterséges kromoszómáknak az építéséhez.
A múlt év végére megszülettek azok az egerek, amelyek sejtjeiben kimutatható az anyjuktól örökölt szatellit DNS-alapú mesterséges kromoszóma. Ez a SATAC gyakorlati alkalmazhatóságának legfõbb bizonyítéka. Maga az egéranya egy olyan kísérletbõl született, amely során megtermékenyített egérpetesejtbe – egy vékony üvegtû segítségével – tisztított mesterséges kromoszómát juttattak be. A kezelt petesejtet – a lombikbébi-eljáráshoz hasonlóan – beültették egy dajkaanyába. Az így született egérlányka Lucy, s noha semmilyen külsõ jelben nem különbözött fajtársaitól, a kromoszómavizsgálat alapján „történelmi személyiséggé” vált. Õ az elsõ olyan állat, amely a szervezetében mesterséges emlõskromoszómát hordoz (5. kép).
De mire következtethetünk Lucy és családja történetébõl? Már Lucy megszületése igazolta, hogy a kromoszómák a tisztítás során nem károsodnak, biológiailag „használhatók” maradnak. Nem károsodik a megtermékenyített petesejt sem a SATAC bejuttatásakor, és a magzat fejlõdésében sem támad zavar.
Lucy fölcseperedett, minden látható eltérés nélkül érte el a felnõttkort és egészséges utódokat hozott világra. A mesterséges kromoszóma tehát nem zavarja meg az ivarsejtképzõdés szokványos menetét. Az utódokban – említettük – ugyancsak kimutatható a „létszám feletti” kromoszóma, vagyis a mesterséges kromoszóma öröklõdik!
Az állatvilágban és az ember esetében is a – faj szempontjából meghatározónak tekintett – kromoszómaszám megváltozása többnyire súlyos, gyakran végzetes következményekkel jár. A SATAC-ot hordozó állatok születése és rendes fejlõdése azonban bebizonyította: a kromoszómaszám megfelelõen tervezett mesterséges kromoszómával minden káros következmény nélkül megváltoztatható. A 41 kromoszómás Lucy csupán abban különbözik 40 kromoszómás fajtársaitól, hogy van egy olyan többletkromoszómája, amely szinte korlátlanul megtölthetõ „hasznos” genetikai információval. Mesterséges kromoszómákkal például olyan transzgénikus állatokat hozhatunk létre, amelyek tejében gyógyszeralapanyag is termelõdik, s ezt a képességüket utódaikra átörökítik.

A tabukról
Lucy és utódainak megszületése vagy tágabban: az eddig jobbára csak elvi lehetõségnek tartott, az emberi ivarsejtekben végezhetõ genetikai beavatkozás technikai korlátainak megszûnése arra kényszerít bennünket, hogy erkölcsi és társadalmi kérdéseket válaszoljunk meg.
Az egér kapcsán a német Stern magazin cikke a kockázatokra hívja fel a figyelmet, a legnagyobb amerikai gazdasági hetilap, a Business Week kommentárjának címében az ivarsejtekbe való beavatkozás kérdésének össznemzeti vitáját sürgeti. A brit tudományos hetilap, a New Scientist szerkesztõségi cikke Az utolsó tabu címmel taglalja a génterápia lehetõségeit. Figyelemre méltó az írás zárómondata, amely egyszersmind állásfoglalást jelent: „A tabukról pedig csak annyit – silány kifogás, hogy ne kelljen gondolkodnunk...” 
Gondolkodnunk, ésszerû és tényszerû vitákat kell folytatnunk, s erre még bõségesen van idõnk, amíg a kötelezõen hosszú, minden lehetséges káros hatásra kiterjedõ vizsgálatsorozat és kutatás le nem zárul. Hiszen csak ezek kedvezõ eredményei nyithatják meg a klinikák kapuit a „gyógyító” mesterséges kromoszómák kipróbálására! 

Hadlaczky Gyula
tudományos tanácsadó
(MTA, Szegedi Biológiai Központ, Genetikai Intézet)
	Két méternyi DNS
A magasabb rendû szervezetekben (emberben, állatban, növényben) az örökítõanyag (a DNS) kromoszómák formájában szervezõdik egy olyan szerkezeti rendbe, amely az élet fennmaradásának, folytonosságának elemi feltétele. A kromoszómák a sejtosztódások során a megkettõzõdött örökítõanyagot pontosan kettéosztják és az utódsejtekbe továbbítják. Feltehetõ, hogy a törzsfejlõdés folyamán a DNS mennyisége elért egy olyan kritikus tömeget, amelynek az utódsejtekbe való átadása és mûködése „csupasz” nukleinsav formájában már lehetetlenné vált. Szükséges volt, hogy e megnövekedett mennyiségû DNS mûködõképes egységekbe csomagolva szállítódjék. Kialakultak a kromoszómák, megalapozva azt a fejlõdési irányt, amely a magasabb rendû, valódi sejtmagvú (eukarióta) szervezetek létrejöttéhez vezetett. Az örökítõanyag legmagasabb szintû szervezõdési formája e szervezetek sejtmagjai, illetve kromoszómái. Egy átlagos emberi sejt magja megközelítõleg 5 pikogramm mennyiségû (1000 milliárd pikogramm = 1 gramm) és 1,8-2 méter hosszúságú (mintegy 3000 millió – adenin/timin és citozin/guanin alkotta – bázispárnyi) DNS-bõl, illetve a DNS mennyiségének másfélszeresét-kétszeresét kitevõ különbözõ hiszton- és nemhiszton típusú fehérjékbõl áll (1. kép). Ez utóbbiak közül két-két H2a, H2b, H3 és H4 alkotnak egy fehérjemagot, erre tekeredik fel a DNS kettõs spirálja, amelyet az ötödik hisztonfehérje, a H1 rögzít. Ezek együttesen teszik ki a nukleoszóma egységét. A nukleoszómák többszörös felcsavarodásából jön létre a kromatinfonal, amely a sejtmag alapanyaga. E fonalas állományból lesz aztán – a sejt osztódásakor – a kromoszóma. 
Az eukarióta szervezetek többségének sejtmagja 10 mikrométer (10 ezredmilliméter) átmérõjû, a kromoszómáik mindössze néhány ezredmilliméter hosszúságúak. Egy-egy kromoszóma DNS-tartalma becsülhetõ. A 23 pár emberi kromoszóma közül a legkisebb a 21. számú, ebben körülbelül másfél centiméter (mintegy 50 millió bázispárnyi) DNS van, míg a legnagyobb, az 1. számú kromoszómánk megközelítõleg 7 centiméternyi DNS-t hordoz. Ez azt is jelenti, hogy egy-egy kromoszómában a DNS-fonal 10 000-szeresen fölcsavarodott formában van jelen. Az emberi sejtekben a mintegy 2 méter hosszú DNS hordozza azt a körülbelül 100 000 gént, amely gyakorlatilag valamennyi öröklött és öröklõdõ tulajdonságunkért felelõs. Ennek a bonyolult és igencsak pontos „pakolódásnak” a végsõ lépései azok, amelyeket ma még nem ismerünk. Nem tudjuk pontosan, milyen fehérjék, milyen DNS-szakaszok szükségesek feltétlenül ahhoz, hogy a mûködõképes szerkezet kialakuljon.
A 100 000 génünk az összes DNS mennyiségének csak mintegy 10 százalékát foglalja el, azaz DNS-ünk döntõ többségét úgynevezett nem kódoló szakaszok teszik ki. Így a kromoszómákon belül gyakoriak az olyan szakaszok, amelyekben nincs is mûködõ gén, ráadásul sokszoros példányban vannak bennük azonos vagy hasonló bázissorrendû, hosszabb-rövidebb ismétlõdõ szakaszok. Ilyen szakasz például a kromoszómák centromerje körüli, úgynevezett szatellit DNS-mezõ, amely különbözik az egyéb régiók szerkezetétõl, és bizonyos eljárások során eltérõ festõdést mutat, ezért heterokromatin névvel is illetik.
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	Nemzetközi együttműködés
Kanadában 1995 végén – az addigi eredmények ismeretében – néhány szakember elérkezettnek látta az idõt arra, hogy biotechnológiai vállalatot alapítson. A Chromos Molecular Systems Inc. nevû cég a mesterséges emlõskromoszómák géntechnológiai hasznosítását tûzte ki célul.
Néhány hónappal késõbb a Chromos hasznosítási licencszerzõdést kötött a Szegedi Biológiai Központtal (vállalva a kutatási eredmények teljes szabadalmaztatási költségét), egyszersmind hosszú távú kutatási szerzõdést írt alá az SzBK Genetikai Intézetével.
A cég a kanadai Vancouverban saját kutató-fejlesztõ részleget épített ki. A vancouveri laboratóriumba 1997 januárjában megérkeztek Szegedrõl a SATAC-ot termelõ sejtek, s megkezdõdhetett a közös fejlesztési munka. A lézersugaras kromoszómaválogató berendezéssel óránként egymillió – több mint 99 százalékos tisztaságú – mesterséges kromoszóma állítható elõ. Ezzel az „ipari” technológiával útjára indulhatott a mesterséges kromoszóma gyakorlati hasznosítása. Bebizonyosodott, hogy a tisztított mesterséges kromoszómák szerkezetüket és mûködésüket megõrizve átvihetõk egyéb állatfajok sejtjeibe, ideértve a megtermékenyített petesejteket is.
A brit Kolumbia Egyetem kutatóival és egy holland-amerikai nagyvállalat szakembereivel együttmûködve megkezdõdött a mesterséges kromoszómával felruházott transzgénikus állatok létrehozása. Aztán 1998 végén megszületett az elsõ olyan transzgénikus egér (Lucy), amely sejtjeiben hordozza a mesterséges kromoszómát, és a múlt év végére kiderült, hogy azt az utódaiba is átörökíti.
A Chromos négy év alatt – átszámítva – mintegy négymilliárd forintot költött fejlesztésre. A költségvetés jókora tétele a szabadalmi költség, annak a huszonegy bejelentett (ebbõl már hat bejegyzett) mesterséges kromoszómával kapcsolatos világszabadalomnak a költsége, amelynek a Szegedi Biológiai Központ a tulajdonosa.


	  Kislexikon
centromer: a kromoszómákon egy befûzõdés formájában megfigyelhetõ sajátos szakasz, amelyhez sejtosztódáskor a kromoszómák mozgatását végzõ húzófonalak tapadnak.
telomer: a kromoszómát alkotó DNS-szál két végén található rövid, többszörösen ismétlõdõ szakaszok, amelyek a kromoszómavégek stabilitását biztosítják.


