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10. Hivatkozasok

1. Roviditések jegyzéke

ADAR — RNS adenozin-dezaminaz
ADARI1/ADAR2 — RNS adenozin-dezamindz 1/2
AID — Aktivacié-indukalt dezaminaz

AID — Aktivacié-indukalt dezaminaz

AP-1 — Aktivalo fehérje 1

APOBECS3 - Apolipoprotein B mRNS-szerkeszt6
enzim katalitikus polipeptid alegység 3

ATM - Ataxia-telangiectasia mutalt fehérje
BRCA1/BRCA2 — Mellrak 1/2

elFG4 — Eukariota transzlacios iniciacios faktor 4
ESCRT — Endoszémalis valogatd komplex
FANCD?2 - Fanconi anémia D2 fehérje

hA3A - Human APOBEC3A fehérje

hA3B - Human APOBEC3B fehérje

hA3C - Human APOBEC3C fehérje

hA3DE - Human APOBEC3DE kombindlt fehérje
hA3F - Human APOBEC3F fehérje

HERV-K — Human endogén retrovirus-K
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PAB — Poli(A) koto fehérje
citoplazmatikus 1

PARP2 — Poli(ADP-rib6z)-polimeraz 2
piRNS — PIWI fehérjét kotdo RNS
RAG1/RAG2 — Rekombinacid aktivalo
gén 1/2

RISC — RNS-indukalt csendesitd
komplex

RPA — Replikacios fehérje A

SAMHDI1 — SAM ¢és HD domént kot
fehérje

SIRT6/SIRT7 — Szirtuin gén 6/7
TUT4/TUT7 — Termindlis uridil

transzferaz 4/7

hnRNPA1 — Heterogén nukledaris ribonukleoprotein A1l

KPNA — Karioferin alfa

MDAS - Melanoma differenciacié-asszocialt fehérje 5

MEPC?2 - Methyl-CpG-kotd fehérje 2

MOV10 - Moloney leukémia virus 10

NF-kB - Nukledris faktor kappa B

NHEJ — Nem-homolog vég Osszeillesztés

NuRD komplex - Nukleoszémalis és remodeling
deacetilaz komplex

ORF1/ORF2 — Nyitott leolvasasi keret 1/2



2. Osszefoglalas

A rakkutatds egy fontos, innovativ teriiletét képezi a szomatikus LINE-1 (Long
Interspersed Nuclear Element-1) retrotranszpozicios aktivitas vizsgalata, e mobilis genetikai
elemek karcinogenezisben betoltott szerepének feltérképezése. Az emberi genom csaknem
17%-at LINE-1 elemek alkotjak, melyek az egyetlen mindmaig aktiv, autondém transzpozonok
az Orokitdanyagunkban. A mobilis LINE-1 elemek 0©nall6 replikaciora képesek
retrotranszpozicid segitségével, mely soran szekvencidjuk eldszor RNS intermedierré irodik
at, majd err6l cDNS masolat képzddik, amely véletlenszerlien integralodik be egy 1) genomi
pozicidba. A szomatikus sejtek rendelkeznek megfeleld védekezd mechanizmusokkal, melyek
megakadalyozzdk a LINE-1 retrotranszpozonok replikdciojat, azonban patologias
koriilmények kozott a retrotranszpozonok aktivva valnak, ami az j LINE-1 inszerciok
megjelenésén talmenden kiillonbozd genomi atrendezédéseket is okozhat. Mindezek az

indukalt genetikai valtozasok tumorok kialakuldsdhoz vezethetnek.

A LINE-1 retrotranszpozonok abundanciaja és repetitiv természete miatt szamos
technikai kihivas mertil fel a de novo retrotranszpozicios események detektalasa soran. Az
ORFeus tipust riporterek lehetdvé teszik a LINE-1 retrotranszpozicié nyomon kdvetését az
Oket kifejezo sejtekben. Az ORFeus riporterben egy szintetikus LINE-1 elembe olyan modon
épitették be a zold fluoreszcens fehérje (EGFP) kodold szekvenciajat, hogy arrdl csak akkor
képzédik miikodoképes EGFP fehérje, ha lejatszodik a retrotranszpozicid. Azonban egy, az
ORFeus riportert szomatikus sejtjeiben kifejezd egér modellben a EGFP pozitivitas
immunhisztokémiaval (IHC) jelenleg nem vizsgalhato. Egy a GFP kodolo szekvencia 75%-at
reprezentdld nem fluoreszcens csonkolt EGFP polipeptid minden ORFeus riportert kifejezo
sejtben jelen van anélkiil, hogy lejatszodna a retrotranszpozici6. Ezen fragmentumhoz
képesek kotddni a kereskedelmi forgalomban kaphato EGFP antitestek, fals pozitivitast

eredményezve IHC soran.

Kutatdsunk célja volt létrehozni egy olyan masodgeneracios ORFeus riporter
konstrukciot, melyrdl, ha retrotranszpozicidé hianyaban képzddnek is fehérje fragmentumok,
ezek nem tartalmazzak a legtobb EGFP specifikus antitest kotédéséhez sziikséges epitdpot.

Konstrukcionk miikodoképességét in vitro €s in vivo modellben is sikeriilt igazolni.

Huméan (HepG2) hepatocellularis karcinoma sejteket transzfektdlva, aramlasi

citometria segitségével méréseket végezve, nem taldltunk szignifikans kiilonbséget az EGFP
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pozitiv sejtek ardnyaban az eredeti riporter konstrukcioval transzfektalt kontrollhoz képest.
Igy az EGFP szekvenciaban végzett modositasok nem befolyasoltik szamottevden az ORFeus
riporter retrotranszpozicids aktivitdsat. In vivo, szomatikus, majat célzo génbevitel
segitségével allatmodellben is nyomon kovettik az ORFeus riporter miukodését. A
konstrukci6é hidrodinamikai injektalasat kovetéen IHC segitségével monitoroztuk az egerek
majaban a riporter expressziot, amely szintén az elvardsoknak megfeleld szinten kifejezodott,
valamint képesek voltunk a retrotranszpozicion atesett sejtek specifikus detektalasara.

A jovOben masodgeneracios ORFeus riporteriink felhasznalhato egy olyan toxikologiai
eljaras kialakitasara, amellyel a szomatikus LINE-1 aktivitas befolyasolasara képes
gyogyszerek, vegyszerek vagy kornyezeti hatdsok kiszirhetdek lesznek. A LINE-1
retrotranszpozicid igazolt genotoxikus hatdsa miatt kiilondsen fontos feltérképezni ezen

anyagokat.

3.Bevezetés

3.1. Altalédnos bevezetés

Vilagszerte a rdkos megbetegedések jelentik az egyik legsulyosabb egészségiigyi
problémat, melyek a masodik legtobb elhaldlozassal jar6 koros elvaltozasok a sziv-, és
érrendszeri megbetegedések utan [1]. A tumorképzddésre szamos kiilsd és belsé faktor
hatassal lehet. Egyre novekvd veszélyt jelentenek a kornyezetbe kikeriild genotoxikus
anyagok, melyek DNS karosito hatasuk miatt mutaciok felhalmozdodasat indukaljak
szomatikus sejtekben. A genetikai stabilitas felboruldsa koros elvaltozasokhoz és
rosszindulatt sejtburjanzashoz vezet. Ezen anyagok toxikus hatasa kézvetve is érvényesiilhet

olyan endogén genetikai elemek aktivaladsan keresztiil, mint a LINE-1 retrotranszpozonok [2].

A LINE-1 retrotranszpozonok fehérje kodold szekvencidk melyek a human genom
kozel 17%-at alkotjak. Ezen elemek az egyetlen ismert, mindmaig autondm transzpozonok,
melyek 06nalld replikaciora képesek. A retrotranszpozicids mechanizmus lehetévé teszi a
LINE-1 retroelemek mozgésat az oOrokitdanyagunkban. A folyamat soran a genomi
szekvencidjukrdl elészor RNS intermedier iroddik at, melyrdl a citoplazmaban transzlalddik és
ribonukleoprotein (RNP) alakul ki. A sejtmagba visszajutva az RNS intermedierrdl egy cDNS

(komplementer DNS) masolat késziil, mely egy 0j genomi pozicidba integraldodik [3].



A LINE-1 elemek expresszidja €s mozgésa egészséges csira- és szomatikus sejtekben
szigoru cellularis szabalyozas alatt all. A retrotranszpozicidé transzkripcids, poszt-
transzkripcids és integracios fazisai egyarant a sejt altal kontrollaltak [4]. A csirasejtekben és
az embrionalis fejlodés korai szakaszdban megfigyelhetd bizonyos mértékii LINE-1 aktivitas.
A csirasejtekben fenntartott LINE-1 aktivitas (1 LINE-1 ugras / 50-100 ivarsejt) alkalmas az
evolucid sebességének novelésére (pl. exon shuffling altal) [5]. Az ennél joval nagyobb
mértékit LINE-1 aktivitds az embrionalis fejlodés korai szakaszaban fontos szerepet tolthet be
a génexpresszio ¢és az embrio fejlodésének szabalyozasaban. Az egyedfejlodés késobbi
szakaszaiban azonban kiilonb6z6 mechanizmusok révén teljes kontroll ala keriil mikodésiik,

igy egészséges szomatikus sejtekben nem mutathaté ki LINE-1 expresszio [6].

Patologias koriilmények kozott e védelmi rendszerek meghibasodhatnak, melyek a
LINE-1 elemek fokozott aktivitdsit eredményezhetik. A retrotranszpozicids események
hozzajarulnak a genetikai instabilitds novekedéséhez. Maguk az inszerciok géntalmiikddést és
gén funkcio kiesést egyarant okozhatnak, mindememellett a LINE-1 aktivitas epigenetikai
valtozasokat, kromoszoma deléciokat és atrendezodéseket is kivalthat [7]. Ezen mutaciok, ha
a csirasejtekben jatszodnak le, olyan kiilonb6z6 6roklddé genetikai betegségek kialakulasahoz
vezethetnek, mint az A-tipusi hemofilia, Retinitis pigmentosa vagy Duchenne-féle
izomdisztrofia [8]. A LINE-1 fehérjék megnovekedett expresszidja fokozott immunvalaszt
valthat ki a szervezet részérdl, mely kronikus gyulladas és autoimmun betegségek kifejlodését
indukalhatja. Kimutattdk ezen retrotranszpozonok szerepét példaul szisztémas lupusz
eritematozusz (SLE), reumatoid artritisz (RA) vagy szklerdzis multiplex (SM) kialakuldsaban,

melyek a leggyakoribb kronikus autoimmun betegségek [9], [10].

A LINE-1 retrotranszpozonok aktivitasa lehet tumorok képzddésének kozvetlen oka,
kiilonbozd driver mutaciok indukcidja altal. A LINE-1 inszerciok tumor szupresszor gének
kikapcsolasa €s onkogének indukaldsa, és szdmos egyéb komplex mechanizmus révén
szerepet jatszanak a karcinogenezis folyamatdban. Szamos rakos elvaltozas kialakuldsa soran
kimutattdk a szomatikus sejtek fokozott LINE-1 expressziojat, igy példadul a vastag- és
vékonybélrak, nyeldcsd- vagy majtumorok esetében [11], [12]. Egyre tobb kutatas iranyul az
olyan kornyezeti tényezOk, gyodgyszerek, vegyszerek vagy egyéb kemikalidk vizsgalatara,
amelyek pozitivan befolydsoljdk a LINE-1 elemek aktivitdsat. Mivel ezen anyagok
kozvetetten részt vesznek a genomi stabilitds felboruldsaban, igy a karcinogének egy 11j, még

kevéssé ismert csoportjat alkotjak. Tehat a rakkutatds fontos €s nem elhanyagolhato része



ezen faktorok felderitése, melyhez eldszor is sziikséges, hogy a szomatikus LINE-1 aktivitast

vizsgalni tudjuk.
3.2. Irodalmi attekintés

3.2.1. Atranszpozabilis elemek

A human genom csaknem felét ismétlodo szekvenciak alkotjak, melyek jelentds része
mobilis genetikai elemekbdl vagy masnéven transzpozonokbol szarmazik [1]. Ezeket a
szekvenciakat korabban funkcionélkiili, igynevezett ,,junk” DNS-nek tartottdk. Azonban ma
mar fontos szerepet tulajdonitanak nekik példaul a genomi stabilitds ¢€s diverzitas
fenntartasaban és ezaltal az evolucioban [13]. A transzpozonokat eldszor Barbara McClintock
fedezte fel a kukorica kromoszémainak vizsgalata soran [14]. Azota kimutattak jelenlétiiket a
legtdbb prokariota és eukariota organizmus genomjaban. Egyes €é161ények esetében a genom
jelentds részét alkotjak, mint példaul a kukorica genetikai dlloméanyanak koriilbeliil 85%-at
[15]. Ezen genetikai elemek transzpozicié soran képesek valtoztatni a genomi pozicidjukat.
Béar a legtobb transzpozabilis elem az evolucid soran felhalmozott mutdciok és a
gazdaszervezettel vivott fegyverkezési verseny miatt elvesztette mobilizacids képességét [16].
A transzpozonoknak két nagy csoportjat kiilonboztetjiik meg a transzpozicié mechanizmusa

alapjan: a DNS- és a retrotranszpozonokat.

A DNS transzpozon szekvencidkat ITR (invertalt termindlis ismétlddd szekvencia)
régiok hataroljak, melyek a transzpozaz enzim felismerési helyéiil szolgalnak. A transzpozicio
soran eldszor ezekhez a régidkhoz kapcsolodik az enzim, majd egy ,.cut and paste”
mechanizmussal kivagja és egy 0j genomi helyre illeszti a transzpozon szekvenciat [17]. Ezen
transzpozonok a human genom kortilbeliil 3%-at teszik ki, de mara a legtobb emlds allatban
¢s az emberekben is inaktivalodtak. Taldlhatunk azonban példat Un. ,haziasitott”
transzpozonokra, melyek kiilonb6z6 funkciokra tettek szert a fejlodés soran. A gerincesek
adaptiv immunrendszerében taldlhatunk példaul strukturdlis és miikodésbeli hasonldsagokat a
DNS transzpozonok miikddési mechanizmuséval. A limfocitdk érése sordn az immunitdsban
részt vevl gének Osszedllitisa rekombindcioval torténik, melyben a transzpozon eredetii
RAGI/RAG2 endonukleazoknak van szerepe [18]. A széles korti, antigének elleni védelmet a
szomatikus rekombinécio teszi lehetéveé, amely virusokbol és transzpozonokbol fejlédott ki
[19]. Valamint sok genetikai komponens, mint a telomer és centromer régiok, telomerazok,

intronok, nem kédold RNS-ek jelentds része transzpozon eredetre vezethetk vissza [20].
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A retrotranszpozonok ,,copy and paste” mechanizmussal mozognak a genomon beliil.
Ennek sordn szekvencidjuk el6szor RNS intermedierré¢ irédik &t, melyrdl reverz
transzkripcioval DNS masolat képzédik és ez egy Uj genomi lokuszba inszertalédik. A
retrotranszpozonokat LTR és non-LTR elemekre lehet osztani az LTR (hossza terminalis
1smétlédo szekvencia) jelenléte vagy hidnya alapjan. Az LTR retroelemek a human genom
8%-ban vannak jelen, azonban retrotranszpozicidra nem képesek a felhalmozott mutaciok és a
szekvenciajuk csonkoltsdga miatt. Ezen elemek nagyfokt hasonldsdgot mutatnak funkcidjukat
¢s strukturajukat tekintve a retrovirusokkal. Az LTR elemek szintén rendelkeznek példaul a
pol és gag ORF-ekkel (nyitott leolvasasi keret), de nem tartalmazzak az envelope (ENV) gént,
mely lehetové teszi, hogy a retrovirusok a gazda sejtekhez kapcsolodjanak és a sejtekbe
jussanak [21]. Az LTR retrotranszpozonok koz¢é tartoznak példaul az endogén retrovirusok
(ERVek), melyek legismertebb képviseldi a HERV-K virusok. Esetiikben megfigyelhetd intakt

ORF-ek és transzkripcids aktivitds az embriogenezis soran [22].

A legtobb human retrotranszpozon azonban a non-LTR elemek koz¢é tartozik (1. abra).
Ebbe a csoportba a LINE-1, SINE és a SINE-VNTR-Alu (SVA) elemek tartoznak [23]. A
LINE-1-ek a genom 17%-at, mig a SINE elemek a 13%-4t alkotjak [24]. A non-LTR elemek
fehérje kodold génekhez hasonld szekvencidval rendelkeznek, elejiikon egy promoterrel és
végiikon egy poliA szignallal. A SINE ¢és SVA elemek azonban nem autoném
retrotranszpozonok. Transzkripcidjukért az RNS polimeraz III felel és nem kodoljak a
retrotranszpoziciohoz sziikséges reverz transzkriptdz enzimet. Igy mobilizacidjukhoz az
autonom LINE-1 altal kodolt enzim apparatust (ORF2p) hasznaljak fel. Ennek ellenére a
leggyakoribb képviseldjiikk, az Alu elemek fontos szerepet jatszanak kiilonb6zd poszt-
transzkripcids folyamatok soran, mint az alternativ splicing, RNS mddositas és a transzlacid

szabalyozasa [25], [26].

Non-LTR
retrotransposons
L1
Non-
transposable
SVA elements (-55%)

LTR retrotransposons DNA transposons
8.3% 2.8%

1. abra: A transzpozonok eloszlasi ardnya az emberi genomban [24].



3.2.2. ALINE-1 retrotranszpozonok

Bar a human genom tobb millié retrotranszpozon kopiat tartalmaz, a legtdbb
retrotranszpozicios esemény egyediil a LINE-1 elemekhez kothetd. Koriilbeliil 70 millié évvel
ezelott keriiltek az emlésok genomjaba ¢és azota egyiitt fejlodtek veliik megdrizve
mobilizacios képességiiket. A retrotranszpozicidés események kovetkeztében képesek a sajat
szekvencidjukat megsokszorozni a sejt genomjaban és atorokiteni az utod sejtekbe. Ujabb
kutatasok alapjan egyre inkabb terjed az a nézet, miszerint ezen elemek kdlcsondsen eldnyds
kapcsolatban allnak a gazda szervezettel. A LINE-1 elemek fenntartjak a genetikai diverzitast,
igy hozzéjarulnak az adaptiv evolicidhoz [27]. A kiilonbdzd kdrnyezeti valtozdsokhoz valo
alkalmazkodast a pozitiv szelekcio hajtja és a rekombindciobol adodod genomi valtozatossag
az alapja. A transzpozon gazdag régiok a gyorsan valtozé részeivé valnak a genomnak ¢€s igy
hozza jarulhatnak kornyezethez vald gyorsabb alkalmazkodashoz. Azonban a természetes
szelekcio elimindlja azokat a kdros transzpozon inszercidkat, melyek negativ hatassal vannak
a gazda fitneszére [28]. Egy populacion beliil eltérd lehet a transzpozon szekvencidk
expresszios szintje, mely a kiillonbozd leszarmazasi agakban eltérd szabdlyozd és kodolod
szekvenciak kialakuldsat eredményezheti. Ez a jelenség a fenotipusos diverzitds ¢és

fajképzddés alapjaul szolgalhat [29].

A LINE-1 elemek szamos egyéb fontos funkcioval rendelkeznek. A korai
embridgenezis soran a csirasejtekben szerepet jatszanak a génexpresszid szabalyozasaban és
az X kromoszoéma inaktivaldsaban. Ezen kiviil részt vesznek a neurogenezisben is [30], [31],

[32].

A LINE-1 retrotranszpozonok a huméan genom 17%-at alkotjak. Ez mintegy 500000
kopiat jelent a genomban, melyek koziil a legtobb csonkolt és mutalddott a fejlédés soran.
Mindossze koriilbeliil 150 LINE-1 kopia van jelen teljes, retrotranszpozicidora képes
formaban. A LINE-1 elem az egyetlen mindmaig autoném transzpozon [33]. A teljes LINE-1
szekvencia 6000 bazispar hosszu és egy kétiranyu promoterrel kezdddik, mely az 5> UTR
(nem transzlalodo) régioban foglal helyet. Ezt koveti két ORF, az ORF1 és ORF2, majd a 3’
UTR régio, melyet egy poliadenilacios szignal (poliA) zar le (2. abra). Az ORF1 egy 40 kDa
tomegli chaperone aktivitassal rendelkezd fehérjét kodol, mely sziikséges a LINE-1 mRNS
stabilizdlasdhoz. Az ORF2 egy 150 kDa-os endonukleaz és reverz transzkriptdz funkcioval
genomba [34], [35].
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2. abra: A LINE-1 retrotranszpozon felépitése: A szekvencia az S’UTR régioban talalhatd promoter régioval
kezdddik (piros nyil), ezt koveti az ORF1 (narancssarga) és az ORF2 (vilagos kék) fehérjét kodolo szekvencia,
majd a poliA farok (sarga).

3.2.3. A LINE-1 retrotranszpozicio

A LINE-1 retrotranszpozonok ugynevezett target primed reverz transzkripcioval
(TPRT) replikaljak dnmagukat (3. abra) [36]. Ennek soran el6szor egy uj mRNS molekula
expresszalodik, melyet az 5° UTR promoter hajt. A RNS 3° végére az érés soran egy poliA
farok keriil, majd a molekula kilép a sejtmagbol. Az ORF1 és ORF2 fehérjék transzlacidja,
valamint az L1 ribonukleoprotein (RNP) formalodésa a citoplazmaban jatszodik le. Az RNP-
ben az L1 mRNS és az ORF fehérjék Osszekapcsolddnak [37]. Ehhez sziikséges, hogy a
PABPC1 elobb a mRNS poliA farkdhoz kapcsolédjon, ezutdn az LINE-1 RNP passzivan
visszakeriil a nukleuszba a sejtosztodas soran, melyet a sejtmembran struktira ideiglenes
megbomlésa tesz lehetdvé [38]. Egyre tobb kutatdsi eredmény mutat arra, hogy a LINE-1
retrotranszpozicid nem csak o0sztodo sejtekben jatszodhat le, hanem a LINE-1 RNP aktivan is
visszajuthat a sejtmagba [39]. Ebben szerepet jatszhat az ESCRT komplex [40]. Valamint
ORFI1 fehérjéhez kotddo KPNA fehérje csalad tagjai, melyek a sejtmagpdrusokon keresztiil
torténd fehérje transzportban jatszanak szerepet [41]. A sejtmagba jutast kovetden ORF2
fehérje endonukleaz doménje elhasitja a genomi DNS-t a hasitasi helynél, 3> OH-csoportot
hagyva a szal végén. A célszekvencia egy poliT motivumot tartalmaz, mellyel a LINE-1 RNS
poliA farka hibridizalni képes [42]. Az ORF2 reverz transzkriptaz doménje ezt templatként
hasznidlva cDNS madsolatot készit az RNS-rél. Ezt koveti a cDNS masik szdldnak
szintetizalasa és az eltort DNS szal Osszeligalasa, melyben endogén hibajavitd enzimek
vesznek részt. A PARP2 fehérje komplex felismeri a DNS szalon keletkezett hézagot és
kolcsonhat az egyszali DNS torések javitasaért felelos RPA komplexszel. A fehérje
komplexek interakcioja és hibajavitd mechanizmusa az 0Gj LINE-1 kopia DNS-be valo

integralasat eredményezi [43].
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amely kijut a citoplazmaba és hozzakapcsolédik az ORF1 (narancssarga) és ORF2 (kék) fehérjékhez. A 1étrejott
ribonukleoprotein visszajut a sejtmagba, ahol megtorténik a reverz transzkripcid és a cDNS integraldsa egy Uj

genomi poziciodba.

3.2.4. A LINE-1 aktivitast szabalyozo cellularis mechanizmusok
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4. abra: A LINE-1 retrotranszpoziciot szabalyozé intracelluliris mechanizmusok szomatikus sejtekben: a
LINE-1 retrotranszpozicié minden 1épése szabalyozott. A transzkripciot gatolja a DNS metilacio, hiszton fehérje
modositésok és a heterokromatinizéci(') Transzléciés szinten mind a LINE-1 mRNS ORFI és ORF2 fehérje

mechanizmusok altal gatoltak.
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A csiravonalban a Piwi-piRNS génexpressziot szabalyozo ttvonal a LINE-1 elemek
aktivitasat elsddlegesen szabalyozd mechanizmus. Ez megenged egy alacsony LINE-1
aktivitast, ami a legujabb adatok szerint egy Uj retrotranszpozicids eseményt jelent koriilbeliil
60 ivarsejtre nézve. A csirasejtekben a legfontosabb regulator tényezok a piRNS-ek [44]. Ezek
a sejtmagi PIWI fehérjéket a LINE-1 szekvencidkhoz iranyitjak, melyek heterokromatint
képeznek a szekvencian DNS metilaci6 vagy hiszton fehérje modositasok segitségével [45]. A
heterokromatin régioban talalhatd szekvencidk transzkripcios szempontbol inaktivak. A PIWI

fehérjék a citoplazmaban is kifejtik hatasukat, a LINE-1 transzkriptumok szétdarabolésaval.

A LINE-1 elemek szabalyozasaban kiillonb6z6 mechanizmusok vesznek részt melyek a
retrotranszpozicié folyamatanak minden lépése soran mitkddnek (4. dbra). Transzkripcids
szinten fontos szerepet jatszik a DNS metilacio, a hiszton moddositdsok ¢és a
heterokromatinizacio, melyek az egyedfejlddés soran a Piwi-piRNS utvonal csiravonalbeli
aktivitasanak koszonhetéen adodnak tovabb a testi sejtekbe, ahol hatékonyan akadalyozzak a
LINE-1 szekvenciak atirodasat. Poszt-transzkripcios szinten a LINE-1 RNS-t degradalo, az
ORFI1 ¢és ORF2 fehérjék transzlacigjat és a LINE-1 RNP Osszeszerelddését és transzportjat
gatlo faktorok érvényesiilnek. Az integracidos féazisban pedig kiilonb6z6 DNS javitd

mechanizmusok akadalyozzak meg az j LINE-1 kopidk inszerciojat [6].

Az ¢élélények ontogenezise soran megfigyelhetd természetes valtozds a LINE-1
elemek aktivitdsdban [46]. Az embrid fejlodésének korai fazisaiban a LINE-1 elemek
kifejezOdnek, azonban a fejlodés eldrehaladtaval aktivdlodnak a represszald faktorok és
egészséges szomatikus sejtekben a LINE-1 szekvencidk mar inaktiv allapotban vannak.
Egyediil az idegszovet egyes ritka neuron sejtjeiben figyelhetdé meg bizonyos mértekii

retrotranszpozon aktivitas [47].

A legtobb testi (szomatikus) sejtben a genomi integritas megdrzése érdekében a LINE-
1 aktivitas teljes kontroll alatt all. Az embridt alkotd sejtek differencidloddsa soran
bekapcsolnak a szomatikus sejtekben mikodd szabalyoz6 folyamatok. Ekkor rogziilnek a
DNS metilacios és heterokromatin mintazatok, amelyek egész életen at fennmaradnak. Ebben
a sirtuin géncsalad tagjai is szerepet jatszanak. Ezen géneket az élethossz és élettartam
meghatdrozasaval asszocialjak, mert olyan kiillonb6z0 feladatokat latnak el a sejtekben, mint a
DNS hibajavitas, telomer régiok hosszanak szabalyozéasa, gyulladas csokkentd folyamatok
regulacidja, rosszindulati tumorok elleni védelem, sejt osztodas, riboszéma és fehérje
szintézis. A SIRT6 gén feladatai kozé tartozik a LINE-1 elemek szupresszidja, mely két
modon jatszodhat le: vagy a KAP1 fehérje mono-ADP ribozilcidjan keresztiil torténik, mely

13



eredményeként a LINE-1 szekvencia heterokromatinizalédik, vagy a LINE-1 promoter
régiojat metilalo MEPC2 transzkripciés faktoron keresztiil [48]. Ujabb kutatdsok szerint a
SIRT7 gén is hasonld funkcidkat lat el [49]. A sirtuin gének mellett a NuRD multiprotein
komplex is csokkenti a transzpozon szekvenciak hozzaférhetdségét, azaltal, hogy az 5> UTR

régidban talalhatdé promoterhez kotédik, csira €s szomatikus sejtekben egyarant [50].

A transzkripcidt koveto fazisban tobb cellularis mechanizmus hat egyszerre a LINE-1
transzkriptumok ellen. Az egyik legfontosabb az RNS interferencia rendszer. Ebben a mikro-
RNS-128 (miR-128) és a RISC komplexet alkotd Argonaute fehérje (Ago) tolt be fontos
szerepet [S1]. A folyamat tobbféleképpen is lejatszodhat. A miR-128 kdzvetleniil hozza
kapcsolodhat a LINE-1 mRNS ORF2 régiojahoz, amely hatdsara az effektor fehérjék
degradaljadk a transzkriptumot. A mikro-RNS olyan celluldris faktorok miikodését is
akadalyozhatja, amelyek a LINE-1 RNP citoplazmabol sejtmagba vald visszajutdsat segitik.
Ilyen faktor a fehérjék nukleuszba jutdsdban szerepet jatszo transzportin-1 (TNPO1) ¢és a
hnRNPAT1 [52]. Utobbi a mRNS-ek poliA farkdhoz kotédve stabilizalja azokat és a sejtmagba

juttatja Oket a sejtmagporusokon keresztiil [53].

A retroelemek és a virusok k6zos evolucios eredete miatt, a virus fert6zések soran
aktivalodo sejtvalaszok a retrotranszpozonok hataséra is indukélodhatnak. Az interferon (IFN)
szignalizacios utak kiilonbozd virus elleni védekezd mechanizmusokat inditanak be, melyeket
a LINE-1 elemek is képesek stimulalni [54]. Virusfertdzések soran az RNaz L aktivalodik és
elvagja a cellularis és viralis RNS-eket. Az RNaz L a LINE-1 mRNS-eket is degradalja, igy
csokken az ORF1 ¢és ORF2 fehérjék képzddése [55]. A retrotranszpozon mRNS-ek a RIG-1 és
MDAS szenzorokat is stimulaljak, fokozva ezzel az interferon termelést és az immunvalaszt
[56]. Az interferon-1 (IFN1) hat4sara aktivalodé TREX1 antiviralis enzim részt vesz a LINE-
1 ORF1 fehérjék proteoszomakba csomagoldsaban és lebontasdban [57]. A SAM domén és a
SAMHDI fehérje az egyik legismertebb protektiv komponensei a velesziiletett immunitasnak.
Megakadalyozzak a virusok replikaciojat és részt vesznek a retroelemek represszidjaban is
[58]. SAMHDI1 foként a nukleuszban lokalizalédik, ahol az ORF2 szekvenciahoz
expresszidjat [59]. Ujabb kutatasok soran kimutattak, hogy a SAMHDI fehérje a
citoplazmaban is aktiv és hozzdjarul a LINE-1 RNS-ek stressz granulumokba csomagolasédhoz
¢és eliminalashoz [60]. Egy masik antivirdlis faktor a TRIM25a, amely LINE-1 receptorként

miikodve immunvalaszt valt ki az AP-1 és NF-kB faktorok aktivalasan keresztiil [61].
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Az egyik legerdsebb LINE-1 inhibitor a MOV10 helikaz [62] . Ez az enzim egy¢b
antiviralis fehérjékkel komplexet képez ¢és hozza kapcsolodik a LINE-1 mRNS-hez. A
kapcsolodas utan a LINE-1 mRNS stressz granulumokba keriil és degradalodik. A MOV10 a
ribonukleaz H2 (RNaz H2) enzimmel is kapcsolatba Iép, ami megakadalyozza a LINE-1
RNS-DNS heteroduplexek 1étrejottét &s igy a retrotranszpoziciot [63].

Szamos egyéb fehérjérdl is kimutattak, hogy részt vesznek a LINE-1 inhibiciéban. A
TUT7 uridin transzferaz a sejtmagban uridin gyokot kapcsol a LINE-1 mRNS-re és
megakadalyozza a reverz transzkripciot, mig a TUT4 a citoplazmaban destabilizalja az RNS-t
[64]. A GAIT komplex (gamma-interferon-activated inhibitor of the translation complex) a
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transzlaciod inicial6 faktort (e[FG4) [65], [66].

Az APOBEC3 fehérje csalad tagjai voltak az egyik elsoként felfedezett cellularis
faktorok a LINE-1 elemek kontroldlatlan miikodése ellen, melyek kizardlag emberekben
fordulnak eld [67]. A csaladba tartozé legtobb fehérje (hA3A, hA3B, hA3C, hA3F és hA3DE)
rendelkezik LINE-1 gatld aktivitdssal [68]. Az APOBEC3 fehérjék poszt-transzkripcios
szinten hatnak a retrotranszpozonok ellen kétféle mechanizmus révén: dezaminaz-fiiggd vagy
fliggetlen uton. A legaktivabb enzim a hA3A deamindz aktivitassal rendelkezik és uracilra
cseréli le a citozint a LINE-1 cDNS elsd szalan, ami a molekula tovabbi degradacigjat inicalja
[69]. A hA3C és hA3DE dezaminaz-fiiggetlen uton a reverz transzkripcid lejatszodasat
blokkolja azaltal, hogy a LINE-1 RNP-hez és ORF1-hez kotddik a citoplazméban [70].
Evolucidsan jobban konzervalt dezamindz aktivitdssal rendelkezd fehérjék is miitkodnek a
LINE-1 elemek ellen. Ilyen példaul az AID, APOBECI, ADARI és ADAR2 [71], [72].
Erdekesség, hogy a dezaminazok az ADAR enzimek kivételével, alacsony szinten miikddnek

az agyban [73].

A sejt szabalyozé mechanizmusai a LINE-1 retrotranszpozici6 utols6 fazisaban, az 1j
LINE-1 kopiak genomba val6 integralasa soran is miikodnek. Ebben foként az egyszala ¢€s
kétszalu DNS torések javitasdban részt vevo hibajavitdo enzimeknek van fontos szerepe. Az
olyan DNS torések és a nem-homoldg végek Osszekapcsolasaban (NHEJ) szerepet jatszo
faktorok, mint példaul a DNA-PCK protein kindz és XRCC4 hibas miikodése a LINE-1
aktivitas novekedését eredményezi [74]. Az egyszali DNS toréseket javitd rendszer, a NER is
hozz4 jarul a LINE-1 szupresszidhoz azaltal, hogy limitdlja az inszercidkat és a nagy genomi

duplikaciokat az inszercids helyen [75].
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A poszt-replikaciés DNS javitd faktorok szintén hozz4d jarulnak a LINE-I
csendesitéshez. A DNS szal karosodasa esetén az ATM gén aktivalja a CHK2, p53, BRCA1
faktorokat és az MRN komplexet (MREI1, Rad50, and NBS1), melyek részt vesznek a
nukleinsav javitasaban. Az ATM enzim alulmikodése a LINE-1 aktivitds megnovekedését
eredményezi [76], [77]. Az SLX4 megakaddlyozza a LINE-1 terjedését azaltal, hogy
komplexet képez a replikacios villaban a retrotranszpozici6 alatt. A FANCD2 faktor aktivalja
a RADI18 ubikvitin ligazt, amely megakadalyozza a LINE-1 integralodast és az ORF1-hez
kotédve proteoszomak ¢€s stressz granulumok formalddasat indukalja [78]. A BRCAI1
ubikvitin ligaz szintén fontos szerepet jatszik a LINE-1-ek megfékezésében. Gatolja a LINE-1
cDNS replikaciés villdba vald inszercidjat azaltal, hogy serkenti a DNS szilak gyors
bevonasat védd burokkal a kettds-szalu torések helyén. A citoplazmédban a BRCAI

megakadalyozza az ORF2 fehérjék transzlaciojat és a LINE-1 RNP formalodasat [79].

A LINE-1 retrotranszpozonok elleni védelem utolsé fokan a sejt ciklus faktorok
allnak. Az egyik legismertebb tumorszupresszor a p53 transzkripcids faktor, amely a LINE-1
expresszio hatdsara szomatikus sejtekben képes a sejtciklus ledllasat és apoptozist kivaltani,
emellett a sejtmagban a LINE-1 5 UTR promoter régidohoz kapcsolddni és represszalni a
retrotranszpozon transzkripciot. Csirasejtekben a p53 a piRNS szignalizacios Ut aktivalasan
keresztiil is képes hatni a LINE-1 elemekre [80], [81]. Egyéb sejt ciklust szabalyozo
transzkripcids faktorok, mint a p21 és a p27 az ORF2 fehérjéhez kapcsolodva akadalyozzak
az inszertalddast [82]. Ellentmondasos modon a MYC proto-onkogén is képes a LINE-1

represszalasra az 5° UTR régidhoz kotddve [83].

3.2.5.  LINE-1 aktivitast befolyasold tényez6k és a retrotranszpozicio
szerepe a rak kialakulasaban

A LINE-1 retrotranszpozon aktivitds szabalyozisa tehat egy komplex és sok
komponensii folyamat, melynek megfeleld koordinalasa elengedhetetlen az emldsok ¢€s az
ember egészséges fejlodése érdekében. A sejteket szamos kiilsé és belsd hatas érheti é€letiik
soran, melyek felborithatjdk a belsé egyensulyt és megzavarhatjak a LINE-1 elemek ellen

mukodo védelmi rendszereket.

A szomatikus sejtek milkodését befolyasold tényezék megzavarhatjdk a LINE-1
elemek represszalt allapotat. Ezek a hatdsok lehetdve teszik a teljes retrotranszpozicios ciklus

lejtaszodasat, kozvetlentil hatva a LINE-1 elemek expressziojara €s integralodasara. Az
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epigenetikai mintazatokat és a gének expresszios allapotdt endogén €s exogén tényezok
egyarant befolyasoljak. Az egyed élete soran megvaltozhat ezeknek a regulator faktoroknak a
mennyisége ¢és mikodése. A human szervezetben a kor elére haladtaval megnovekszik a
gyulladast indukalé molekulak mennyisége. Egyes interleukinek, példaul az Interleukin-6 (IL-
6) keringésben valdo fokozott jelenlétével parhuzamosan a LINE-1 szekvencidk
hipometilacidjat figyelték meg [84]. A gyulladas hatdsara az oxidativ stressz is novekszik,
szekvenciakrol [85]. Az oregedés soran a SIRT6 deacetilaz mennyisége csokken, amely

szintén fokozza a LINE-1 elemek expressziojat [86].

A LINE-1 elemek aktivitdsat azonban kiilonbozé kornyezeti stresszfaktorok, az
életviteli szokasok és tapanyagbevitel is befolydsolhatjak [87]. Szamos bizonyitottan rakkeltd
anyagrol kimutattdk, hogy epigenetikai vagy egyéb cellularis valtozast indukélva pozitivan
befolyasoljak a LINE-1 elemek aktivitasat. A dohdnyzas, alkohol és narkotikus anyagok
fogyasztasa megvaltoztatja tobbek kozott a metiltranszferaz enzimek mikodését, amely
epimutaciok felhalmozddasat eredményezheti. Kiilonb6zé nehézfémek, példaul az arzén,
kobalt vagy aluminium, valamint az ionizald sugdrzas szintén pozitivan hat a LINE-1
retrotranszpozicids aktivitasra [88]. Human sejtkultiran végzett kisérletek soran a HgS, Cds,

NiO haromszorosara novelték a LINE-1 retrotranszpoziciok szamat [89].

A kontrollalatlan LINE-1 retrotranszpoziciés események nagy mértékben megnovelik
a genomi instabilitast. Aktivitasuk sporadikus rdkos sejtburjanzas kialakulasaért felelds driver
mutaciok 1étrejottét eredményezheti. Az jonnan 1étrejott retrotranszpozon kopidk random
helyekre integralédnak a DNS szalon. Ha a génekben landolnak megvaltoztatjdk a gén
miikodését vagy teljes génfunkcio kiesést okoznak [90]. Szabéalyozd enhanszer, represszor
vagy promoter régiok megzavarasaval fokozzak, vagy csokkentik a génexpressziot. Példaul
proto-onkogének aktivalasaval inicidlhatjak az onkogenezist. Vagy 6k maguk is promoterként
részt vehetnek ezen gének atirdsaban [91]. Tovabba a reguldtor régidk kozelében landolva
atterjesztik a sajat epigenetikai mintdzatukat a szomszédos régidkra, mely géncsendesitést
eredményezhet [92]. Az inszerciok tumorszupresszor géneket is kikapcsolhatnak, melynek

bizonyitott pozitiv hatdsa van a tumorok kialakuldsara [93].

A LINE-1 inszercidk alternativ splincingot ¢és a géntermék moddosulasat is
eredményezik, amennyiben az intronikus régiokat érintik. A hibas transzkriptumok szdmos
genetikai elégtelenség magyardzataul szolgalnak és jelenlétiiket kimutattdk kiilonb6zo

rosszindulati tumorokban [94].
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A LINE-1 ORF2 endonukleaz a retrotranszpozicié integracids fazisdban duplaszalu
DNS torést (DSB) képez véletlenszerli helyeken a DNS szalon [95], [96]. Szomatikus
sejtekben a DSB javitdsa nem-homolog vég illesztéssel (NHEJ), mig csirasejtekben homolog
rekombinacion alapuld hibajavitdé mechanizmussal torténik. Az NHEJ hibajavitds soran
nagyobb eséllyel torténnek mutaciok, igy a szomatikus sejtek jobban ki vannak téve a

genetikai instabilitas veszélyének [97].

A LINE-1 ¢és Alu elemek a huméan genomban fokozzdk a nem allélikus homolog
rekombinacié (NAHR) gyakorisagdt. A NAHR a homoloég rekombinacionak egy olyan
valtozata, amely nagyfoku hasonldsagot mutatd (95%-97%) szekvenciak kozott jatszodik le.
Ismétl6dd szekvencidk, mint a transzpozonok nagymértékben kitettek ennek a jelenségnek
[98]. Ha az osztddas soran tévesen ezek a szekvencidk vesznek részt a rekombinacioban,
kiilonb6zé genomi atrendezddések, mint egész kromoszoma részek duplikacidja vagy
delécidja jon létre [99]. A transzpozonok altal kdzvetitett NAHR kiilonb6z6 tumorszupresszor
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végbélrakra, a BRCA-1 és BRCA-2 génekben mellrdkra jellemzd [100].

3.2.6. Az ORFeus riporter mikodeése

Ahhoz, hogy pontosan megértsiik a LINE-1 elemek genotoxikus hatasat €s a rakos
elvaltozasokban betoltott szerepét fontos, hogy vizsgalni tudjuk aktivitdsukat szomatikus
sejtekben. A szomatikus LINE-1 aktivitas vizsgalatara alkalmas és gyakran hasznalt kisérleti
allatok az egerek (Mus musculus). Az egér genomban a LINE-1 elemek aranya 20%-ra tehetd,
tehat hasonl6an magas, mint a human DNS-ben [101]. Az egér és human sejtekben tovabba a
LINE-1 elemek miikddése és azt regulald alapveté mechanizmusok megegyeznek. Egerekben
is megfigyelhetd példaul a retroelemek minimadlis aktivitasa csira sejtekben, de a szomatikus
sejtekben az emberi szervezethez hasonldan teljesen represszaltak [102]. Az egér sejtekbdl

szarmazd LINE-1 elemek képesek funkciondlni human sejtekben is €s forditva [103].

A de novo retrotranszpoziciok kimutatdsa azonban nehézkes feladat a LINE-1
elemeknek a genomban nagyszamban valo jelenléte miatt. Valamint a kiilonb6zd cellularis
szabalyzd mechanizmusok miatt a LINE-1 retrotranszpozicidés események vizsgalata in vitro
sejtmodellben ¢és in vivo éllatmodellben egyarant problémés feladat. A probléma
kikiiszobolésére és a LINE-1 retrotranszpoziciok sejtekben vald egyszeri kimutatasara és

nyomon kdvetésére hoztak létre az ORFeus riportert. Ez egy magas aktivitasti optimalizalt
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LINE-1 szekvencia, amely az endogén LINE-1 szekvencidkhoz képest az emlds genomokban
legnagyobb mértékben eléforduld és expresszalodd kodonokat tartalmazza. Erre az eredeti

LINE-1 szekvencia transzkripcidja soran bekovetkezd elongécids hiba miatt volt sziikség
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szekvenciat egy intron szakitja meg, melynek transzkripcids iranya viszont megegyezik a
LINE-1 elemével. A mRNS érése soran ennek az intronnak ki kell vagoédnia. Ezt kovetden a
szekvencianak reverz transzkripcion kell atesnie €s be kell integralodnia a genomba ahhoz,
hogy a szensz iranyu EGFP mRNS intron mentes valtozata atirodhasson és funkcionalis
géntermék képzodjon rola. Tehat ahhoz, hogy a sejtben mitkddéképes, zold fluoreszcens jelet
ado EGFP fehérje expresszalodjon le kell jatszodnia a teljes LINE-1 retrotranszpozicios
folyamatnak (5. abra). A retotranszpozicion atesett riporter erds €s tartos EGFP expressziot

mutat az 6t kifejezd sejtekben, amit atorokitenek a leanysejtekbe [104].

Az ORFeus riporternek létezik egy nem-autoném valtozata is, amely nem tartalmazza
az ORF2 fehérjét kodolo szekvenciat. Mivel az ORF2 rendelkezik az endonukleaz és reverz
transzkriptaz funkcidval, enélkiil csak abban az esetben jatszodik le a retrotranszpozicid, ha
rendelkezésre all a sejt altal termelt endogén ORF2 fehérje. Ennek segitségével informaciot

kaphatunk az endogén LINE-1 kopidk expresszios allapotarol.

eredeti ORFreus képia eredeti ORFreus kopia
autoném nem-autonom
[ NORES FORF2 - T gl S50 | OREN T d ERME
intron intron

', transzkripcié

OREINE d | 993 || LYYV
IDRE# WORF2UI T d - 493 | LYYV + An
A

endogén
ORF2 fehérje
reverz transzkripcié

és transzpozicié reverz transzkripcid
és transzpozicio

S

ujonnan létrejott ORFeus kopia Ujonnan létrejétt ORFeus képia

‘ transzkripcié

5. abra: Az autoném és nem-autonom ORFeus riporter miikodése: Az ORFeus riporter egy szintetikus LINE-
1 szekvencia, mely ORF1 (narancssarga), ORF2 (vilagoskék) és EGFP (zold) fehérjéket kodol. A riporter két
promotert (piros nyil) és két poliA szignalt tartalmaz (sarga). Az EGFP szekvenciat egy intron szakitja meg (fekete
nyil). A LINE-1 mRNS transzkripcidja és érése soran az intron kivagddik az EGFP szekvenciabdl. A reverz
transzkripcidt és integracidt kovetden fluoreszcens EGFP expresszalodik. A nem-autoném ORFeus riporter nem
tartalmazza az ORF2 fehérjét kodolod szekvenciat.
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3.2.7.  ALINE-1 aktivitas in vivo vizsgalata és annak nehézségei
szomatikus sejtekben

Az ORFeus riporter lehetové teszi a LINE-1 retrotranszpozicié nyomon kovetését az
Ot kifejezd sejtekben in vitro sejtkultaran végzett kisérletek soran. In vivo alkalmazasa
allatmodellben azonban tovabbi problémakat vet fel. Kézenfekvd lenne transzgenikus
egereket l1étrehozni a vizsgalatokhoz, azonban mivel a LINE-1 retrotranszpozicio aktiv az
ivarsejtekben €s a korai embriogenezis soran a klasszikus csiravonalat célzd génbeviteli
modszerek nem alkalmazhatok. Ebben az esetben az ORFeus riporter korai aktivalodasa miatt
a GFP pozitivitas tovabb 6roklddne az egyedfejlédés soran az dsszes utddsejtbe és az egész
transzgenikus allatot érintené. Igy nem lehetne elkiiloniteni azon sejteket, amelyek a
szomatikus LINE-1 retrotranszpoziciés események kovetkeztében mutatnak EGFP

pozitivitast.

Ezen probléma megoldasara kutatdcsoportunk kidolgozott egy alternativ modszert,
mely alkalmazisa sordn az ORFeus riportert szomatikusan juttatjuk felndtt egerekbe.
Kisérleteink soran az egér ORFeus riporter hasznaljuk (ORFeus-Mm) [105]. Az in vivo
kisérletek soran I. tipusu tirozinémiaban (TT1) szenvedd egerek méajaba juttatjuk az ORFeus
riportert. A transzfekciot hidrodinamikai injektalassal kivitelezziik, mely ideiglenesen
megnoveli a majsejtek membran permeabilitasat [106]. A TT1 egy o6roklodd genetikai
betegség, amely a Fah (Fumaril acetoacetat hidrolaz) hibas miikodésébdl adodik és
majelégtelenséget okoz az érintett egyedekben. Az enzim a tirozin lebontési folyamat utolsé
komponense, amely hibas miikddése a szukcinilaceton ¢és egyéb karos metabolitok
felhalmozodasat eredményezi a majsejtekben [107]. A TT1-ben szenvedd egerek kezelés
hidnyéban 0jsziilott korban elpusztulnak. A TT1 kezelhetd egy nitizinon (NTBC) nevii szerrel,
amely a tirozin lebontdsi kaszkadot a Fah eldtt megszakitja és megakadalyozza a karos
lebomlasi termékek akkumulalodasat [108]. Génkiiitéssel létrehoztunk egy Fah KO (Fah™)
egértorzset, amely a Fah gén masodik exonjatol az 6todikig deléciot hordoz és TT1 fenotipust
mutat (6. abra). A Fah KO egerek m4jsejt alloméanya (mintegy 100 millié hepatocita) a
génterapias kezelést kovetden, a Fah korrigdlt madjsejtekbdl kiinduldé madjgeneracionak

koszonhetden, 2-3 honap elteltével transzgénikus sejtekre cserélhetd.
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6. abra: Az 1. tipusu tirozinémia: A Fah KO egerekben Fah” gén hibas miikddése miatt a tirozin lebontasi
kaszkdd megakad, ami a szukcinilaceton és egyéb karos metabolitok felhalmozodasat eredményezi. Az NTBC
megszakitja a Fah el6tt a folyamatot, igy nem akkumulaldédnak a toxikus anyagok.

Kisérleteink sordn Fah KO egereken végziink transzpozon alapi génterapiat. Az
ORFeus riportert egy olyan plazmidon juttatjuk az egerek majaba, amelyrdl a miikodoképes
Fah terapias gén is ki tud fejezddni. A transzgén hossztavu stabil kifejezéséhez sziikséges,
hogy az expresszids kazettdt a gazdasejt genomjaba integraljuk. A kromoszémalis
géntranszfert Sleeping Beauty (SB) DNS transzpozonok segitségével végezzik. A
transzpozon alapu génbeviteli rendszerek a széles korben hasznalt viralis vektorokkal
ellentétben igen alacsony immunogenicitdst mutatnak [109]. A Fah terapids gén ebben a
rendszerben a majsejtekben pozitiv szelekcids nyomast fejt ki. Azok a hepatocitak, melyek
genomjaba sikeresen integralddott és expresszalodni képes az aktiv Fah gén, osztddni
kezdenek ¢és regeneraljak a majat. A Fah gén kifejezédése teszi lehetdvé az ORFeus riporter

kifejezését is [110].

Brightfield

7. abra: Brightfield és fluoreszcens sztereomikroszkoppal késziilt képek az in vivo génterapiaval kezelt Fah KO
egerek majarol, két honappal az ORFeus riportert hordoz6 plazmid majat célz6 génbevitele utan. A Fah fehérjét
expresszald majsejtek regeneraltdk a majat és a sejtek csaknem 100%-a hordozza az ORFeus riportert. Az
ORFeus transzpozicios eseményeket hordozd majsejtek EGFP pozitivitast mutatnak.

Ha retrotranszpozici6 jatszodik le, az ORFeus riporterrdl kifejezddik az EGFP fehérje
is, igy a repopulélt majszovetben a retrotranszpozicids eseményeket hordoz6 majsejtek EGFP
pozitivitast mutatnak (7. abra). Idedlis esetben az EGFP pozitivitas az ORFeust expresszald
sejtekben immunhisztokémiaval (IHC) vizsgalhato. A sejtekben azonban anélkiil képzédnek
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parcialis EGFP polipeptid fragmentek, hogy lejatszodna a retrotranszpozicio. Az ORFeus
riporterben két ellentétes irdnyt promoter talalhatd. Az egyik a szekvencia elején, a masik
pedig az EGFP mellett. A transzkripcié mindkét promoterrdl megindul, amely két mRNS-t
eredményez. A LINE-1 szekvencidval azonos iranyultsdgban elhelyezkedd intron az elsd
mRNS érése soran kivagodik. A masik esetében az intron megmarad és a transzlacio leallasat
okozza egy benne talalhatd6 STOP kodon miatt. igy err6l a mRNS-rdl részleges, nem
fluoreszkalo EGFP fehérje képzdodik (8. abra). Ezek az EGFP-t kédold szekvencia elsd
exonjarol transzlalodo fehérje darabok immunogén epitopokat hordoznak, melyekhez a
kereskedelmi forgalomban kaphaté EGFP specifikus antitestek kotddni képesek. Ez fals
pozitiv eredményt mutat THC soran. A megfestett metszeteken hattér festddés jelenik meg,
ami miatt a ténylegesen retrotranszpozicids eseményeket hordozo ¢€s teljes fluoreszcens EGFP
fehérjét kifejezd sejtek kvantifikacidja és az eredmények pontos kiértékelése nem lehetséges

(9. abra).

eredeti ORFreus kopia eredeti ORFreus koépia
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Gjonnan létrejott ORFeus koépia Gjonnan létrejott ORFeus kopia

8. abra: Az ORFeus riporter két ellentétes irany promotert tartalmaz (piros nyil), mely kdvetkeztében kettd,
poliA farokkal (sarga) végz6dé mRNS irodik at. A LINE-1 mRNS-bdl az intron szensz iranyultsiga miatt a
mRNS érése soran kivagdédik. Az EGFP mRNS-ben megmarad6 intron egy STOP kodont tartalmaz, mely a
transzlacio leallasat és részleges, nem fluoreszcens EGFP fehérje képzodését okozza.

9. abra: EGFP immunfestése az 1. (A) és 2. (B) specifikus antitesttel a regeneralt majszéveten 3 honappal a
hidrodinamikai injektalast kovetdéen. A parcidlis EGFP fragmentek  miatt nem csak a ténylegesen
retrotranszpozicids eseményeket hordozo €s teljes miikodoképes EGFP-t expresszalo sejtek festddtek.
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4. Célkatlizes

Kutatasunk célja volt megsziintetni az immunhisztokémia soran felmeriilé fals EGFP
pozitivitas és a metszeteken megjelend hattérfestddés problémdjat. Valamint egy olyan
optimalizalt immunhisztokémia alapu eljarast kidolgozni, amely lehetévé teszi a LINE-1
volt egy olyan ujgeneraciés ORFeus konstrukcid tervezése ¢&s létrehozasa, amely
moédositasokat hordoz az EGFP szekvenciaban. igy, ha az EGFP génrél képzddnek is csonkolt
fehérje fragmentek, ezek nem hordozzdk az immunogén epitdopokat, amelyekhez az EGFP
specifikus antitestek kotddni képesek IHC soran. Célul thztik ki a létrehozott
masodgeneracids riporter sejtkultiraban és allatmodellben végzett kisérletekhez alkalmas
plazmidokba klonozasat, valamint miikkodoképességének és retrotranszpozicios aktivitdsanak
vizsgalatat in vitro, szovetkultira esszé segitségével, valamint in vivo, egérmodellen végzett

kisérletek soran

5. Anyag ¢és modszer

5.1. A masodgeneracios ORFeus riporter konstrukcio 1étrehozasa
in vitro és in vivo kisérletekhez

Az in vitro és in vivo kisérletek soran hasznalt masodgeneraciéos ORFeus riportert
hordozo6 plazmid konstrukcidkat klasszikus molekularis klonozési eljaras alapjan készitettiik
el. Az 1) ORFeus riportert tartalmazoé plazmidrol az inszertet kivagtuk és mar korabbi

sejttenyészetben €s allatmodellben végzett kisérletek soran hasznalt vektorokba klonoztuk.
A klonozas soran hasznalt plazmidok:

-1. Inszert: pUCS57 simple mORFeus-del ORF2-EGF P-intron-shifted

-2. In vitro vektor: pUC57 simple-SB-ITRs wt -HADHA-neo-mir-HADHB-MCS for ORFeus
-3. In vivo vektor: pUCS57 simple-PB-ITRs wt-HADHA-mCherry-EF 1 intron-T2A-Fah-
HADHB-MCS mod

Az inszertet és a vektorokat restrikcios endonukledz enzimekkel emésztettiik 37 °C-on
2 oran keresztiil, majd 1%-os agardz gélen futtattuk (110 V, 30 perc). Az izoldtumokat a
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel) kit segitségével nyertiik vissza a
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g¢lbdl, majd T4 ligaz enzimmel Gsszeligaltuk. A ligatumokat DH5-Alfa E. Coli (Escherichia
coli) kompetens baktériumtorzsbe transzformaltuk €s a baktériumokat 37°C-on ndvesztettiik
egy ¢€jszakan keresztiil. A feln6tt baktérium kolonidkat 3 ml LB tapoldatba oltottuk at és a 37
°C -os inkubalast kovetden a plazmid DNS tisztitast a NucleoSpin Plasmid (Macherey-Nagel)
kit segitségével végeztiik el a gyartd utasitdsai szerint. A szovetkultura kisérletekhez a
plazmid DNS-bdl Midiprepet készitettiink. A transzformalt baktérium koldnidkat 100 ml LB
tapoldatban novesztettiik és NucleoBond Xtra Midi Kit (Macherey-Nagel) segitségével
preparaltuk beldliik a plazmid DNS-t. Az in vivo kisérletekhez Endo free Maxiprepet
készitettlink. A kolonidkat 400 ml LB tapoldatba oltottuk €s ndvesztettiik, majd a NucleoBond
Xtra Maxi Plus EF Kit (Macherey-Nagel) segitségével készitettiikk el a Maxiprepet a gyartd
instrukcidi szerint. A klonozas sikerességét restrikciés enzimekkel vald tesztemésztéssel

ellendriztik.

5.1.1. In vitro transzfekcio

A sejtkultara kisérleteket HepG2 (Humdan Hepatocellularis Karcindbma, ATCC)
sejteken végeztik. A sejteket 10% FBS-t (magzati marhaborju szérum, Gibco) és 1%
penicillin-sztreptomicint (P-S; HyClone) tartalmaz6 DMEM (Biosera) tapoldatban neveltiik
37 °C homeérsekletli €s 5% CO2-ot tartalmazé inkubatorban. A transzfekcio elott 4 oraval a
tapoldatot antibiotikum mentesre cseréltiik. A transzfekciot 500 ng ORFeus konstrukcio
plazmiddal és 50 ng hiperaktiv SB transzpozdz helper plazmiddal (SB100x) végeztiik,
FuGENE® HD (Promega) transzfekcids reagens kiséretében a gyartd utmutatdsai alapjan. A
transzfekciobol harom ismétlést készitettiink és az eredeti nem intron-shifted ORFeus
konstrukciot hasznaltuk kontrollként. Ezen kiviil még két mCherry fluoreszcens fehérje
markert tartalmazo plazmiddal transzfektalt kontrollt is készitettiink. Az egyik kontrollhoz SB
transzpozaz helper plazmidot is adtunk. Ez szolgélt a transzfekcié hatékonysaganak
ellendrzésére, valamint az antibiotikum rezisztencia negativ kontrolljaként. A sikeresen
transzfektalt sejteket 800 pg/ml neomicint (G418, Biosera) tartalmazo tépoldatban
szelektaltuk. Az mCherryt hordoz6 plazmid nem tartalmazott neomicin rezisztencia gént, igy
ezek a sejtek a szelekciot kovetden elpusztultak. A sejttenyészetet nyolc hétig tartottuk fent és
minden masodik-harmadik napon passzaltuk Oket. Ennek soran eldszér 10 ml PBS oldattal
(foszfattal pufferolt s6oldat) mostuk dket, majd 1 ml tripszint mértiink hozzajuk és 10 percig
inkubaltuk Oket. A feltripszinezett sejtek nagy részétdl megszabadultunk és a maradékra 10 ml

friss tapoldatot mértiink.
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10. abra: In-vitro transzfekcio és az azt kovetd aramlasi citometria

5.1.2. Aramlasi citometria

A transzfekcidt kovetden négy, hat és nyolc hét utdn aramlasi citometridval mértiik
meg az EGFP pozitiv sejteket (10. abra). A sejteket eldszor 10 ml PBS oldattal mostuk, majd
10 percig 1 ml tripszinben inkubaltuk 37 ©°C-on. Ezutdn 6 ml DMEM tépoldatban
felszuszpendaltuk és 4°C-on 4 percig 1000 rpm-en centrifugaltuk 6ket. A sejtpelletet 5 ml
PBS oldatban reszuszpendaltuk és 70 pum-es szliron atsziirtik. DMEM tapoldatot mértiink
hozzajuk ¢és 1 ml sejtszuszpenziot Eppendorf csébe tettiink. Az aramléasi citometriai
mérésekhez 500 pl sejtszuszpenzidt kevertiink 6ssze 5 pl 1 mg/ml propidium-jodiddal, amely
az elhalt sejtek megfestésére szolgalt. Az EGFP pozitiv sejtek aranyat BD FACSAria™
Fusion Flow Cytometer segitségével mértik meg. Az analizishez a BD FACSDivaTM
software-t hasznéltuk. Az eredményeket Microsoft Excel és R studio segitségével értékeltiik

ki[111].

5.2. Az intron-shifted konstrukcio tesztelése in vivo modellben

5.2.1.  Allatok gondozasa

Az in vivo kisérletekhez felhasznalt egerek a Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpont
Kozponti Allathdzaban voltak tenyésztve és gondozva. Korokozod mentességiik minden
harmadik honapban ellendrizve volt a FELASA iranyelvei szerint. Az egerek 22 °C-on voltak
tartva 12 6réas vilagos/sotét periodusokban. Elelemhez és vizhez folyamatosan hozzafértek. A
Fah KO egerek itatovize 8 mg/l NTBC-t (Nitizinon, Orfadin®) tartalmazott. Minden kisérleti
eljaras az Biologiai Kutatokozpont Allatkisérleti Etikai Bizottsaga (IACUC) altal elfogadott
ftm1(NCOM)Mfec/Biat

protokoll szerint tortént. A kisérletek soran hasznalt egér torzs C57BL/6N-Fa
megtalalhaté6 az EMMA-ban (European Mouse Mutant Archive) a EM:10787 szam alatt.

5.2.2.  Invivo génbevitel
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Az in vivo transzpozon alapu génterapiat 6-8 hetes Fah KO egereken végeztiik el. Az
intron-shifted ORFeus riportert hordozé plazmidot majat célzé hidrodinamikai injektalassal a
farkukon keresztiil juttattuk az egerekbe. Az injektdlas el6tt melegvizben aztattuk az egerek
farkat, a farok erek kitaguldsa érdekében. A transzfekciés reagenst 5-8 perc alatt
fecskendeztiik a lateralis farok véndba. Az olt6 elegy térfogata a testtomeg koriilbeliil 10%-a
volt (ez 2 ml-nek felel meg egy 20 g tomegl allat esetében). A reagens elkészitésé¢hez a
plazmid DNS steril Ringer oldatban (0,9% NaCl, 0,03% KCI, 0,016% CaCl2) volt higitva.
Minden allatba 4 pg hiperaktiv SB transzpozaz helper plazmid (SB100x) ¢és 50 pg ORFeus
riportert hordoz6 plazmid keriilt. A transzfekcidt kdvetden az allatok vizébdl megvondsra

kerilt az NTBC.

5.2.3.  Sztereomikroszkopos makrovizualizacio

Harom hoénappal a transzfekciot kovetden az allatokat elaltattuk, majd a majukat
egészben eltavolitottuk. A majszovet feldolgozasa eldtt az egész szervrdl felvételt készitettiink
fluoreszcens sztereomikroszkoppal, az Olympus SZX12A miiszer hasznélatival. A
mikroszkop 100-W Mercury lampéval és specidlis filterrel volt felszerelve a GFP és az

mCherry fehérjék fluoreszcens jelének detektalasara.

5.2.4. Immunhisztokémia

A szerveket steril PBS oldatban mostuk, majd egy éjszakdn at 4%-os formalinban
fixaltuk. Paraffinba agyazast kovetden 5 um-es metszeteket készitettiink beldlik. A
metszeteket 56°C-on inkubaltuk egy ¢éjszakdn at. Deparaffindlast kovetden, az antigén
feltarast Tris/EDTA pH 9 feltaré oldatban végeztiik 95°C-on 10 percig. 30 perc 5% BSA
pufferben torténd blokkolast kovetden 30 percig inkubaltuk az els6dleges antitesteket 1:500
higitasban. Mésodlagos antitestként a Novolink™ Max Polymer Detection System Kit Anti-
nyul Poly-HRP-IgG-t hasznaltunk 30 perces inkubacidé soran. A reakcidok el6hivasat DAB
(3,3’—diaminobenzidine) kromogén hasznalataval végeztiik. A metszeteket ezt kdvetden
Hematoxilinnel festettiik, dehidraltuk, majd fedtiik. Az alkalmazott elsddleges antitestek a
kovetkezOk voltak: -Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP) antitest, nytl, poliklonalis

(Abbexa, Katalogus szam: abx122699 100 pg)

-Green Fluorescent Protein (EGFP) antitest, nyul, poliklonalis (Sigma, Merck, Katalogus
szam: G1544)
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6. Eredmenyek

6.1. Az intron-shifted ORFeus konstrukcio

Kutatdsunk soran létrehoztuk a masodgeneracios intron-shifted ORFeus riportert az
IHC soran fellépé nem kivanatos antigén-antitest kapcsolddas problémajanak megoldésara.
Az eredeti ORfeus konstrukcid in vivo hasznélata szomatikus egér majsejtekben csonkolt
modositasokat hajtottunk végre az EGFP kodold szekvencidban. Az intront elcsusztattuk az
aminosav sorrend megvaltozasa nélkiil. Az ORFeus riporterben két promoter talalhatd. A
LINE-1 szekvencidhoz képest antiszensz iranyultsagu EGFP az egyik promoter régio mellett
foglal helyet. A riporter miikodése soran az atirds mindkét promoterrdl megindul, amely egy
intron mentes de antiszensz EGFP szekvenciat tartalmazd LINE-1 mRNS és egy intront
visszatartd szensz EGFP mRNS képzddését eredményezi. Utdbbi esetben az EGFP szekvencia
atirasa egy, az intronban talalhat6 STOP kodon miatt az elsé exon végénél ledll. Az intron-
shifted konstrukcid transzlacidja soran egy rovidebb polipeptid képzddik (11. abra). Csak az
EGFP szekvencia eleje fejez0dik ki, amely nem hordozza az antitestek kotddési helyéiil
szolgéaléo immunogén epitopokat. Az intron-shifted konstrukcionak létrehoztuk a nem-autoném

valtozatat is, amely nem tartalmazta az ORF2 fehérjét kodold szekvenciat.

eredeti intron-shifted ORFreus kodpia

autonom

[ JORF1l ORF2 d-49

‘ transzkripcio ‘
Em AAp
[ORF1l ORF2 d49 ‘AAAAAA AAA

'. reverz transzkripcio '

és transzpozicio

E GFP [ zd90 [E80

ujonnan létrejétt intron-shifted ORFeus kdp

11. abra: Az intron-shifted ORFeus riporter: Az EGFP szekvencidban taldlhat6 intron pozicidja modosult,
aminek kovetkeztében a szekvenciardl képzédo parcialis, nem fluoreszcens EGFP fragmentek nem tartalmazzak
az EGFP specifikus antitestek kotédési helyéiil szolgaldo immunogén epitopokat.

27



6.2. Az intron-shifted ORFeus konstrukcio tesztelése in vitro

Az intron-shifted ORFeus riportert tartalmaz6 expresszids kazettdt pUCS7 simple
plazmid MCS (multiple cloning site) helyére klonoztuk Sleeping Beauty (SB) Inverted
Terminal Repeat (ITR) szekvenciak kozé. Az ITR régiok szolgaltak az SB transzpozaz
hasitasi helyéiil a plazmidon, valamint az expresszids kazetta integraldsi helyélil a gazda
genomban. A plazmid gerinc rendelkezett replikdcids origoval és ampicillin rezisztencia
génnel, mely a sikeresen transzformalt E. coli baktérium sejtek szelekcidjara szolgalt.
Antibiotikumot tartalmazo téptalajban csak a plazmidot felvett sejtek tudtak tulélni. Az
expresszios kazetta tartalmazta a humén eredeti HADHA/B kétiranyu promotert, amely
mindkét iranyban ugyanolyan hatékonysaggal hajtotta a transzkripcidt. A mitokondrialis
promoter eredetileg a hidroxiacil-CoA dehidrogenaz haromfunkcids multienzim komplex alfa
(HADHA) és béta (HADHB) alegységének atirdsaért felel [112]. A promoter A oldaldn a
neomicin rezisztencia gén foglalt helyet, amely az expresszios kazettat integralni és kifejezni
képes majtumor sejtek szelekciojahoz volt sziikséges. A gént egy intron szakitotta meg, amely
helyére microRNS szekvencia helyezhetd. Ennek funkcidja kiilonb6zd gének csendesitése
RNS interferencia révén, azonban ez a konstrukcié nem tartalmazott ilyen szekvenciat. A
bipromoéter B oldala felelt az ORFeus riporter atirasaért. A plazmid klénozasat kdvetden az
elkésziilt konstrukcio a kovetkezd nevet kapta: pUCS7 simple-SB ITRs wt-HADHA-neo miR-
HADHB-mORFeus dORF2-EGFP Int Shifted

Az intron-shifted ORFeus riportert hordozé plazmidot human majtumor sejtekbe
juttattuk €s a transzfekcid utan négy, hat €s nyolc héttel aramlési citometridval mértiilk meg a
fluoreszcens jelet ado sejteket. A GFP pozitivitas alapjan a transzfekcio sikeres volt. A sejtek
felvették a plazmidokat és az SB transzpozdz beintegralta az expresszidos kazettat a
genomjukba [113]. A gazdasejtben a retrotranszpozicid le tudott jatszodni, amely
muikodoképes fluoreszcens EGFP fehérje expressziot eredményezett. Az EGFP pozitiv
sejtszam alapjan Osszehasonlitottuk a retrotranszpozicios ratat az intron-shifted és az eredeti
konstrukcioval transzfektalt sejtekben. A hdrom mérés alapjan az EGFP pozitiv sejtszam
aranyok jol osszehasonlithatoak voltak (12. abra). Az intron-shifted konstrukci6 és a kontroll
esetében is hasonld érétkeket kaptunk, az eredmények jol korrelaltak (12. abra). Statisztikai
analizis alapjan (Mann-Whitney-proba, R studid) nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a két

konstrukcioval transzfektalt sejtek retrotranszpozicids ratdjaban (12. abra). Ezek alapjan a
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masodgeneracids ORFeus riporter konstrukciot fel tudtuk hasznalni a tovabbi kisérletek soran

a szomatikus LINE-1 retrotranszpozicios aktivitds mérésére.

A 4. hét 6. hét 8.hét
0,5 0,67 8,63
Eredeti ORF_e'us 31 0,19 12,77
konstrukcio
1,6 0,19 26,73
0,36 0,07 7,22
Intron-shifted
ORFeus 0,3 2.00 e
konstrukcio
8 1,85 0,07 7,32 C

p=013

4.hét 6.hét 8.hét

EGFP pozitiv sejt szazalékok
SRR
GFP Pozitiv sejtek ardnya (
i
&.gz
E

Transzfekcid utdni hetek [ .

=== Eredeti konstrukcid  e=O==Intron-shifted konstrukcié

12. abra: (A) Intron-shifted (piros) és nem intron-shifted (kék) ORFeus konstrukciokkal transzfektalt, EGFP
pozitiv sejtek szazalékos Osszehasonlitasa. A sejtek négy, hat és nyolc hét utan, aramlasi citometriaval lettek
mérve. (B) EGFP pozitiv sejtszazalékok négy, hat és nyolc héttel transzfekcio utan. (C) Az intron-shifted (595)
¢és eredeti (586) ORFeus konstrukcioval transzfektalt EGFP pozitiv majsejtek dsszehasonlitasa négy, hat és nyolc
héttel a transzfekcid utan. Statisztikai analizis (Mann-Whitney-proba, R stidid) alapjan nincs szignifikans
kiilonbség a két konstrukcioval transzfektalt sejtek retrotranszpozicids ratajaban.

6.3. Az intron-shifted ORFeus riporter tesztelése in vivo

Az in vivo intron-shifted ORFeus konstrukcié szintén a pUCS57 szimpla plazmid és az
intron-shifted ORFeus riportert tartalmazd expresszios kazetta felhasznalasaval késziilt el.
Ebben az esetben az expresszios kazetta mCherry fluoreszcens fehérje markert és Fah terapias
gént tartalmazott a HADH promoter A oldalan. Az mCherry szolgalt a konstrukciot felvett
majsejtek szelekcidjara. Az mCherry szekvencia tartalmazott egy intront, mely szintén
microRNS beépitési helyéiil szolgalt, azonban ebbe a konstrukcidba sem épitettiink ilyen
szekvenciat. A klonozast kdvetden a konstrukcid a kovetkezd nevet kapta: pUCS7 simple-PB

ITRs wt-HADHA-mCherry-T2A-Fah-HADHB-mORFeus dORF2-EGFP Int Shifted

Az elkésziilt plazmid konstrukciokkal és az SB transzpozaz helper plazmiddal Fah KO
egereket oltottunk be mdjat célzo hidrodinamikai injektalassal (13. abra). A génbevitelt
kovetden megvontuk az allatoktél a TT1 tiinetek enyhitésére szolgadlo NTBC-t. Azok a

majsejtek, amelyekben a plazmidok felvételre keriiltek és megtortént a géntranszfer, képesek
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voltak a miikodSképes Fah génterméket expresszalni. fgy ezek az allatok nem pusztultak el. A

majsejtek a pozitiv szelekcios nyomas miatt osztodtak €s regeneraltdk a majat.

A transzfekcid utdn hirom honappal az éllatokat feldldoztuk ¢és a majukat
eltavolitottuk tovabbi vizsgalatok céljabol. A repopulalt majszovetbol metszeteket
készitettiink €s immunfestettiik 6ket a korabbi kisérletek soran alkalmazott EGFP specifikus
antitestekkel. Az 0j metszeteken nem tapasztaltunk hattér festodést (14. abra). A parcialis
EGFP polipeptidekhez nem tudtak kotddni az antitestek. Tehat mar csak azok a sejtek
festodtek, amelyek ténylegesen LINE-1 retrotranszpozicids események kovetkeztében

termeltek mitkodéképes fluoreszcens EGFP fehérjét.

(Fah”")

~ —
madositott ORFeus riporter

13 abra: Az ORFeus riporter in-vivo transzfektaldsa majat célzo, hidrodinamikai injektalassal. A kromoszomalis
génatvitel a PiggyBac DNS transzpozon rendszer segitségével torténik. A TT1 gyogyszer megvondsa utan a
majregeneracio6 indul ki a riportert hordozo majsejtekbdl.

A plazmid DNS hidrodinamikai injektdldsa  TT1 gyogyszer megvonasa

14. abra: EGFP immunfestése az Abbexa (A) és a Merck (B) EGFP specifikus antitestekkel a regeneralt
majszoveten 3 honappal az intron-shifted ORFeus konstrukci6 génbevitele utan. A parcialis EGFP fragmenteken
mar nem taldlhatok immunogén epitopok, igy csak a ténylegesen retrotranszpozicios eseményeket hordozo,
teljes EGFP fehérjét expresszald sejtek festédtek. (C) és (D) immunfestett EGFP pozitiv majsejt koloniak

nagyobb nagyitassal.
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7.Megbeszelés

A LINE-1 retrotranszpozonok autonom retrotranszpozicids aktivitasa bizonyitottan
fokozza a genomi instabilitast az Oket kifejezd szomatikus sejtekben. A retrotranszpozonok
genotoxikus hatdsa direkt vagy indirekt modon részt vesz kiilonb6zé tumoros elvaltozasok
kialakuldsdban. Driver mutaciok képzése révén akar kozvetleniil katalizalhatjdk a
karcinogenezis folyamatat, példaul tumor szupresszor gének inaktivaldsaval vagy proto-
onkogének indukalasaval [90]. A LINE-1 elemek szerepe tehat nem elhanyagolhato a
kiilonboz6 rakos megbetegedések vizsgalata és a tumor képzddés okéanak felderitése soran.
Ahhoz, hogy pontos képet kapjunk a karcinogenezis mechanizmusardl elengedhetetlen a
retrotranszpozicidés események nyomon kovetése €s az altaluk okozott genetikai valtozasok

kimutatasa.

Ehhez sziikséges, hogy nyomon tudjuk kdvetni aktivitasukat szomatikus sejtekben. Az
ORFeus riporter lehetdvé teszi a retrotranszpozicidos események kimutatdsat fluoreszcens
fehérje markerek segitségével. Széles korben alkalmazzdk in vitro szovetkultiran végzett
kisérletek soran. A legtobb adatunk a LINE-1 retrotranszpoziciéra vonatkozdan ezekbdl
kisérletekbdl szarmazik. In vitro kisérletek soran legtobbszor tumoros sejtvonalakat
alkalmaznak. A retrotranszpoziciot szabalyzo cellularis folyamatok felderitését célzo
vizsgalatok sordn azonban problémas immortalizalt sejteket haszndlni. Ezekben a sejtekben
mar bizonyos fokig megvaltozott médon mitkddnek e szabalyoz6 rendszerek, igy a sejtek
megengeddbbek a normalistol eltérd folyamatokkal szemben [33]. Ezek a modellek tehat nem

reprezentaljak megfelelden az €16 szervezetekben 1év6 koriilményeket.

Az emberi szervezetben lejatsz6do folyamatok modellezése érdekében fontos, hogy in
vivo korilmények kozott is vizsgalni tudjuk a LINE-1 aktivitast. Erre a célra rendelkezésre
allnak kiilonbozd kisérleti allatok, melyek koziil az egerek a leggyakrabban hasznaltak. Ezek
az allatok viszonylag egyszerlibb koriilmények kozott tarthatok és kevésbé restriktivek a
szabalyok a hasznalatukat illetéen. Fontos megjegyezni, hogy a laboratoriumi koriilmények
kozott tartott egereket mas hatasok érik, mint az embereket koriilvevd valtozatos és komplex
kornyezetben. Az olyan faktorok, mint a stressz, értend és kiilonb6zd korokozokkal szembeni
kitettség mind hatassal vannak az emberi szervezetben lejatszodd folyamatokra, amit
figyelembe kell venni az allatokon végzett kutatdsok soran. Ezen kiviil a faji kiilonbségek

miatt bizonyos fokig korlatozott az egér modellben végzett kisérletek eredményeinek human
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szervezetre torténd direkt extrapoldlhatosdga. Alapvetden azonban a LINE-1 aktivitds és
annak szabalyozasa megegyezik a human és egér szervezetben. Igy jol alkalmazhatok a
szomatikus LINE-1 aktivitas modellezésére, melynek legaltalanosabb modszere transzgenikus
allatok létrehozasa csirasejteket célzd génbevitellel. Az ORFeus riporter csirasejtes
transzgenezis modszerrel torténd hasznalatdt azonban limitdlja a csirasejtekben és a korai
embridban jelenlévé szadmottevd LINE-1 aktivitds. Kutatasaink soran ezért az altalunk
kifejlesztett TT1 egér modell felndtt egyedein végziink géntranszfert majsejteket célozva.
Ebben a modellben a génbevitel soran az ORFeus riportert kifejez6 hepatocitdk pozitiv
szelekcios elonyben vannak a kapcsolt terapids génexpresszio altal, €s beldliik kiindulva az
egerek majanak teljes repopulacidja torténik meg. Ez kozel 100 millié riportert hordozoé sejtet

jelent kisérleti allatonként.

A regeneralt majszovetben az ORFeus riporter retrotranszpoziciés eseményeket
hordoz6 sejtek EGFP pozitivitdst mutatnak. Tobbféle modszert alkalmazhatunk az EGFP
fehérjét expresszalo sejtek vizsgalatara. Sztereomikroszkdppal képesek vagyunk detektalni az
EGFP pozitiv koloniak altal kibocsatott fluoreszcens jelet. Azonban ezzel a modszerrel csak a
m4j felszinén 1évd, korai retrotranszpozicids események vizualizdlhatok. Ezek a korai
események lathaté kolonidkat eredményeznek a madjregeneracido soran lejatszodd szamos
osztodas miatt, de a késdbb lejatszodd LINE-1 retrotranszpoziciés események nem
vizsgalhatok vele, hiszen par sejtes allapotban nem ismerhetd fel egy kolonia ezzel a

modszerrel (15. abra).

r e

késoi

15. abra: A repopulalt majszdvetben a korai és késo retrotranszpozicios események kdvetkeztében EGFP pozitiv
majsejtek.

A majszovet immunfestése lehetdvé teszi az EGFP pozitiv sejtek megjelolését
specifikus antitestekkel. Ezzel a mddszerrel a mdj mélyebb rétegeiben 1évé EGFP fehérjét
expresszaldo majsejt populaciok is megfesthetok és vizsgalhatok. Az eredeti ORFeus riporter

rendszert hasznalva azonban a kereskedelmi forgalomban 1év6 antitestek minden EGFP sejtet
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megfestenek. A metszetek hattér festodése miatt az eredeti ORFeus konstrukcid hasznalata

nem tette lehetdvé az EGFP pozitiv sejtszam pontos meghatarozasat.

Ezért sikeresen létrehoztuk a masodgeneracios intron-shifted ORFeus riportert,
elészor in vitro majtumor sejtvonalon teszteltik. Az EGFP pozitiv sejtek ardnya nem
kiilonbozott szignifikansan az eredeti konstrukcioval transzfektalt sejtekhez képest. Tehat az
EGFP szekvencidban végzett valtoztatdsok nem befolyasoltak szamottevoen az 0j konstrukcio
retrotranszpozicios aktivitasat. Az 1) konstrukcidot ezutdn in vivo egérmodellben is
leteszteltilk. A transzfektalt egerek majabol készitett metszetek festése soran mar nem
tapasztaltunk hattérfestodést. A majsejtekben mar nem expresszalddtak olyan parcialis EGFP
fragmentumok, amelyekhez az antitestek kotddni tudtak volna. Egyértelmiien el tudtuk
kiiloniteni azokat a sejteket, amelyekben lejatszodott a LINE-1 retrotranszpozicio és teljes

EGFP fehérje képzodott.

Masodgeneracids ORFeus riporteriink hasznalataval —sikeriilt 1étrehozni egy
optimalizalt immunhisztokémiai esszét, amely lehetdséget biztosit a szomatikus LINE-1
sejtszamlasashoz fejlesztés alatt all egy Uj bioinformatikai mesterséges intelligencia alapt kép
analizis eljaras is, amellyel képesek lesziink az EGFP pozitiv sejteket egyenként leszdmolni.
Ezen eredmények felhasznaldsdval hosszii tdva célunk kidolgozni egy olyan toxikoldgiai
eljarast, amellyel a szomatikus LINE-1 aktivitdst fokozd anyagok kisziirhetdk lesznek.
Minden olyan anyag, amely LINE-1 aktivitast indukal potencidlis karcinogén lehet. Fontos
tehat kiszlirni a kiilonbozd kornyezeti hatasok, gyogyszerek és kemikalidk lehetséges

retrotranszpozonokon keresztiil érvényesiilé genotoxikus hatasat.

Rendelkezésre 4llnak altaldnosan hasznalt genotoxicitds szilird esszék, amik
alkalmasak ugyan kiilonb6z6 DNS karositdo szerek tesztelésére, de a LINE-1 aktivitasra
gyakorolt hatasuk nem mutathat6 ki veliik. Ezek a mddszerek bar nagy foku érzékenységgel
miukodnek, altalaban nem specifikusak és gyakran csak nagyobb kromoszoma teriiletre
kiterjedd genomi valtozasok vagy egyféle pontmutacié kimutatdsara alkalmasak. Ilyenek
példaul a kiilonb6zd gén mutécios esszék, kromoszoéma aberracids tesztek, mikronukleusz
tesztek vagy az Ames teszt és Comet essz¢ [114], [115], [116]. Fontos tehat egy megfelelden
érzékeny ¢€s specifikus eljards kidolgozasa a szomatikus LINE-1 aktivitast befolyasolo
anyagok vizsgalatara. Ezzel pontosabb képet kaphatunk az emberi szervezetet veszélyeztetd
anyagokrol. Felderithetjiik a kemoterapias kezelések soran vagy a mindennapokban hasznalt
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anyagok még ismeretlen genomi stabilitdsra gyakorolt hatasat. Mindezek ismeretében
optimalizalhatjuk a rosszindulatl rakos elvaltozasok gydgyitasara hasznalt terapias eljarasokat

¢s hatékonyabban el6zhetjiik meg ezen betegségek kialakulasat.
8. Kovetkeztetések

Kutatasunk célja volt a szomatikus LINE-1 aktivitds vizsgalatdhoz és az eredmények
kiértékeléséhez egy optimalis immunhisztokémiai esszével detektallhatdo és kvantifikalhato
méroérendszer 1étrehozésa. Terveztiink egy méasodgeneracios ORFeus riportert, amely lehetové
teszi a LINE-1 retrotranszpoziciés események nyomon kovetését és vizualizalasat
immunfestés segitségével. Az 0j konstrukcid miikodoképességét in vitro €s in vivo modellben
egyarant sikeriilt igazolni. Az immunhisztokémia alapi eljards lehetdséget biztosit a
intelligencia alapu képanalizis eljarast is fejlesztiink. Eredményeink a jovoben
felhasznalhatéak lesznek a LINE-1 aktivitasra pozitivan hatdé anyagok kisziirését célzo
toxikolodgiai eljaras 1étrehozasara. A LINE-1 retrotranszpoziciés események igazolt
genotoxikus hatasa miatt a LINE-1 aktivitast befolyasold kornyezeti hatdsok, vegyszerek és

gyogyszerek potencidlis rakkeltd faktorok lehetnek.
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