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1 Roviditések listaja
AhR - aryl-hidrogén receptor

Alu - Arthrobacter luteus restrikcids
endonukledza

amiR — kis RNS molekulak

ChlIP - kromatin immunprecipitacié
DMSO - Dimethyl Sulfoxide

DNS — dezoxiribonukleinsav

DOPE — 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-
foszfoetanolamin

DSPC - 1,2-disztearoil-sn-glicero-3-
foszfocholin

EGFP/GFP- z6ld fluoreszcens fehérje

EMMA - Eurdpai Egér Mutans Archivum/
European Mouse Mutant Archive

FAH - Fumaril acetoacetat hidrolaz

FICZ - (6-formilindolo[3,2-b]karbazol)
G418 — Neomicin

IHC - Immunhisztokémia

ISG - interferon-stimulalt gének

L1 — LINE-1, Long Interspersed Nuclear
Elements/ HosszU megszakitott nuklearis
elemek

LNP - lipid nanopartikulumok

LTR - hosszu terminalis ismétl6dések

MelQx - (2-amino-3,8-dimetil-imidazo[4,5-
flquinoxalin)

MRNS — messenger/ hirvivé RNS

Nem-LTR - nem rendelkezik hosszu
terminalis ismétlédéssel

NTBC - Orfadin® Nitisinone

ORF — nyilt leolvasasi keret

ORF1p — Nyilt leolvasasi keret 1 fehérje
ORF2p - Nyilt leolvasasi keret 2 fehérje

PCR — Polimeraz Lanc Reakcid

PEG — polietilénglikol

PiRNS - Piwi-interaktalé RNS

RISC - RNS-indukalt csendesitési komplexet
RNApolll - RNS polimeraz Il

RNP — ribonukleoprotein részecske

RNS - ribonukleinsav

SB - Sleeping Beauty, Transzpozon rendszer

SB100 - Hiperaktiv Sleeping Beauty
Transpozaz

SINE - Short Interspersed Nuclear Elements/
Rovid megszakitott nuklearis elemek

siRNS — kis interferald RNS

TPRT - célzott primeres reverz transzkripcié



2 Bevezet6

A rak, mint sulyos egészségligyi probléma, egyre nagyobb figyelmet kap vilagszerte. Az Eurdpai
Unidban és Magyarorszagon is a vezet6 haldlokok kozott szerepel. Ennek hatterében komplex
bioldgiai folyamatok dllnak, amelyek sordn a sejtek genetikai allomanya olyan mértékben
megvaltozik, hogy a sejtek kontrollalatlan szaporoddsra és a kornyezd szévetekbe vald behatolasra

képesek lesznek.[1]

A rdk kialakuldsdanak alapja a sejtek genetikai allomanydban bekodvetkez6 valtozasokban
keresendd. Ezek a valtozasok lehetnek 6roklottek vagy a kornyezeti hatdsok, példaul a dohdnyzas,
a sugarzas vagy bizonyos vegyi anyagok hatdsdra alakulhatnak ki. A legfontosabb genetikai
valtozdsok az onkogének aktivaléddsa és a tumorszupresszor gének inaktivalédasa. Az onkogének
a sejtnovekedést serkentik, mig a tumorszupresszor gének gatoljak. Amikor ezekben a génekben

mutacidk Iépnek fel, a sejtek kontrollalatlan szaporoddsnak indulhatnak.

Az epigenetika is fontos szerepet jatszik a rak kialakuldsaban. Az epigenetikai valtozasok nem a
DNS szekvencidjanak megvdltozasat jelentik, hanem a gének kifejez6dését befolyasold
mechanizmusok valtozasat. llyen példaul a DNS metilacidja, amely egyes gének csendesitéséhez

vezethet.

A rak genetikai alapjainak megértése alapvet§ fontossagu a betegség megel6zésében,
diagnosztizalasdban és kezelésében. A genetikai vizsgdlatok segitségével azonosithaték azok a
személyek, akiknél fokozott a rdk kialakuldsanak kockazata. Emellett a rakos sejtek genetikai
profiljanak ismeretében személyre szabott kezelési tervek allithatok dssze. A célzott terapidknak
kdszonhet6en olyan gyogyszerek fejleszthet6k, amelyek a rdkos sejtek specifikus molekularis

eltéréseit tamadjak meg, igy csokkentve a mellékhatdsokat és novelve a kezelés hatékonysagat.[2]

2.1 Genotoxikus anyagok, tumorgenezis

A genotoxikus anyagok olyan vegylletek, amelyek képesek karositani a sejt genetikai anyagat, a
DNS-t. Ez a kdrosodas kiilonboz6 formdaban jelentkezhet: DNS-szalak torése, bazisparosodasi
hibak, vagy a DNS szerkezetének megvaltozdasa. A genotoxikus hatasok sulyossaga és

kovetkezményei széles skaldn mozoghatnak, a sejthalaltél a rak kialakulasaig.



Ezek az anyagok széles korben elterjedtek a kornyezetiinkben és az iparban. Talalkozhatunk velik
a mindennapi életben is, példaul a dohanyfiistben, bizonyos élelmiszerekben, vagy egyes ipari
anyagokban. A genotoxikus anyagok lehetnek fizikai agensek, mint példaul az ionizald sugdrzas
vagy az ultraibolya sugarzas, kémiai anyagok, mint a benzol vagy a formaldehid, vagy bioldgiai

agensek, mint egyes virusok vagy baktériumok.

A genotoxikus anyagok kiilonb6z6 mechanizmusokkal kdarositjdk a DNS-t. Egyes anyagok
kozvetleniil [épnek kdlcsonhatdsba a DNS-sel, mig masok a szervezetben lebomolva alakitanak ki
karositd anyagokat. A kdrosodas kovetkeztében a sejtek miikodése felborulhat, ami mutacidkhoz,
fejlédési rendellenességekhez, sejthaldlhoz vagy kontrolldlatlan sejtszaporodashoz, azaz rak

kialakuldsdhoz vezethet.[3]

A genotoxikus anyagok az emberre és a kornyezetre egyarant jelentés veszélyt jelentenek. A
genotoxicitas vizsgdlatok és a kockazatbecslés kulcsfontossaguiak a kdros hatasok megel6zésében.

[4]

2.1.1 Genotoxinok mechanizmusanak térképezésére eddig hasznalt modszerek

A genotoxikus anyagok kockazatanak felmérése sordn fokozatosan névekvé komplexitasu bioldgiai
rendszereket alkalmaznak. Az egyszer(ibb, baktériumokon alapuld vizsgalatok utan sejtkultirakon
végzett in vitro tesztek kdvetkeznek. Az in vitro vizsgalatok eredményei alapjan dontés sziilethet
arrél, hogy szikséges-e tovabbi, in vivo allatkisérleteket végezni az anyagok

hatdsmechanizmusdanak teljesebb megértése érdekében.

In vivo teszt,

kromoszéma
sériilések vizsgalata

ragcsaléd

hemopoetikus
sejtekben

Kromoszoma
aberracio teszt
in vitro

Gén mutacio tesztje
baktériumokban
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In Vitro vizsgalatok

In Vivo vizsgdlatok

aberracio teszt

Bakterialis Az egyik leggyakrabban hasznalt Egér- Az  egér  csontvel6jében lévd
tesztek modszer. Bakteridlis torzseket mikronukleusz | vorosvérsejtekben kialakulo
alkalmaznak, amelyek érzékenyek a teszt mikronukleuszok szamat vizsgaljak. A
mutacidkra. Ha a vizsgalt anyag mikronukleuszok a  kromoszéma-
mutagén, akkor képes lesz névelni a torések vagy a nem megfelel§
mutans baktériumok szamat. PI. kromoszéma-eloszlas
Ames-teszt kovetkezményei lehetnek.
Eleszt6 Az élesztd sejtek egyszer(iségik és Egér- Az egér ivarsejtjeiben bekovetkezd
genetikai genetikai manipulalhatosaguk miatt spermatogén kromoszéma elvaltozasokat
tesztek alkalmasak a genotoxikus hatdsok sejtes vizsgaljak.
vizsgalatara. kromoszéma

EmlGssejt-

Egér vagy emberi eredetl

Egér-dominans

Az egér utddai kozott a halalozasi

vizsgalatok

karosodasok kimutatasara.

mutacio sejtvonalakat hasznalnak. Ezek a letalis mutacio | ardnyt vizsgaljak, amely a szil6i

tesztek tesztek lehet6évé teszik a kiilonb6z6 teszt ivarsejtekben bekovetkezett
tipusu DNS-karosodasok kimutatasat. mutdciokra utalhat.

Kromoszoma | A vizsgalt anyag hatasara

aberracio bekovetkez6 kromoszéma

tesztek elvéltozdsokat vizsgaljak.

DNS- A Comet assay egy érzékeny modszer

karosodas a DNS-szalak torésének és egyéb

Tabldzat 1: In vitro és in vivo genotoxicitdsi vizsgdlatok [4]

2.1.2 Genotoxicitasi vizsgalatok korlatai

A genotoxikus vizsgalatok eredményei fontos szerepet jatszanak a vegyi anyagok
kockazatbecslésében. A kapott adatok alapjan meghatarozhatd, hogy egy adott anyag milyen

mértékben jelent veszélyt az emberi egészségre és a kornyezetre. [5]

A genotoxikus anyagok azonositdsara és kockazatbecslésére szolgald vizsgalatok megbizhatdsaga
tobb tényez6t6l figg. Egyrészt, a kiilonb6z6 vizsgalatok érzékenysége és specificitasa eltérd lehet,
igy el6fordulhat, hogy egy adott anyag csak bizonyos vizsgdlatokban mutat pozitiv eredményt.
Masrészt, az allatokon végzett vizsgalatok eredményeit nem mindig lehet egyértelmien az
emberre extrapolalni, mivel az allatok és az emberek anyagcseréje, valamint bioldgiai reakcidi

eltéréek lehetnek. Tovabbi kihivast jelent, hogy a genotoxikus vizsgalatok gyakran koltségesek és
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id8igényesek, ami korlatozhatja azok széles korl alkalmazdasat. A rakkelté anyagok specifikus

mechanizmusuk alapjan torténé besoroldsa szintén kihivast jelent.

A jovébeli irdnyok célja, hogy tulmutassanak az egyszerd allati és sejtmodellek alkalmazasan, és
egy rendszerbioldgiai megkozelités felé haladjanak, amely integrdlja az omikai adatokat, az
emberi specifikus modelleket és a szamitasi eszkdzoket. A kiilonb6zé célokat és végpontokat
tartalmazé tesztrendszerek standardizaldasa elengedhetetlen a genotoxikus vegylletek pontos

azonositasahoz. [3]

2.2 Transzpozonok, retrotranszpozonok

Az emberi genom millidnyi ismétl6d6é szekvencidt rejt magaban, amelyek a teljes genetikai
allomanyunk jelent6s részét teszik ki. A transzpozabilis elemek, vagyis az "ugrdlé gének" a
genomon belil képesek helyet valtoztatni. Ez a mozgds jelent6s hatassal van a genom
szerkezetére és mikodésére, s6t, a genetikai sokféleség kialakuldsaban is fontos szerepet

jatszanak.

A transzpozabilis elemek két f6 csoportba sorolhatdk: DNS transzpozonok és retrotranszpozonok.
A DNS transzpozonok kozvetlenil DNS formdaban mozognak a genomon belil, mig a

retrotranszpozonok egy RNS koztiterméken keresztil masolédnak.[6]

YOVOVGVGOGION INODGVIRVODONL
RNS \ N\ A\ ROV
Uj inszert / Q«L/ Kivagés \J\:
templétja / DNS
N7 TONIZNT/ANT/NTZ INTZNZNY N T N7 N
Masol és beilleszt Kivag és beilleszt
I. osztaly 1. osztaly

2. Abra: Mobilis elemek két fé osztdlyra oszthatdk: I. osztdlyu (mdsol és beilleszt), és a Il. osztdlyu (kivdg és
beilleszt) elemekre, melyek a replikalédo mechanizmusuk alapjan RNS vagy DNS kéztiterméken keresztiil torténik.

[7]



A retrotranszpozonoknak két f6 csoportja van, az LTR (hosszu termindlis ismétl6dések) és Nem-
LTR (nem rendelkezik LTR-rel) tipustak. A nem-LTR retrotranszpozonok kézott a LINE-ok és SINE-

ok a legjelentdsebb csoportok.

A LINE-ok (Long Interspersed Nuclear Elements) olyan autondm elemek, amelyek 6nmagukban
képesek mozogni. Az L1 a legaktivabb LINE az emberi genomban. A SINE-ok (Short Interspersed
Nuclear Elements) nem autondm elemek, a mozgasukhoz LINE-ok altal kddolt fehérjékre van

szlikséglk.[7]

2.3 L1 retrotranszpozonok attekintése

Az emberben jelenleg is aktiv autondm (Onreplikdlé) elemek csalddja a Long Interspersed
Element-1 (LINE-1, vagy L1) néven ismert. Az L1 elemek a nem-LTR retrotranszpozonok
kategéridjaba tartoznak, amelyek RNS intermedieren keresztlil reverz transzkripcidjaval
replikalédnak. Az L1 alacsony szinten expresszalédik az ivarsejtekben, és altaldban elnémul a

szomatikus sejtekben. [8]

Az L1 elemek megkozelit6leg a genom egyhatodat teszik ki. A teljes hosszusagu,
retrotranszpoziciora képes L1-ek hossza ~6 kb, és a kovetkez6 szerkezeti elemekbdl allnak:

e 5'UTR (nemtranszlalédé régid): Ez a régid egy belsé RNS polimeraz Il promotert tartalmaz,
amely a transzkripcidt irdnyitja az elem 5' végét6l. A 5' UTR cisz-hatdsu kot6helyeket is
tartalmaz szamos transzkripcids faktor szamdra. Az 5' UTR vég egy erds antiszensz
promotert (L1 ASP) is tartalmaz. Az L1 ASP-b4l torténd transzkripcié kiméra
transzkriptumokhoz vezethet, amelyek az L1 elemek 5' UTR szakasz egy részét és az L1 5'
végét szegélyez6 genomidlis szekvencidkat tartalmazzak. Feltételezések szerint ezek a
kiméra transzkriptumok vagy a génszabdlyozasban jatszanak szerepet, vagy kett6s szalu
L1 RNS-ek képz6dését segitik el6, amelyek az RNS-interferencia alapud mechanizmusok
révén szabalyozzak az L1 retrotranszpoziciot.[9]

e Két ORF (nyitott leolvasasi keret):

o ORF1: A human ORF1 egy ~40 kDa fehérjét (ORF1p) kddol, amely sziikséges az L1
retrotranszpozicidhoz. Az ORFlp egy amino-termindlis doménnel rendelkezik,

amely lehet6vé teszi az ORFlp trimer képz6dését. A fehérje tartalmaz egy



kozpontilag elhelyezkedé RNS-felismer6é motivumot (leucin-zip (LZ domént)) és
egy bazikus karboxi-termindlis domént (BD). Strukturalis és biokémiai elemzések
arra utalnak, hogy az RNS-felismeré motivum és a karboxi-termindlis domének
kritikus szerepet jatszanak az ORF1p nukleinsavakhoz valé kot6désében. Végiil, az
ORF1p nukleinsav-chaperon aktivitdssal rendelkezik, ami fontos lehet az L1
integraciéjahoz.[9]

o ORF2: Az ORF2 egy ~150 kDa fehérjét (ORF2p) kddol, amely endonukledz és reverz
transzkriptaz aktivitassal rendelkezik, amelyek elengedhetetlenek az L1
retrotranszpozicidhoz. Az ORF2  N-termindlis  apurinikus/apirimidinikus
endonukleazt (APE), egy centralis RT domént és egy C-terminalis cisztein-hisztidin
gazdag domént tartalmaz, amelynek funkcidja nem ismert, de szikséges a
retrotranszpoziciéhoz.[9]

e 3'UTR: Ez a régio egy poli(A) farokkal végzédik.[9]

L1 (H. sapiens)

ORF2 — (A) m—

—— ORF1
LZ BD APE RT

3. Abra: Emberi L1 elemek felépitése[10]

Az L1-ek autondm elemek, vagyis sajat fehérjegépezetet kddolnak a reverz transzkripcidohoz és a
genomba vald beéplléshez. Egy L1 elem mozgasanak |épései, amely az 5' végen csonkolt

inszerciot eredményez:

1. Transzkripcid a sejtmagban és az RNS exportja a sejtplazmaba
2. Transzlacié és ribonukleoprotein (RNP) komplex képz6dése a sejtplazmaban

3. Az RNS reverz transzkripciéja ORF2p altal kozvetitett célzott primeres reverz transzkripcid
(TPRT) révén

4. A kettds szalu inszert felbontasa
Az L1 transzkripciot az RNS polimeraz || (RNApolll) szabalyozza, és a CpG-gazdag belsé promoter
metilaltsagi allapota is befolydsolja. Az ORFlp az L1 RNP komplexek f& alkotéeleme. Ugy

gondoljak, hogy az ORF2p nuklearis importra van sziiksége a sejtmagba vald bejutashoz. Az ORF2p
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endonukleaz aktivitassal rendelkezik, amely hasitja a DNS-t egy inszerciés helyen, és 3'-OH
csoportot hagy maga utdn. Ez viszont primerként szolgadl a reverz transzkripcids reakciéhoz,
amelyet az ORF2p egy kiilonalld6 doménja kozvetit. A koztitermék felbontdsa valdszinlleg a

gazdasejt DNS-javité fehérjéinek bevonasaval torténik. [11]

/ Reinszercid
/Transzkrlpcm *
™ ‘ Reverz

\LINE‘I NS transzkripcio

Sejtmag

Citoplazma

Transzlacio

A ’ ORF1
LINET RNS 3 :

ﬁ’ ORF2

\ @G

‘ M (

| LINET cDNS o
dsRNS :DNS
hibridek

%)
27
e
Intra- és intermolekularis
LINET dsRNS LINE1 RNP
részecskék
formacidja

4. Abra: L1 elemek reinszerciéjanak lépései

2.3.1 Az L1 elemek szabalyozasa csirasejtekben

A csirasejtekben az L1 aktivitas szabdlyozasa kiilonosen fontos, mivel az itt bekdvetkezd L1

inszerciok orokl6dhetnek az utddokban.

A DNS metilacid az egyik f6 epigenetikai szabalyozasi mechanizmus a genomban, amely fontos
szerepet jatszik az L1 elemek elnyomdsaban. Az egerekben a legmagasabb metilacids szintet a
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zigota kialakuldsakor figyelik meg, majd az elsé rovid tava csdkkenés a metilacidés DNS szintben a
8-sejtes embrid stadiumdban kovetkezik be. A preimplantdciés embrié stddiumaban az
egerekben a kilénb6z6 retrotranszpozonok, kiilondsen az L1 magas expresszids szintjét figyelték
meg, amelynek cslcsexpresszidja a 2-sejtes embrid stddiumara esik. A 2-sejtes embrid
stddiumaban a DPPA2 és DPPA4 paralog transzkripcids faktorok stimuldljdk az aktiv L1 csalddok

(LIMd_T és LIMd_A) expresszidjat egerekben.[12]

Az egér him csirasejtekben az L1 elemek elnyomdsanak egyik legjobban tanulmanyozott
mechanizmusa a Piwi-piRNS jeldtviteli utvonal. A piRNS-ek kis, nem kddold RNS-ek, amelyek
specifikusan kotédnek a PIWI fehérjecsalad Argonaute proteinjeihez. A piRNS-PIWI komplex
kozvetlenil kélcsdnhatasba léphet az Ujonnan keletkezett L1 RNS madsolatokkal, és lebontja
azokat. A piRNS-PIWI komplex a DNS metilaciéjat is kivaltja. Az egér embriondlis him
csirasejtekben ez a komplex a Miwi2-piRNS. A piRNS/PIWI jeldtviteli Gtvonal szikséges a
H3K9me3 hiszton repressziv mddositasainak magas szintjének fenntartasdhoz az L1 régidkban. A
piRNS dtvonal szdmos génjének karosoddsa az L1 retrotranszpozonok aktivalédasaval, a

sejtkialakulds karosodasaval és a meddGséggel jar egyiitt.[12]

Az L1 elemek aktivitasanak szabalyozdsaban szamos egyéb tényezd is szerepet jatszik az egér
embrionalis fejl6dése soran. A Tex19.1 faktor, amelynek magas az expresszids szintje az
embrionalis pluripotens sejtekben, a placentdban és a herékben, specifikus az egerekre és a
patkanyokra, és nem talalhaté meg az emberekben. A Tex19.1 kdlcsénhatasba Iéphet az L1-ORF1-
gyel, és stimuldlhatja mind a poliubikvitinilaciét, mind az UBE2A/UBR2 altal kozvetitett

proteaszdma-fliggd L1 degradacidt a placentdban és az embriondlis 8ssejtekben. [12]

2.3.2 Szomatikus L1 események

A szomatikus L1 események az él6 szervezetekben az L1 retrotranszpozonok aktivitasara utalnak
a testi sejtekben. Az L1 elemek autondm mobilis genetikai elemek, amelyek szomatikus
mozaikossagot hozhatnak létre a szervezet kiilénb6z6 szoveteiben. Aktivitasukat szdmos tényez6

szigoruan szabalyozza mind a testi, mind az ivarsejtekben, az ontogenezis minden szakaszaban.
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Bizonyos rendellenes allapotok azonban fokozott L1-expressziéhoz és L1-retrotranszpoziciéhoz
vezethetnek mind az ivarsejtekben, mind a szomatikus sejtekben. Az L1 retrotranszpozonok
jelents szerepet jatszottak az emlés genomok evollciéjdban, mind genom expanziéban, mind
pedig a génkifejez6dés szabalyozdsaban. Az Ll-ek integracidja génekbe szamos betegség

patogenezisében szerepet jatszhat. [8]

Ennek a patoldgids Ll-expresszidnak a potencidlis jelent6sége az utdbbi években egyre
nyilvanvaldbba valt. A szomatikus sejtekben az L1-expresszid aktivalasa kilonféle neuroldgiai
rendellenességekkel, dregedéssel és rakos megbetegedésekkel jar. Jelenleg pontosan még nem

tudjuk, hogy az L1 milyen szerepet jatszik ezekben a rendellenességekben. [7]
Az L1 aktivitdsanak megvaltozasat szdmos betegségben figyelték meg, tobbek kozott:

e Neuropszichiatriai betegségek: pl. skizofrénia, Rett-szindréma, autizmus
e Autoimmun betegségek: pl. idiopatids tidofibrozis

o Rak kiilonb6z6 formai: pl. gyomorrak, holyagrak, tidérak

A megvaltozott L1 aktivitds néhdny patoldgia esetén epigenetikai valtozdsokhoz és a

represszidjukban részt vevs gének hibdihoz kapcsolddik. [12]

Az L1 retrotranszpoziciok normadlis agyi funkcidékban is szerepet jatszhatnak, azonban bizonyos
neuropszicholégiai rendellenességekben, koztliik a Rett-szindromaban, az autizmusban és az
Louis-Bar-szindrémaban (ataxia telangiectasia) fokozott aktivitasuk figyelhet6 meg. Az L1 aktivitds
novekedésének genetikai hatterét leginkabb a Rett-szindréma és a Louis-Bar-szindréma esetében
vizsgaltak, és a MEPC2 illetve az ATM gének mutacidihoz kototték. Ezek a gének az L1 elemek
transzkripciéjat és mobilitasat szabalyozzak. Bar a skizofrénia és a sulyos depresszié esetében is
vannak bizonyitékok az L1 elemek szerepére, az L1 aktivitds valtozdsanak pontos okai és
mechanizmusai tovabbi kutatasokat igényelnek. Az L1 szabdlyozdsanak vizsgalata szomatikus
sejtekben még korai stddiumban van, és tovabbi kutatasok szlikségesek az L1 elemek szerepének

teljesebb megértéséhez kiilonbo6z6 betegségek patogenezisében. [12]
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2.3.3 Szomatikus retrotranszpozicié detektalasara alkalmas modellrendszer

Az L1 retrotranszpozicids aktivitds mérésére transzgenikus egérmodellek alkalmazdsa kihivast
jelent az ORFeus riporter rendszer leszarmazasi nyomonkovet6 jellegének és a velesziiletett és

korai embrionalis L1 aktivitdsnak kdszonhetéen.

Az ORFeus riporter rendszerek, melyek mesterségesen maédositott LINE-1 elemek egy riporter
gént (altaldban EGFP) hordoznak, amelynek expresszidja lehetévé teszi a retrotranszpozicids
események kimutatasat és kvantitativ mérését. Az ORFeus konstrukciokban a riporter gén
altalaban az antiszensz irdnyban helyezkedik el a LINE-1 elem 3'UTR régiojaban, és egy intron
megszakitja. A LINE-1 RNS splicingje és a retrotranszpozicié utan a riporter gén expresszidja jelzi a

sikeres eseményt. [13]

Az ORFeus riporter csiravonal-transzgenikus hasznalata korai riporter aktivalédast okozna, ami
széles korl EGFP expressziéhoz vezetne az egész dllatban, még a teljes kifejlédése el6tt. Ennek
eredményeként a csiravonal-transzgenikus egérmodellek alkalmazasa mérési rendszer

|étrehozasara nem lehetséges.

Ennek a korlatozasnak a leklzdéséhez el6szor egy megbizhatd szomatikus transzgenezis
platformra volt sziikségiink, amely stabil transzgén expressziét biztosit, mikdzben elkerili a
csiravonalba torténd atvitelt. Sikeresen létrehoztunk egy ilyen rendszert az I-es tipusu tirozinémia
egérmodelljének felhasznaldsaval. Ezt a megkozelitést alkalmazva szomatikus L1 riporter
transzgenikus majakat generaltunk egerekben, amelyek lehetévé tették szamunkra, hogy a

kiilonb6z6 kemikalidkat hatékonyan teszteljiik kontrollalt szomatikus kornyezetben.[14]

A Sleeping Beauty (SB) transzpozon rendszer egy rendkiviil hatékony eszkéz a génterapia
terliletén. Ennek a rendszernek készénhetéen géneket lehet stabilan beilleszteni az allati modellek
genomijaba. A jelen tanulmanyban az SB rendszert egy Fah-hianyos egérmodellben alkalmaztuk,

amely az 1-es tipusu tirozinémia human betegségének allatmodellje.[15]

A Fah-hianyos (I. tipusu tirozinémiaban szenvedd) egerek mdjsejtjei nem képesek a Fah enzimet
termelni, ami az aminosav-anyagcsere zavardhoz vezet. A kisérleteink soran NTBC-vel

kompenzaltuk ezt a hianyt a konstrukciénk bejuttatasaig. Kihasznalva ezt a hianyossagot, egy olyan
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stratégiat dolgoztunk ki, amely lehet6vé teszi a génhidnyos sejtek kivalasztasat és szaporitasat. A
Sleeping Beauty DNS transzpozon rendszer lehet6vé teszi a transzgén stabil beillesztését a
kromoszomaba. Az alkalmazott konstrukcidban a beépitett gén mellett egy szelekciés marker gén
(Fah) is talalhato, amelyet egy bidirekcionalis HADHA/B promoter szabalyoz. Ez a promoter

biztositja, hogy mindkét gén egyenld aranyban fejez6djon ki.[14]

A Fah gén expresszidjanak koszonhetéen azok a majsejtek, amelyekbe sikeresen beéplilt a
transzgén, képesek a Fah enzimet termelni és tulélni. A tobbi, Fah-hidnyos sejt elpusztul, igy a
transzgenikus sejtek szelektalédnak. A maj nagyfoku regenerdcios képességének kdszonhetéen
ezek a sejtek képesek repopuldlni az egész mdjat. Az igy létrejott transzgenikus majban a Fah gén

hosszu tdvon is stabilan expresszalddik.[14]

Az altalunk kifejlesztett rendszer szdmos el6nnyel rendelkezik. Az SB transzpozon rendszer
lehetévé teszi a gének hatékony és biztonsagos beillesztését a genomba. A hidrodinamikus
injekcid egy egyszerl és hatékony moddszer a génterapids vektorok bejuttatdasara a majba. A
bidirekciondlis prométer biztositja, hogy a transzgén és a szelekciés marker gén egyenld aranyban
expresszalddjon. Az intronikus amiR elemek pedig lehet6vé teszik, hogy az adott gént célzd

kisRNS-ek ne zavarjak a tobbi gén miikodését.
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5.Abra: Transzpozon alapt génbejuttatds sematikus felépitése[14]
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A transzpozon-alapu technoldgiank egy rendkivil hatékony eszkozt biztosit az egér majsejtjeinek
genetikai médositdsdhoz. A mddszernek koszonhetéen a bejuttatott gének stabilan beéplilnek a
sejt genomjdba, és hosszu tavon nagy mennyiségben termel6dnek a kivant fehérjék. Emellett a
technolégia lehet6vé teszi, hogy kis RNS molekuldk (amiR) segitségével specifikus gének
mUikodését gatoljuk. A mddszer sokoldalusaganak kdszonhetéen szamos kutatdsi kérdésre adhat

valaszt. [14]

2.4 L1 elemek szomatikus miikodésének szabalyozasa

Az L1 elemek retrotranszpozicidja szamos betegség kialakulasaban jatszhat szerepet, ezért fontos
megérteni, hogy milyen mechanizmusok szabalyozzak az L1 elemek aktivitdsat. A szomatikus
sejtekben az L1 elemek altalaban el vannak nyomva, ezt tobb mechanizmus is biztositja. llyenek a

DNS-metilacid, a kromatin szerkezetének megvaltozasa és az RNS-interferencia.

A legtobb normal szomatikus szovetben az L1-et DNS-metilacio és specifikus hisztonmddositasok
represszaljak. Szamos tényez6 ismert, amelyek szabdlyozzak a kromatin hozzaférhet6ségét az L1
régidkban a szomatikus szévetekben, beleértve a MEPC2, KAP2, sirtuineket és a NuRD komplexet.
Az L1 metilacios profiljanak valtozasait gyakran megfigyelik a rak kiilénb6z6 formaiban. Az alkohol,

a dohanyzas és a kabitdszerek megvaltoztathatjak a metilacids profilt és aktivalhatjak az L1-et.[12]

Szamos celluldris tényez6 vesz részt az L1 transzkriptumok poszt-transzkripcids szint(
korlatozdsaban és degradacidjaban. Ezen tényez6k némelyike specifikusan az L1-re hat, példaul az
RNS-interferencia mechanizmusok révén, mig masok hatasa az interferon Aaltal indukalt
védelemhez kapcsolddik, amely a kiilonb06z6 idegen nukleinsavakra és diszpergdlt ismétlédésekre

adott vdlaszként alakul ki. [12]

Az RNS-interferencia, és azon bellil a miR-128 mikroRNS kulcsfontossagu szerepet jatszik a
szomatikus sejtekben taldlhatd L1 retrotranszpozonok aktivitdsanak féken tartdsaban. A miR-128,
az Argonaute (Ago) fehérjével egylittmikodve, egy RNS-indukalt csendesitési komplexet (RISC)

alkot, amely képes specifikusan felismerni és inaktivalni az L1 elemeket.[12]

A miR-128 tobb mechanizmus révén gatolja az L1-ek aktivitasat. Egyrészt, kozvetlenll képes

kotdédni az L1 mRNS-hez, mégpedig az ORF2 régidban, ami az L1 fehérjék egyikét kédolja. Ez a
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kotédés a transzkriptum lebomlasahoz vezet, igy megakaddlyozza az L1 fehérjék szintézisét.
Madsrészt, a miR-128 képes gatolni azokat a sejtfaktorokat, amelyek az L1 RNP-t (ribonukleoprotein
részecskét) a citoplazmdabdl a sejtmagba szallitjdk. Ezek a faktorok kozé tartozik a transzportin-1
(TNPO1) és a hnRNPA1 fehérje. Azaltal, hogy gatolja ezeknek a fehérjéknek a mikodését, a miR-

128 megakaddlyozza, hogy az L1 RNP elérje a sejtmagot, ahol a transzpozicié megtérténne. [12]

Az interferonok kulcsszerepet jatszanak a velesziletett immunvalaszban, és szamos virussal
szemben hatékonyak. Aktivaljak a JAK-STAT jeldtviteli Gtvonalat, ami az interferon-stimulalt gének
(ISG-k) expresszidjanak novekedéséhez vezet. Az I1SG-k kilonb6z6 funkcidkkal rendelkeznek,
beleértve a virusreplikacio gatlasat, a sejtpusztulds indukcidjat és az adaptiv immunvalasz
modulalasat. Szamos ISG-t azonositottak, amelyekrél kimutattdk, hogy gatoljak az L1

retrotranszpoziciot, beleértve a MOV10-et, a ZAP-ot, a SAMHD1-et, és a TRIM25alfat.[12]

A DNS-metilacié sordn metilcsoportok kapcsolddnak a DNS-hez, ami gatolja a gének expresszidjat,
igy az L1 elemek atirasat is. A kromatin szerkezete is befolydsolja az L1 aktivitast: a sdr(, tomor
kromatin struktira megakadalyozza, hogy a transzkripciés faktorok hozzaférjenek az L1

promoteréhez.

Bar az L1 elemek altaldban inaktivak, bizonyos betegségekben, példaul rakban, neurodegenerativ
betegségekben és pszichiatriai rendellenességekben fokozott aktivitdst mutathatnak. Az L1
aktivacidhoz vezet6 tényezb6k kozott szerepel a kdrnyezeti hatasok, példaul az alkohol, a dohanyzas

és a kabitdszerek, valamint bizonyos genetikai mutaciok.[12]

Az L1 elemek szabalyozasanak zavarai szdmos betegség kialakuldsdhoz vezethetnek. Példaul a
rakban az L1 elemek aktivalédasa genom instabilitdshoz és a tumor progressziéjahoz jarulhat
hozza. Neurodegenerativ betegségekben, mint példaul az Alzheimer-kor és a Parkinson-kdr, az L1
elemek aktivalédasa szerepet jatszhat a neuronok pusztulasdban. Az L1 elemek miikodésének

jobb megértése segithet Uj terapiak kifejlesztésében kilonb6z6 betegségek kezelésére.[12]

2.5 L1 retrotranszpoziciok monitorozasara alkalmas esszék
Az L1 retrotranszpozicidk vizsgalatdra szamos maddszer all rendelkezésre. A megfelel6 esszé

kivalasztasa a vizsgalt kérdés jellegétdl és a rendelkezésre all6 eréforrasoktdl fligg. Ezek az esszék
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elengedhetetlenek ahhoz, hogy megértsiik az L1 elemek bioldgiai szerepét és a genom

stabilitdsdra gyakorolt hatasukat.

A PCR-alapu moddszerek gyorsabb és érzékenyebb alternativat kinalnak. A kvantitativ PCR
segitségével mérhetjik az L1 RNS mennyiségét, ami az L1 aktivitds korai jele. A digitalis PCR pedig

pontosan meghatdrozza, hogy hany L1 kdpia talalhaté egy mintdban.[7]

Kozvetett modszerek révén pedig az L1 aktivitas szabalyozasanak mechanizmusait vizsgalhatjuk. A
biszulfit szekvenadlas segitségével megallapithatjuk, hogy az L1 promoter régioi metildltak-e, ami
altalaban gatolja az aktivitast. A kromatin immunprecipitacid (ChlIP) segitségével azonosithatjuk
azokat a fehérjéket, amelyek az L1-hez kot6dnek és szabdlyozzdk annak mikodését. Az RNS
szekvenadlas pedig globalis képet ad az L1 expressziordl kiilonbozé sejttipusokban és kérilmények
kozott. Véglil, a genomszint(i szekvenalds segitségével azonosithatjuk azokat az Uj helyeket, ahova

az L1 elemek beépiiltek.[7]

2.5.1 In vitro esszék

A kutaték kiilonb6z6 human sejtvonalakon (K562, Hela, HelLa-M2) és éleszt6ben (Saccharomyces
cerevisiae) végeztek nagy atereszt6képességli genetikai szliréseket, hogy azonositsak azokat a
géneket, amelyek befolyasoljak az L1 elemek retrotranszpozicidjat. A CRISPR/Cas9 és siRNS
technolégiak segitségével tobb szaz potencialis gazdafaktort azonositottak, amelyeknek egy része

mindkét sejttipusban hasonld hatdst mutatott.

Az eredmények azt sugalljak, hogy az L1 retrotranszpozicié egy komplex folyamat, amely szdmos
sejtbeli faktor kélcsénhatdasanak eredménye. Az azonositott faktorok kdzott szerepelnek az ESCRT
komplex fehérjéi, amelyek fontos szerepet jatszanak a membran vezikuldk képz6désében és a

fehérjék sorrendezésében.[7]
2.5.2 Invivo esszék

Az L1 retrotranszpozicid tanulmanyozasa soran a kutatok eddig elsésorban sejtkultirakon végzett
kisérletekre tamaszkodtak. Ezek a kisérletek értékes informacidkat szolgaltattak az L1-ek

m(ikodésérél, azonban a sejtkultirak nem teljesen tiikrozik az él6 szervezet komplex bioldgiai
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kornyezetét. Ennek kovetkeztében a sejtkultiraban kapott eredményeket nem mindig lehet

egyértelmden altaldnositani az egész szervezetre.[7]

Az L1-ek m(kodése szomatikus és csiravonalbeli sejtekben eltéré lehet. A sejtkulturakban
altaldban gyorsan osztddd sejteket vizsgdlnak, mig a csiravonalbeli sejtekben mas koriilmények

kozott zajlik az L1-ek szaporoddsa.[7]

Az L1-ek mikddésének teljesebb megértéséhez elengedhetetlen az allati szervezeteken végzett
kisérletek. A modellorganizmusok, mint példaul az egerek, lehetévé teszik, hogy az L1l-ek

mUkodését egy Osszetettebb bioldgiai rendszerben tanulmanyozzuk.

Azonban az él6 allatokban a szomatikus L1 aktivitas vizsgdlata szamos kihivdassal jar. A meglévé
egér modellekben nehéz megkiilonboztetni a szomatikus és a korai embriondlis
retrotranszpozicios eseményeket. Emellett a kémiai karcinogénekkel indukdlt tumorigenezis
soran tapasztalt L1 aktivitas inkabb a globdlis genom demetilacié kovetkezménye lehet, mintsem

a tényleges retrotranszpozicié eredménye.[16]

A szomatikus L1 aktivitds pontos vizsgalatahoz szomatikusan transzgenikus egerek kifejlesztése
szlikséges. Egy ilyen modell lehet6vé tenné, hogy az L1-ek mikddését kdzvetlenil az él6 allat
szoveteiben tanulmdanyozzak, és igy pontosabb képet kapjunk arrél, hogy milyen szerepet

jatszanak ezek az elemek a betegségek kialakuldasdban és az evolucidban. [7]

Bar létezik egy egérmodell, amelyet az L1 elemek tanulmanyozdasara fejlesztettek ki, ez a modell
szamos korlattal rendelkezik. Az egerekben az emberi eredeti ORFeus nevi L1 elemet vizsgaltak,
de a kisérletek sordan kapott eredmények értelmezése nehézkesnek bizonyult. A hasznalt
jelolémolekuldk (példaul az EGFP) jelenléte nem mindig jelenti az L1 elem tényleges mozgdsat a

genomban, és a megfigyelt valtozasok oka lehet korabbi fejl6dési esemény is. [16]

Az eddigi eredmények alapjan egyértelm, hogy a szomatikus sejtekben zajlé L1 aktivitas pontos
megértéséhez Uj, specialisan tervezett egérmodellekre van sziikség. Ezek a modellek lehet6vé
tennék, hogy a kutatdk kozvetlenil vizsgaljak az L1 elemek mozgasat és miikodését élé
szervezetekben, és igy pontosabb képet kapjanak errél a komplex biolédgiai folyamatrél.[16][17]
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2.6 Laborunkban hasznalatos in vitro és in vivo technikak

In vitro kisérletek soran a mar kordbban emlitett ORFeus riporterrendszert hasznaljuk, ahol a
riporter gén az L1 nem-kddold régidjaba integralva inaktiv. Sikeres retrotranszpozicié esetén a
riporter gén aktivaldédik, GFP expresszidt eredményezve. A szelekcids marker segitségével 2 hét
G418 (Neomicin) szelekcid utdan minden sejt expresszalta a transzfektdlt konstrukcidt, amely a
Sleeping Beauty SB100 hiperaktiv transzpozaz segitségével stabilan integrdlédott a genomba,
amelyet egy segit6 plazmidként co-transzfektaltunk. [15] Ezek a sejtpopulaciok alkalmasak a
retrotranszpozicids aktivitds valtozasainak megfigyelésére. Ez a rendszer alkalmas lehet kiilénb6z6
anyagok tesztelésére is, viszont érdemes a kisérlettervezés soran az anyagok inhibitor

hatasmechanizmusaira figyelmet forditani.

ORFeus riporter miikddése
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6.Abra: ORFeus riporter miikdése, retrotranszpozicié monitorozdsdra alkalmas sejtek létrehozdsa
Az in vivo kisérletek sordn a mar korabban bemutatott (2.3.3. pont) mddszeriinket alkalmazva
vizsgaljuk a majregeneracidban |évé egereken a tesztanyag hatdsat. A GFP jeloléssel ellatott,
retrotranszpoziciés eseményen atesett koldniak aranyanak elemzésével kovetkeztethetiink a

vizsgalt anyagnak az L1 eseményekre gyakorolt hatasara.
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7. Abra: Anyagok L1 retrotranszpoziciora gyakorolt hatdsdnak tesztelése in vivo

2.7 Lipid nanopartikulumok attekintés

A lipid nanopartikulumok (LNP-k) apré, zsirszer( részecskék, amelyeket gyégyszerek vagy gének
célzott szdllitasara hasznalnak a szervezetben. Kivdléan alkalmazhatok rak, sziv- és érrendszeri
betegségek, neuroldgiai rendellenességek és fert6z6 betegségek kezelésében. Az LNP-k szamos
elénnyel jarnak, mint példaul a fokozott hatékonysag, a csokkent mellékhatasok és a széleskord
alkalmazhatésag. Azonban még megoldandé feladatok is vannak, mint a stabilitas és a
szervezetben vald viselkedésiik pontos megértése. Az LNP-k igéretes jov6t tartogatnak az

orvostudomdnyban, Uj lehet6ségeket nyitva a betegségek diagnosztikajaban és kezelésében.[18]

2.8 mRNS LNP-k attekintése

Az mRNS terdpias potencialt mutatott szdmos alkalmazasban, beleértve a virusvakcinakat, a
fehérjepotld terapidkat, a rak immunterdpidkat, a sejtek atprogramozasat és a genom
szerkesztését. A terdpias hatdsok elérése érdekében az mRNS molekuldknak el kell érnilik a
specifikus célsejteket, és elegendd fehérjét kell termelnitik. Az LNP-k sikeresen befutottak a
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klinikai alkalmazasban, miszerint a kis molekuldk, siRNS gydgyszerek és mRNS szallitasara igen
alkalmasak a szervezetben. Két engedélyezett COVID-19 vakcina, az mRNA-1273 és a BNT162b,

LNP-ket hasznal az antigén mRNS szallitdsara.[19]

2.8.1 Felépitésiik

Az mRNS LNP-k jellemzéen négy f6 lipidkomponenst tartalmaznak: ionizalhaté lipidet, PEG-
lipidet, koleszterint és helper-lipidet (példaul foszfolipidet). Ezek a komponensek egyittesen
biztositjdk az mRNS hatékony bejuttatdsat a sejtekbe.

Az ionizalhatd lipid kulcsfontossagu szerepet jatszik az mRNS kapszuldzasaban és az endoszédmadlis
menekilésben. Fizioldgias pH-n semleges, de alacsony pH-értéken, példdul az endoszémakban,
protonalddik, és pozitiv toltést kap. Ez lehet6vé teszi az mRNS negativ toltésd foszfatcsoportjaival
vald elektrosztatikus kolcsonhatast, ami az mRNS becsomagolasateredményezi az LNP-be. Az
endoszomadkban a pozitiv toltésd ionizalhatd lipid destabilizalja az endoszémalis membrant,
el6segitve az mRNS kijutdsat a citoplazmaba, ahol a transzlacié megtorténik.

A szdmos ionizdlhaté lipid van hasznalatban, melyeket mRNS szallitdsara haszndlnak, beleértve a
DLin-DMA-t, DLin-KC2-DMA-t, DLin-MC3-DMA-t (MC3), L319-et, Lipid 5-6t, Lipid H-t (SM-102) és
az ALC-0315-6t. Az SM-102 és az ALC-0315 az ionizalhat6 lipid komponensek az mRNA-1273 és a
BNT162b COVID-19 vakcinakban.

A PEG-lipid segit megvédeni az LNP-t az immunrendszer altali felismeréstdl és eltavolitastol. A
PEG (polietilénglikol) egy hidrofil polimer, amely az LNP felszinéhez kotédik, és sterikus védelmet
nyujt. Ez csokkenti az LNP kolcsonhatasat az immunsejtekkel és a vérfehérjékkel,
meghosszabbitva a keringési idejét a véraramban.

A PEG-lipidek aranya és tulajdonsagai befolydsoljak az LNP méretét, zeta potencialjat, stabilitasat,
keringési idejét és eloszlasat. A forrdsok a PEG2000-DMG-t és a PEG2000-DSG-t emlitik példaként
a semleges PEG-lipidekre.

A koleszterin stabilizalja a lipid kett6s réteget. A koleszterin merev szerkezete noveli az LNP
stabilitdsat és csokkenti a permeabilitasat. Ez segit megvédeni az mRNS-t a degradaciétdél és

meghosszabbitja az LNP élettartamat.
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A koleszterinszarmazékok befolydsolhatjak az LNP alakjat, és fokozhatjdk az intracellularis
szallitast. Példaul a koleszteril-oleatot tartalmazd LNP-k nagyobb szelektivitast mutatnak a maj
endotélsejtjeire, mint a hepatocitakra.

A helper-lipid, példaul a foszfolipid, el6segiti az LNP-k képz6dését. A helper-lipidek segitenek a
lipidkomponensek megfelel§ aranyban torténd Osszekeverésében és az LNP szerkezetének
stabilizalasaban.

A kutatdék a DSPC-t (1,2-disztearoil-sn-glicero-3-foszfocholin) és a DOPE-t (1,2-dioleoil-sn-glicero-
3-foszfoetanolamin) emlitik példaként a foszfolipid helper-lipidekre. A DSPC telitett
zsirsavlancokkal rendelkezik, és stabil lamellaris fazist képez, mig a DOPE telitetlen

zsirsavlancokkal rendelkezik, és elGsegiti az endoszémalis menekiilést.[19]
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8. Abra: Lipid nanopartikulumok felépitése

2.8.2 Miikodési elviik

Y a L

kell lekGizdeniiik a szervezetben, hogy hatékonyan juttassdk el az mRNS-t a célsejtekbe. Ezek az
akadalyok kozé tartozik a nukledzok altali lebontas, azimmunrendszer felismerése és eltavolitasa,
a vese altali sz(irés, a célsejtek elérése és a sejten belili endoszémabdl vald kiszabadulas. Az LNP-
k specialis felépitésiiknek koszonhet6en képesek védeni az mRNS-t, elkeriilni azimmunrendszert,
és bejutni a sejtekbe, ahol az mRNS-t a sejt fehérjékké tudja forditani. Az LNP-k fejlesztése

kulcsfontossagu a hatékony mRNS alapu terapidk kifejlesztéséhez. [19]
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2.8.3 ALC-0315 mRNS-LNP

Az ALC-0315 egy zsirszerl anyag, egy ugynevezett szintetikus lipid, amelyet a Pfizer/BioNTech
COVID-19 vakcindban haszndlnak. Ennek az anyagnak kulcsfontossagu szerepe van abban, hogy
az mRNS molekuldkat, amelyek a vakcina hatdanyagai, biztonsagosan és hatékonyan eljuttassak
a szervezet sejtjeibe. Ez az anyag stabilizalja az mRNS-t tartalmazd lipid nanorészecskéket, segiti
azok bejutasat a sejtekbe és kijutdsat az endoszoémakbdl, hogy a sejt a benne kdodolt fehérjét
el6allithassa. Az ALC-0315-6t mds, hasonld funkcidju lipiddel, példaul az SM-102-vel (amelyet a
Moderna vakcindban hasznalnak) is 6sszehasonlitottak. Az eredmények alapjan az SM-102
hatékonyabb lehet az mRNS sejtekbe juttatasaban és az immunrendszer aktivalasaban. Azonban
az ALC-0315 is hatékony, és szamos el6nye van, példaul a stabilitdsa és a konny( el6allithatdsaga.
A kutaték folyamatosan vizsgdljdk az ALC-0315 tulajdonsagait, hogy még fejlettebb vakcinakat
fejlesszenek ki. [20][21][22]
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9. Abra: ALC-0315 molekula szerkezete[23]
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3  Célkittizés

F6 célkitlizés:

Egy olyan Uj toxikoldgiai vizsgalati mddszert szeretnénk kidolgozni, amely a szomatikus L1
retrotranszpozicidt biomarkerként hasznalva képes azonositani azokat a vegyi anyagokat, amelyek

a rak kialakuldsahoz vezethetnek. Ez a mddszer jelentls el6relépést jelenthet a rakmegel6zés

teriiletén.
Konkrét részcélok:

1, A kutatécsoportunk altal kifejlesztett szomatikus transzgenikus egérmodell és az ORFeus
L1 riporter rendszer felhasznaldsdval kiilonbdz6 vegylletek L1 retrotranszpozicidra gyakorolt

hatasanak vizsgalata.

2, A szomatikus transzgenezis rendszer hatékonysagdnak novelése, és a szérds csokkentése
érdekében egy Uj, nukleozid médositott mRNS-LNP technoldgia bevezetése és az ezzel bejuttatott

mCherry fehérje expresszidjanak vizsgalata az egér kiilénb6z6 szervrendszereiben.
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4 Anyagok és modszerek

4.1 Allatok gondozasa és tartasa

Az egereket a Szegedi Bioldgiai Kutatékézpont Kézponti Allathazaban tenyésztettiik és tartottuk.
A kérokozomentes allapotukat haromhavonta ellendriztiik a FELASA irdanyelveknek megfelel6en
[24]. Az egereket 12 6ras fény-sotét ciklusban, 22 °C h6mérsékleten tartottuk, tetszés szerinti
mennyiségl vizzel és standard ragcsalé tappal elldtva. Minden kisérleti eljardst a Bioldgiai
Kutatokdzpont Allatgondozasi és Hasznalati Bizottsaga altal jovahagyott protokolloknak

megfelelGen végeztiink. Etikai engedélyszam: XVI./801/2018.

A vizsgalatban hasznalt Fah mutans tdrzs, a C57BL/6N-Fahtm1NCOMMege/Biat 37 Fyrépai Egér Mutans
Archivumban (EMMA) EM:10787 kédszamon van nyilvantartva. A Fah”~ egerek Orfadin®
(Nitisinone, NTBC) oldatot kaptak 8 mg/I koncentracidban az ivévizilkben. Az NTBC adagolast a
hidrodinamikai injekcié utan azonnal ledllitottuk. A vad tipusi C57BL/6NTac egereket a Taconic

Biosciences-tol vasaroltuk.

4.2 L1 monitorozasara tervezett ORFeus riporter
Az altalunk kidolgozott szomatikusan transzgenikus egérmodellt és az ORFeus L1 riporter rendszer

kombinaciodjat hasznaltuk a szomatikus L1 aktivitds méréséhez

4.3 A plazmidok el6készitése és hidrodinamikai farokvéna injektalas

A plazmidok el6készitését Macherey-Nagel NucleoBond Xtra Maxi Plus EF Kit segitségével
végeztiik, a gyartdi utasitdsoknak megfelelGen. A tisztitott plazmidokat steril Ringer(0,9% NaCl;
0,03% KClI; 0,016% CaCl;) oldatban higitottuk. Az allatkisérletekhez 6-8 hetes egereket
hasznaltunk. Az injekcid el6tt az egerek farkat meleg vizben aztattuk a vénak kitagitasa céljabal.
Az allatok testtomegének 10%-aval egyenld térfogatu plazmid oldatot adtunk be 5-8 masodperc
alatt az oldalsd farokvénaba, hogy hidrodinamikus hatast érjlink el. Az egyes injekcidk 4 pg
transzpozaz segité plazmidot (SB100 vagy hyPBase) és 50 ug transzpozont tartalmazé plazmidot

tartalmaztak.[25][26]

4.4 A retrotranszpoziciét feltehetéen indukalé vegyiiletek adagolasa
A mar hidrodinamikailag beoltott és NTBC-t nem kapd allatoknak elkezdtiik adagolni a kivalasztott

kemikalidkat 3 hdnapon keresztil a tablazatban feltiintetett informacidk szerint. A
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kontrollcsoportba tartozd egerek ugyanannyi mennyiségli hordozéanyagot kaptak, mint a

kezeltek.

Vegyiilet Vivoanyag| Dozis Bejuttatasi mod Gyakorisdg |Hivatkozasok
/hét

Efavirenz DMSO 10 Intraperitonealis 2X [27]

(MedChemExpress) mg/kg [injektalas

MelQX DMSO 5mg/kg |Intraperitonealis 2X [28][29]

(Abcam) injektalas

FICZ Kukorica [5mg/kg |Intraperitonealis 2X [30]

(MedChemExpress) olaj injektalas

Tabldzat 2: Kezelés sordn haszndlt anyagok
4.5 Sztereomikroszképos képalkotas
Az egész egér majrol Olympus SZX12 fluoreszcens sztereomikroszképpal készitettliink képeket. A
mikroszkdp 100 W-os higanylampaval és specidlis szlir6készletekkel volt felszerelve a GFP és

mCherry fluoreszcencia szelektiv gerjesztéséhez és emisszidjahoz.
4.6 A szomatikus L1 retrotranszpozicids aktivitas mérése in vivo

A 3 hdnapos kezelési idGszakot kdvetSen az egereket altatasban részesitettiik. A maj felszinén
lév6 EGFP pozitiv hepatocita koldnidkat fluoreszcens sztereomikroszkdpia segitségével

megszamoltuk mind a kezelt, mind a kezeletlen allatoknal.

4.7 Létrehozott Lipid Nanopartikulum

A HUN-REN Szegedi Bioldgiai Kutatdékdzpontban taldlhaté Biotechnolégiai Nemzeti
Laboratdriumban az altalunk klénozott mCherry régiot tartozé mRNS-t ALC-0315 tipusu LNP-be
burkoltak.

4.8 Az mRNS-LNP bejuttatasa, kimutatasa
A létrehozott konstrukciét 10 pl térfogatban 300 ul 1x foszfattal pufferolt séoldatban (DPBS)

oldottuk fel. Az igy kapott oldatot C57BL/6 torzsd, vad tipusu egerek farokvénajaba injektaltuk. A
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kisérleti csoportban 4 allat (3 néstény, 1 him) volt, mig a kontroll csoportban 1 nGstény allatot

alkalmaztunk.

24 érdval az injekcid beadasa utan az allatokat eutanizaltuk, majd az aldbbi szerveket tavolitottuk
el: agy, szegycsont, sziv, tidG, gyomor, lép, maj, comb izomszdvete, petefészek (nGstényeknél) és
here (himnél). A szerv-, és szévetmintakat 4% formalinban fixaltuk, majd paraffinba agyaztuk, és
5 um vastag metszeteket készitettiink. Az immunhisztokémiai protokollunk soran az alabbiakat

alkalmaztuk:

e DAKO Target Retrieval Solution pH9 50x higitasban

e ElsGédleges antitestként nyul poliklonalis anti-mCherry (GeneTex, GTX128508) 1:500
higitasban,

e Masodlagos antitestként Novolink antinyul polimert (Leica, Novolink Polymer Detection
Systems) hasznaltunk 30 percig.

e ElShivashoz EnVision FLEX DAB+ Substrate Chromogen System-et (Dako Omnis, GV825)
hasznaltunk.

e A sejtmagokat hematoxylin-nek festettiik meg 5 perc alatt.

e Fedés utan Panoramic Digital Slide Scanner (3D Histech) rendszerrel szkenneltlik be a

metszeteket.
4.9 Adatok statisztikai kiértékelése, és vizualizacidja

A R és a GraphPad Prism (8.4.3. Windows verzid) szoftvereket haszndltuk az adatok
vizualizaldsdra. A statisztikai elemzéseket Fisher-féle exakt teszttel és Pearson-féle khi-
négyzet probaval végeztik. A statisztikai szignifikancidat p<0,05-6s szignifikanciaszinten

allapitottuk meg.
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5 Eredmények

5.1 A kemikaliakkal térténd kezelések eredményei

Az Efavirenz egy nem-nukleozid reverz transzkriptaz gatlé (NNRTI), ami egy specidlis tipusu
antiretroviralis gydgyszer. Ez azt jelenti, hogy a HIV virus szaporoddsat gatolja, igy segit a fertGzés

kezelésében. Reverz transzkriptaz inhibitor tulajdonsaga miatt valasztottuk tesztelésre. [31]

A MelQx (2-amino-3,8-dimetil-imidazo[4,5-flquinoxalin) egy heterociklickus aromds amin,
amelyet els@sorban husfélék magas hdéfokon torténd sités-fézés soran keletkezik. Az egyik
legpotensebb mutagén és karcinogén anyagnak tartjdk, ami a taplalékkal a szervezetbe kertlve

novelheti bizonyos rakfajtak kialakuldsanak kockazatat.[32]

A FICZ (6-formilindolo[3,2-b]karbazol) egy rendkiviil érdekes vegylilet, amely jelentGs szerepet

.....

receptorhoz (AhR), egy olyan transzkripciés faktorhoz, amely szdmos bioldgiai folyamatban vesz
részt, példaul a xenobiotikumok metabolizmusaban, a sejtndvekedésben és a gyulladasos

valaszokban. [33]

Az alabbi dabrakon megfigyelhetjiik, hogy a mar hidrodinamikailag beoltott és NTBC-t6l megvont

egér majak esetében milyen valtozas ment végbe 3 hdnapig tarté kemikalia kezelés hatasara.

mCherry EGFP

10. Abra: Az mCherry és EGFP fehérje expresszidja kezelt és kezeletlen mdjak esetében

=
Q
=
<Q
(5]
N
Q
=

Kezelt

29



.

11. Abra: Kezelt és kezeletlen mdjak makrovizualizdcidja vildgos tér, mCherry és EGFP megvildgitds sordn

Kezeletlen

Kezelt

Mindkét abran azt lathatjuk, hogy a majak szinte teljes fellletiikon expresszaljdk az mCherry
fehérjét, mig a retrotranszpozicié detektalasara alkalmas EGFP jelet expresszald sejtek tobb

koldniat alkotnak a kezelt dllatok majaban, mint a kezeletlenek esetében.

A kezelések sikerességét az alapjan értékeltiik ki, hogy makrovizualizacié soran a majak felszinén
mennyi EGFP pozitiv koldnidt szamoltunk meg. Ezeket az adatokat az aldbbi tablazatba

rendszereztlik, illetve box plot-on abrazoltuk.

Kontroll |Efavirenz |MelQx FICZ
Atlag 33.273| 27.833| 54.444| 62714
Median 38 20 53 57
Széras 23.066| 23.304| 37.370] 22.962

Tabldazat 3 Felszini EGFP pozitiv kolénidk dtlaga, medidnja és szérdsa 3 honap kezelés utdn.
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12. Abra: A z6ld fluoreszcens koldnidk széma box plotban dbrdzolva
A kapott adatok alapjan azt lathatjuk, hogy a kontrollhoz képest az Efavirenz nem mutatott
Iényeges kiilonbséget, addig a MelQx és a FICZ szignifikans eltérést mutat a kolénidk szamanak

tekintetében, és igy a végbemend L1 retrotranszpozicids eseményekben is.

Eredményeinkbdl arra kévetkeztethetlink, hogy szamos vegyi anyag képes lehet a szomatikus L1
retrotranszpozicidés aktivitas kivaltdsara/novelésére, ezdltal a rak kialakuldsi kockazatanak

novelésére.

5.2 Invivo mCherry szenzitivimmunhisztokémia

A metszetek kiértékeléséhez kialakitottunk egy pontrendszert, melynek 5 Iépcséje van a fest6dés
erdssége szerint. 0 értéket kapott az a szovet, melyben nem kaptunk specifikus jelet. Amennyiben

minden sejt erGsen expresszalja a jelet, akkor 5-s jeldlést kapott.
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Agy 0/5 ]

Szegycsont 0/5

Gyomor 1/5

Combizom 0/5 ]

13. Abra: mCherry specifikus IHC egér agy-, szegycsont-, gyomor-, combizom szévetekben
Az agy, a szegycsont és a combizom szdvettani vizsgdlata soran nem észleltiink specifikus festédési
eltérést. A gyomorban azonban a fundusmirigyek bazdlis részén elhelyezkedd fésejtek pozitiv

fest6dést mutattak.
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14. Abra: mCherry specifikus IHC egér tiid6-, sziv-, petefészek-, here szévetekben
A sziv és petefészek metszeteken nem észleltiink pozitiv festédést. A tiidé alveolusainak
hamsejtjei minimalis, nem specifikus fest6dést mutattak. A herében a spermatozodk pozitiv
festédést mutattak, azonban kontroll allat hidnydban ennek jelentésége nem egyértelmd. A
gyomorban, tiid6ben és herében tapasztalt festédés feltehet6en a sejtek gyors proliferacidjaval

allhat 6sszefliggésben.
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Kezelt

15. Abra: mCherry specifikus IHC egér vese-, lép-, mdj szévetekben

. . . 7

A hisztopatoldgiai vizsgalat soran a vese nephronjainak kanyarulatos csatornaiban specifikus
festédési reakcidt tapasztaltunk. A lépben a pozitiv fest6dés a szerv immunoldégiai funkciojaval
allhat 6sszefliggésben, figyelembe véve a |épben zajlé immunfolyamatokat.
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A majban rendkiviil erGs és kiterjedt fest6dést észleltlink, ami arra utal, hogy a bejuttatott
mCherry mRNS szinte teljes mértékben a majsejtekben lokalizaléddott. Ez az eredmény
aldtdmasztja azt a hipotézist, hogy az intravénds uton beadott, LNP-be csomagolt mRNS

elsésorban a majba keriil és ott halmozddik fel.

6 Jovbbeli tervek

JovBbeli terviink egy olyan innovativ genotoxicitasi teszt kifejlesztése, amely széles korben
alkalmazhato a kiilonb6z6 iparagakban, beleértve a vegyi és gyogyszeripari szektort is. Ennek a
tesztnek koszonhet6en hatékonyan szlirhetjiuk ki azokat az anyagokat, amelyek az L1
retrotranszpozon rendszer aktivaldsa révén karosithatjak a genetikai anyagot. Jelen kutatasunk
soran folyamatban van egy olyan, mddositott GFP valtozat |étrehozasa, amely segitségével sokkal
érzékenyebben tudjuk detektdlni a retrotranszpozicios eseményeket. Ez a fejlesztés Gnmagdban is

jelent@s attorést jelent a molekularis bioldgia teriletén.

A jelenleg érvényben |évé allatvédelmi szabalyozdsoknak megfelel6en téreksziink arra, hogy a
genotoxicitasi esszénket in vitro koriilmények kdzott, ex vivo egér primer hepatocita tenyészetén
végezhessik el. Ez a megkozelités lehetévé teszi, hogy jelent6sen csdkkentsiik a felhasznalt allatok
szamat a kisérletek soran, és ezzel 6sszhangban vagyunk az ugynevezett 3R elvvel (replacement,
reduction, refinement). Azaltal, hogy az allatok helyett sejtkultirdkat haszndlunk, nemcsak az
allatok jolétét ovjuk, hanem a gydgyszerfejlesztés koltségeit is csokkenthetjik, hiszen a

hagyomanyos, allatokon végzett kisérletek hosszu id6t és jelent6s eréforrasokat igényelnek.

Hosszu tavon célunk, hogy a genotoxicitdsi tesztiink széles koérben elterjedjen és a hatalyos
jogszabalyokba bekeriljon. Egy ilyen teszt nemcsak az emberi egészséget védi, hanem
hozzdjarulhat a kdrnyezet védelméhez is, hiszen segit azonositani és kizarni a kornyezetre karos

anyagokat.
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7 Diszkusszio

A genetikdval, a molekularis és sejtbioldgidval kapcsolatos kérdésekre gyakran a megfelel6
kisérleti modellrendszerek/organizmusok segitségével lehet a legjobban valaszolni. Minden
modellrendszernek vannak el6nyei és hatranyai, és a legjobb rendszer hasznalata a feltett kérdés
fliggvénye. Ugy gondoljuk, hogy a modellrendszerek kulcsfontossdgl szerepet fognak jatszani
abban, hogy részletesebb megértést nyerjlink az L1 mechanizmusardl, sejtbiologidjarél és a

transzpozonok és a betegségi allapotok kozotti kdlcsénhatasrol. [7]
A bemutatott kisérleti eredmények alapjan a kovetkezd f6 kovetkeztetéseket vonhatjuk le:

e A MelQx és a FICZ fokozza az L1 retrotranszpoziciot: A kisérletek soran megfigyeltiik, hogy
a MelQx és a FICZ vegyiletek jelent6sen megndvelték a koldnidk szamat, ami arra utal,
hogy ezek a vegyiletek képesek fokozni az L1 retrotranszpoziciét. Ez a megallapitas
aldtamasztja azt a hipotézist, hogy szamos vegyi anyag képes kivaltani vagy fokozni a
szomatikus L1 retrotranszpoziciot, ezzel ndvelve a rak kialakuldasanak kockazatat.

e Az LNP-k hatékonyan szallitjdk az mRNS-t a majba: Az intravénasan beadott, LNP-be
csomagolt mCherry fehérje elsG6sorban a majsejtekben halmozédott fel, ami megerésiti,

hogy az ilyen médon beadott mRNS elsGsorban a majban koncentralodik.

A kapott eredmények alapjan igéretesnek tlinik annak a lehetGsége, hogy transzpozaz mRNS-t
LNP-be burkolva a madjba juttassunk, igy el6segitve a transzgenezist. Ez a mddszer Uj

lehet&ségeket nyithat a genotoxikus anyagok azonositdasara és a majbetegségek modellezésére.

Eljardsunk vélhet6en alkalmazhaté lesz kilonb6z6 majbetegségek modellezésére, Uj
gyogyszerjeloltek hatasanak vizsgdlatara, vagy akdr génterdpias eljarasok kifejlesztésére. Az
eredmények alapjan uUgy gondoljuk, hogy ez a technolégia jelent6s el6relépést jelent a

majbetegségek kutatasaban, és Uj utakat nyithat a hatékonyabb terapiak kifejlesztésében.
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8 Koszonetnyilvanitas
Szeretném kifejezni Gszinte haldm Matés Lajosnak és Matés-Nagy Andrednak, akik befogadtak, és
teret adtak, hogy szdrnyalhassak a laborjukban, és szakmai irdnymutatasukkal, tirelmikkel és

biztatasukkal nagyban hozzdajarultak dolgozatom elkészitéséhez.

Kilon koszonettel tartozom Karkas Rékanak, aki mindig végtelen tiirelemmel és segitékészséggel
allt hozzam, és megmutatta egy molekuldris labor rejtelmeit. Imre Gergelynek az értékes elméleti
és gyakorlati tandcsait, May Raya-nak a reményt, hogy sose adjam fel, Verebi Olivianak a remek
Osszhangot és rengeteg nevetést, Szalmasi Katinkanak a tdmogatasat nem csak labor, hanem a

mesterképzés keretein belll is.

Halas vagyok férjemnek, Vecsernyés Endrének, aki végig mellettem allt, biztatott és tdmaszom volt
a nehézségek soran is (és a sok-sok éjszakai virrasztdsok kdzepette is). Nélkile nem sikerlt volna

elérnem ezt, ahol most tartok.

Koszonettel tartozom a HUN-REN Szegedi Bioldgiai Kutatdkozpontnak is, amely biztositotta

szamomra a sziikséges feltételeket a kutatdsomhoz.

Kilon koszonetet szeretnék mondani a SZTE - AOK Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Koézpont -
Patholdgiai Intézet munkatarsainak, Sukosd Farkasnak, Pankotai-Bodd Gabriellanak, Csikds

Ivettnek és tobbieknek a készséges kdz6s munkaért.

Bizom benne, hogy a szakdolgozatomban megszerzett tudas és tapasztalat hasznos lesz szdamomra

a tovabbi tanulmanyaim soran.
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