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1 BEVEZETES

Az egykor "hulladék" (junk) DNS-nek tekintett transzpozabilis elemek (TE-k) jelentdségét
sokaig igen alulértékelték. Magas kopiaszamuk és repetitiv jellegiik mai napig egyediilallo
technikai kihivasokat jelent a vizsgalatuk sordn, hiszen az emberi genom kozel felét
(~45%-at) alkotjadk. A genomika technologiai fejlédésének és a human mobilom iranti
novekvo érdeklddésnek koszonhetden azonban jelentds szerepiik igazolddott a genom
evolicigjdnak, diverzitdsdnak fenntartdsdban, valamint genetikai betegségek koroki
faktoraiként.

A LINE-I retrotranszpozonok az egyetlen autondm, madig aktiv transzpozabilis elemek a
human genomban. Koriilbeliil 70 milli6 évvel ezelott keriiltek az emldsok 6seinek genomjaba,
¢s azodta sikeresen egyiitt fejlodtek vellink. Az éltaluk kodolt ORF1 RNS-ko6td fehérje €s az
ORF2 endonukledz ¢és reverz-transzkriptaz fehérje nélkiilozhetetlenek a "maésolas ¢és
beillesztés" tipusu transzpozicids ciklusban. A LINE-1 elemek ma az emberi genom 17%-at
teszik ki, 6sszesen mintegy 500 000 képiaszammal, amelyek koziil 100-150 jelenleg is képes
retrotranszpoziciora. A LINE-1 retrotranszpozonok szerepet jatszanak a genomikus
evolucioban, a kiilonb6zé genomi lokuszokba torténd beilleszkedésiik eldsegiti a genetikai
diverzitast. Az 0j LINE-1 inszerciok megzavarhatjdk a génfunkcidt, megvaltoztathatjak a
génexpressziot, génduplikaciok johetnek 1étre, exonok shuffling és az alternativ splicing, vagy
akar nagyobb genomi atrendezOdések alakulhatnak ki aktivitdsuk révén. A csiravonal
sejtekben  torténd  retrotranszpoziciés események  6roklodé genomi  valtozéasokat
eredményezhetnek, hozzajarulva az evolucidhoz. A  szabdlyozatlan szomatikus
retrotranszpozicid6 pedig genomi instabilitdst eredményezhet, ami potencidlisan rakhoz
vezethet. A genomi integritds fenntartdsa érdekében tobbféle védelmi mechanizmus
szabalyozza a LINE-1 aktivitasat a transzpozicids ciklus kiilonb6zo szakaszaiban. Ha ezek a
mechanizmusok sériilnek, a LINE-1 aktivald tumor evoluciét indithat el. A kornyezeti
expozicidk, példaul gyogyszerek, UV sugdrzas, vegyi anyagok karosithatjak ezeket a
utalnak, hogy a kornyezeti tényezdk jelentdsebb szerepet jatszanak a sporadikus rakos
megbetegedésekben, mint a genetikai tényezOk. E téma vizsgdlata mindeddig jelentds
nehézségekbe 1itkdzott. A LINE-1 retrotranszpozicids események detektdlasa mindmaig
jelentds kihivast jelent. Kiilonboz6 stratégiak 1éteznek, azonban a LINE-1 retrotranszpozicid

in vivo kontextusban torténd vizsgalata tovabbra is problematikus. Az ORFeus riporter



rendszert a LINE-1 retrotranszpoziciés események kimutatdsara szolgald specifikus
eszkozként fejlesztették ki. A rendszer egy szintetikus LINE-1 elemet hasznal, amely egy
EGFP riporter génhez kapcsolodik, amelyet az optimalizalt LINE-1 szekvencia 3" UTR-ébe
illesztettek be, de a LINE-1-el ellentétes iranyban. Egy intronikus szekvencia sense iranyban
van beillesztve a riportergén megszakitasara. Az intron eltavolitdsdhoz a LINE-1 RNS-nek
splicingon kell atesnie. Ezt kovetden, ha a riportert reverz transzkripcion esik at, integralodik
a genomba, €s antisense expresszid kovetkezik be, a fluoreszcens riporter kifejezodése
detektalhat6. A retrotranszpozicion atesett riporter erds €s tartés EGFP-expressziot mutat az
érintett sejtben és annak minden utddsejtjében. A szomatikus L1-aktivitas tanulmanyozaséara
kézenfekvd megoldas laboratériumi tumorsejtvonalak hasznalata, de ez nem feltétleniil
reprezentalja teljes mértékben az in vivo koriilményeket, mivel a hosszll ideig tenyésztett
tumorsejtvonalakban gyakran csak részben miikodnek azok a védelmi mechanizmusok,
amelyek normalis esetben gatoljak a L1- aktivitast. Masik stratégia a hagyomanyos csiravonal
transzgenikus egerek hasznélata. Ezt a megkdzelitést azonban korlatozza a korai embrionalis
retrotranszpozicio, amely a riportergén minden utodsejtben torténd, kiterjedt expresszidjahoz
vezet, ami megneheziti a csiravonalbeli ¢és a szomatikus retrotranszpoziciod
megkiilonboztetését.

A szomatikus L1 retrotranszpozicio fizioldgidsabb kdrnyezetben torténd tanulmanyozasara
egy ORFeus riportert hordozo, szomatikusan transzgénikus egérmodell kifejlesztését lattuk
sziikségesnek, melyhez DNS transzpozon alapt, terapias génbevitellel kapcsolt, szomatikus

transzgenezis mddszeriinket hasznéltuk fel.

2 A DOLGOZAT CELJAI

A rakkutatdsban elért jelentds eldrelépések ellenére a sporadikus tumorok kialakulasanak
pontos okainak megértése tovabbra is jelentds kihivast jelent. A dolgozat a karcinogenezis egy
kevésbeé feltart teriiletére Osszpontosit: a LINE-1 retrotranszpozonok részvételére a rak

kialakulasaban, az aktivitasukat befolyasolo tényezok felderitése altal.

Jelen dolgozatban a kovetkezd célokat tlztiik ki:

1) A LINE-1 ORF1 fehérje expresszidjanak vizsgalata human méhnyak szdvettani
mintdkban a méhnyakrak kialakulasanak kiilonb6z0 szakaszaiban, valamint biomarkerként
torténd hasznalatanak bedllitdsa egy Uj kiértékelési rendszer feldllitdsaval, amely a humén

méhnyakham LINE-1 ORF1p immunfestését értékeli.



11) Egy 1j technologiai platform kifejlesztése, amely alkalmas a szomatikus
retrotranszpozicid nyomon kovetésére, egy szomatikusan transzgenikus egérmodell

létrehozasaval .

111) Kiilonbozd vegyi anyagok nem konvenciondlis genotoxikus hatdsainak vizsgalata a
szomatikusan transzgenikus, LINE-1 riporterhordoz6 egér hepatocitaira gyakorolt hatas

elemzésével, a jelenleg rendelkezésre allo toxikologiai eszkoztar bovitése érdekében.

3 ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Human szovetmintak: a szovetmintdk 2018 és 2022 kozott érkeztek be a Szegedi
Tudomanyegyetem, SZAKK Patholdgiai Intézetébe. A betegek életkora 22 és 83 év kozott
volt (atlagéletkor 52 év). A vizsgalatot az Intézményi Tudomdnyos és Kutatdsi Etikai
Bizottsag hagyta jova (Ref: BM/3049/2023).Az FFPE-mintakat szoveti mikrochipek (TMAKk)
létrehozasahoz hasznaltuk: CIN I (n = 20), CIN II (n = 46), CIN III (n = 14) és méhnyakrak (n
= 32), valamint kontrollként 31 nem diszplazias méhnyakmintat (normal, n = 24, atréfia, n =
7) vizsgaltunk. A daganatmintdkat TNM stadium (méret, nyirokcsomo érintettség és az attét

statusz szempontjabol értékeltiik).

3.2.  Allatok gondozasa és fenntartasa: A transzgenikus egértorzset a HUN-REN Szegedi
Biologiai Kutatokozpont Kozponti Allathazaban tenyésztettik, negyedévente ellenSrizve
korokozomentes statuszukat. Az egereket 12 6ras vilagos/sotét ciklusban, 22 °C-on tartottuk,
ad libitum hozzaféréssel taplalékhoz és vizhez. Minden eljaras az Intézeti Allatgondozasi és
Allatfelhasznalasi Bizottsag altal jovahagyott protokollokat kovette (etikai engedély szama:
XVI1./801/2018). Vizsgéalatainkhoz Fah mutans torzsbdl szdrmazo egyedeket hasznaltunk
(C57BL/6N- FahmI(NCOMMge/Biat )y " Fah ™~ genotipusu egerek ivovizéhez Orfadin®-t adagoltunk.

3.3. Immunhisztokémia: Az immunfestést a Bond Max Autostainer Bond Polymer
Detection System segitségével végeztik. A humdn méhnyak FFPE mintakhoz hasznalt

antitestek koz¢ tartozott az anti-LINE-1 ORF1p, az anti-p16 és az anti-Ki67 antitestek.

Az egereket 3 honappal a génbevitelt kovetden elaltattuk. A majszovet mintakat egy éjszakan
at 4%-os formalinban fixaltuk, paraffinba agyaztuk, ¢s 5 mm-es metszeteket készitettiink. Az
EnVision FLEX Mini Kit-et (DAKO) hasznaltuk az IHC protokoll végrehajtasahoz, az antigén
feltaras a PT Link (DAKO)segitségével tortént. Az elsddleges antitesteként: nyul poliklonalis



anti-FAH, nyul poliklonalis anti-mCherry, nytl monoklonélis anti-LINE-1 ORF1p antitesteket
hasznaltunk, majd poliklonalis kecske anti-nyul-HRP masodlagos antitestet alkalmaztunk,
majd hematoxilin magfestést, dehidralast és fedést kovetden Panoramic Digital Slide Scanner

(3D Histech) segitségével szkenneltiik be az elkésziilt metszeteket.

3.4. Plazmidkonstrukciok létrehozasa: A pbiLiv-miR vektort egy pUCS57 plazmidba
(GeneScript) klonoztuk. A plazmid tartalmazza a human hidroxi-acil-CoA-dehidrogenéz

trifunkcidos multienzimkomplex alfa (HADHA) ¢s béta (HADHB) alegységeinek kétiranyu
promoterét. A kétirdnyu promdter HADHA oldala hajtja az mCherry fluoreszcens marker gén
expressziojat, amelyet a human eukaridta transzlacids elongéacios faktor 1 alfa 1 (EEFIAI)
els6 intronja szakit meg. Az mCherry-gént egy T2A peptid koti Ossze az egér
fumaril-aceto-acetat-dehidrogendz (Fah) CDS-ével a bicisztronikus expresszid biztositasa
érdekében, majd egy bGH poliadenilacios jel zarja le az expresszios egységet. A kétiranyu
promoter HADHB oldalat egy multiklénozé hely (MCS) és egy bGH poliadenilacios jel
koveti. A kazettdt az SB transzpozon invertalt termindlis ismétlddései (ITR) szegélyezik. A4
pbiLiv-miR-Luc konstrukcidt ugy hoztuk létre, hogy a pGL3-Basic plazmidbol (Promega)
PCR segitségével amplifikaltuk a szentjanosbogar-luciferaz gént (Luc), és beillesztettiik a
pbiLiv-miR multiklonozd helyének (MCS) Nhel/Pacl helyére. 4 pbiLiv-miR-mORFeus
valtozatok eldallitasahoz a kovetkezd expresszids egységeket illesztettiik be az MCS-be a
HADHA/B promoéter B oldalan: TF-monomerek, ORF1 kodol6 szekvencia, 3'UTR, hsvTK
polyA, EGFP (forditott orientacidban), megszakitva a hGamma Globin intronnal, CMV
promoterrel és SV40 polyA-val. A nagyobb cargo kapacitas elérése érdekében az SB ITR-eket
a PiggyBac transzpozon rendszer ITR-jeivel helyettesitettiik. A génbevitel soran hiperaktiv

PiggyBac transzpozitazzal (hyPBase) egylitt injektaltuk dket.

3.5. Hidrodinamikai farokvénas injektalas: A plazmidokat a NucleoBond Xtra Maxi
Plus EF Kit segitségével allitottuk eld. A 6-8 hetes egerek 4 pg transzpozaz-tartalmu
plazmidot (SB100 vagy hyPBase) és 50 pg transzpozon-tartalmu plazmidot kaptak steril
Ringer-oldatban higitva. A testsulyuk 10%-anak megfeleld térfogati elegyet 5-8 masodperc

alatt injektaltuk a farokvénaba a hidrodinamikus hatas elérése érdekében.

3.6. A LINE-1 induktor vegyiiletek adagolisa: A hidrodinamikus injektalast és az
NTBC megvonast kdvetden a vizsgalt vegylileteket 3 honapon keresztiil hetente 2 alkalommal

intraperitonedlisan adagoltuk, mig a kontrollcsoport vivéanyagot kapott.



3.7.  Sztereomikroszkopos képalkotas: Az egérmdjakat Olympus SZX12 fluoreszcens
sztereozoom mikroszkoppal vizsgaltuk. A mikroszkép 100 W-os higanylampaval és az EGFP

¢s mCherry fluoreszcencia szelektiv gerjesztésére szolgalo filterkészlettel rendelkezett.

3.8.  In vivo biolumineszcencia képalkotas: A biolumineszcens képalkotast IVIS Lumina
III miszerrel végeztilkk. Az egereknek 150 mg/kg luciferdz-szubsztratot adtunk be
intraperitonealisan, majd a RAS-4 Rodent Anesthesia System (PerkinElmer) segitségével
altattuk el oket. A képalkotast 10 perccel a azubsztrat injekcio beaddsa utan kezdtiilk meg, a
kibocsatott fotonokat 1 és 10 madasodperc expozicids idével rogzitve. A Living Image
szoftverrel (PerkinElmer) meghataroztuk az atlagos fotonfluxus intenzitdst egy meghatarozott,
kor alakt région belill, amelyet masodpercenkénti foton/cm?*steradianban (p/s/cm?/sr)

fejeztiink ki.

3.9. Mijperfuzio és hepatocitak izolalasa: Az egereket elaltattuk és a vena cava
superioron keresztiil perfundaltuk; a hepatocitdkat tobblépcsds kollagendzos perfuzios
segitségével izolaltuk. A sejteket szilrtiik, centrifugaltuk és szamoltuk, életképességiiket

tripankék festéssel ellendriztiik.

3.10. Az EGFP-pozitiv hepatocitik FACS-alapi mérése: Az izolalt hepatocitdk EGFP-

fluoreszcencidjat BD FACSAria™ Fusion aramlasi citométerrel elemeztiik.

3.11. qPCR az intron nélkiili ORFeus-kopiak Kkimutatasara: a qPCR-elemzés a
splicingon atesett, intron nélkiili EGFP exon-exon csomopontokat célozta meg. A reakciokat

harom ismétlésben végeztiik, az adatokat a Rotor-Gene Q szoftver segitségével elemeztiik.

3.12. Adatvizualizacié és statisztika: Az adatok vizualizdlasa az R és a GraphPad Prism
programok segitségével tortént. A statisztikai elemzések soran alkalmazott modszerek kozott
szerepelt a Fisher-féle egzakt teszt, a Pearson-féle khi-négyzet teszt, valamint a Welch-féle

t-proba. A statisztikai szignifikancia meghatarozasara a P < 0,05 kiiszobértéket hasznaltuk.

4 EREDMENYEK

4.1 A LINE-1 ORF1 fehérje expressziojanak vizsgalata human FFPE mintakon

Az utobbi években a LINE-1 ORFIp kiilonb6zé raktipusokban figyelmet kapott
biomarkerként, hiszen olyan rosszindulati daganatokban mutatottak ki széleskorii
kifejez6dését, mint az emld-, petefészek-, hugyholyag-, nyeldcsé- és hasnydlmirigyrak. A

tanulmanyok arra utalnak, hogy a LINE-1 aktivacié mar a tumor kialakulasanak korai



szakaszaban képes bekovetkezni, ahogyan az a Barrett-nyeldcsOben is megfigyelhetd. Ennek a
jelenségenk  tovabbi feltirdsa  érdekében tobb szaz  tumormintat vizsgaltunk
TMA-technologiaval, és megfigyeltiik, hogy az ORF1p expresszidja a tumor progresszidjaval

fokozodik.

Els6ként vizsgaltuk az ORF1p expressziojat a méhnyak rakeldz6 allapotaiban, intraepithelialis
neoplasidban (CIN) és méhnyakrdkban 143 méhnyakminta atfogd elemzésével. Az ORFIp
pozitivitds mértékét a CIN gradusaval hoztuk Osszefiiggésbe. Ennek szamszerlsitésére egy
értékelési rendszert dolgoztunk ki, amely a Remmele és Stegner 4éltal kidolgozott
Immunreaktivitdsi Skala (IRS) modositott valtozatan alapul. A végsé IRS-pontszamot a

festddés intenzitasanak és a ham érintettségének mértékének szorzatakeént kaptuk.

Az ORFl1p immunpozitivitds a diszplazids és neoplasztikus (CIN és invaziv rdk) mintak
tulnyomo tobbségében [110/112 (98,2%)] kimutathaté volt, mig a normal méhnyakmintak
19/24 (79,2%) esetében teljesen hianyzott az ORFIp expresszidja. Az ORFlp expresszids
mintdzata a CIN fokozatok eldrehaladtdval fokozatosan novekvd kiterjedést €s intenzitast
mutatott. A CIN I enyhe ORFIp-expressziot mutatott a méhnyakham also egy vagy
kétharmaddban [14/16 (87,5%)], mig a CIN II mérsékelt vagy erds ORFI1p- expressziot
mutatott az alsé kétharmadra kiterjed6en [29/46 (63,0%)]. Kifejezett transzepitheliadlis ORF1p
immunpozitivitas jellemezte a CIN III eseteket [13/14 (92,8%)] és a méhnyakrikot [30/32
(93,8%)].

4.2 A szomatikus LINE-1 retrotranszpozicidos aktivitas mérése egerekben

A LINE-1 retrotranszpozicid mérése transzgenikus egerekben kihivast jelent az ORFeus
riporter rendszer korai aktivalodasa miatt a csiravonalban és az embrionalis szovetekben. Ez a
korai aktivaci6 a teljes szomatikus kifejlédés elott széleskorli expressziot okoz, ami a

hagyomanyos transzgenikus egérmodelleket alkalmatlannd teszi erre a célra.

Ennek megoldadsara egy megbizhatd szomatikus transzgenezis platformot fejlesztettiink ki az
I. tipust tirozinémia preklinikai egérmodelljének felhasznalasaval. Ez a modell lehetévé teszi
a stabil szomatikus génexpresszidt csiravonalat érintd transzgenezis nélkiil. A Fah-gént a 2-5.
exon delécidjaval hoztuk 1étre a Fah”" genotipust (C57BL/6N-Fah™ NCOMMige/Biat) “a1 kezelés
nélkiil majelégtelenséghez vezet. Ennek megeldzésére a kezelés megkezdéséig nitisinont

(NTBC) adagoltunk az egereknek az akut toxicitas elkeriilése érdekében.



A génbevitel soran a terapids plazmidkonstrukcidt hidrodinamikai farokvéna injektalassal
juttattuk be. A hepatocita genomba torténd stabil integraciot az SB100 transzpozaz tette
lehetové. A géncsendesités lekilizdése érdekében a Fah és a kivant transzgéniinket a kétiranya
HADHA/B promoter segitségével kapcsoltuk Ossze, biztositva a FAH-t expresszalo sejtek
pozitiv szelekcidjat. Célunk az volt, hogy a Fah™ hepatocitak Fah™* sejtekkel vald
helyettesitésével multinodularis repopuldcioval tartés transzgén-expressziot érjiink el,
kihasznalva a korrigalt, FAH-t expresszalo sejtek novekedési elonyét. Ez a rendszer lehetové
tette szdmunkra, hogy stabilan expresszaljuk ¢s nyomon kdvessiik a transzgéneket, példaul
szentjanosbogar luciferazt (Luc). Biolumineszcens képalkotassal igazoltuk a Fah KO
egerekben a Luc tartds expressziojat, mig a vad tipusu kontrollokban az expresszi6 iddvel
jelentésen csokkent. A WT egerekben 3 honap alatt az atlagos biolumineszcencia-intenzitas
szinte kimutathatatlan szintre csokkent (387-szeres csokkenés), mig a Fah KO egerekben a

kezdeti szinthez képest 61-szeres ndvekedést tudtunk kimutatni.

Az igy fejlesztett genomikai technoldgiai eszkdztarunk lehetdvé tette, hogy a létrehozzunk
egy rendszert, amellyel képesek vagyunk a szomatikus LINE-1 retrotranszpozicio
aktivitasanak mérésére egerek transzgenikus majsejtjeiben. A fent leirt vektorrendszert ugy
modositottuk, hogy a HADHA/B kétiranyt promoéter B oldalara beillesztettiik az ORFeus
riporter elemet. Ezt pbiLiv-miR-mORFeusnak neveztiik el, és a LINE-1 riporterelemet tartosan

expresszald transzgenikus madajak létrehozasara hasznaltunk. Az expresszios kazetta

crer

crer

A pbiLiv-miR-mORFeus plazmidot a hyPBase segitd plazmiddal egyiitt Fah™ egerekbe
injektaltuk, majd felfiiggesztettilk az NTBC adagolasat. Azok a sejtek, amelyekben megtortént
az expresszid egység kromoszomalis integracidja, a FAH expresszioval jard szelektiv
novekedési elony miatt képesek voltak a tirozinémids szovet rekolonizacidjara. 3 honap alatt a
hepatocitak szinte teljes populacidja kifejezte az ORFeus riportert. A FAH és az ORFlp
expresszio tartos jelenlétét a kezelt Fah ~ majakban a génbevitel utan 3 honappal IHC-vel

igazoltuk.



4.3 A LINE-1 retrotranszpozicios aktivitas értékelése kémiai indukcio hatasara

A szomatikus LINE-1 aktivitdismérd rendszeriink validalasa érdekében olyan exogén
tényezokkel, gyogyszerekkel, élelmiszerekben taldlhatd vegyi anyagokkal exponaltuk a
riportert hordozé transzgenikus egereket, amelyek LINE-1 aktivitast befolydsold képességére
rendelkezésre alltak irodalmi adatok.

3 honapos gyogyszeradagolds utdn sztereomikroszkdpos makrovizualizaciot kovetden
kiszamitottuk az EGFP-pozitiv majsejt-koloniak szamat az expozicion atesett egerekben a
nem kezelt kontrollokhoz képest. A fluoreszcens sztereomikroszkopos felvételek az EGFP-
pozitiv sejtkolonidk strtiségének jelentds novekedését mutattdk a FICZ (6-formilindolo[3,2-
b]karbazol) kezelésben részesiilt allatok majaban, ami arra utal, hogy a FICZ a szomatikus
sejtekben LINE-1 retrotranszpozicios aktivitast indukal. Az ORFeus riporter expresszidja a
kezeletlen kontrollcsoportban is okozott befejezett retrotranszpoziciés eseményeket, amit az
EGFP-pozitiv hepatocitdk kisszadmu jelenléte bizonyit.

A retrotranszpozicion atesett EGFP-pozitiv sejtek tovabbi szdmszerlisitése érdekében
tobblépcsds kollagenazos perfuziot végeztiink a hepatocitak izoldlasa érdekében. A FACS-
elemzés a Decitabinnal kezelt egerekben a kezeletlen kontrollhoz képest szignifikansan
nagyobb ardnyban mutattunk ki EGFP-pozitiv sejteket, ami megerdsitette a fokozott
retrotranszpozicids aktivitast. Emellett az intron nélkiili EGFP-szekvencidkat célzo6 qPCR-
analizis is aladtdmasztotta ezeket a megallapitasokat, €s a retrotranszpozicid6 megnovekedett
szintjét mutatta ki a kezelt csoportban. Ezek a mddszerek egyiittesen igazoltdk, hogy a

Decitabin fokozza a LINE-1 retrotranszpoziciot.

5 MEGBESZELES

A LINE-1 elemek autoném retrotranszpozonok, aktivitasuk szorosan dsszefonddik a genomi
instabilitassal. Az utoébbi években a LINE-1 aktivitds vizsgalata jelentds lendiiletetet vett,
nemcsak mint potencidlis biomarker, hanem a tumorigenezisben betoltott szerepének
Els6ként, bemutattuk, hogy a LINE-1 altal expresszalt ORF1p fehérje mar a karcinogenezis
korai stddiumaban kifejezddik, a méhnyak karcinogenezis folyamatdnak példajaval
illusztralva annak jelentdségét. Ezt kovetden, bemutattunk egy innovativ szomatikus
transzgenezis platformot, amely allatmodellt biztosit a szomatikus LINE-1 aktivitas

vizsgalatahoz. Ez az ujszerli megkozelités értékes eszkdz lehet nagyobb skalan végzett



toxikologiai és karcinogenezis vizsgalatok szamara.

Az ORFlp, mint pan-tumor biomarker, nem csupan immunhisztokémiai alapu markerként
bizonyul hasznosnak, hanem recens tanulmanyok demonstraltdk a szérumbol €s mas
testnedvekbdl valdé kimutathatosagat. Ez arra utal, hogy jelentds potencial rejlik benne a
nem-invaziv rakszlirés teriiletén, a korai felismeréstdl a betegség monitorozasaig. Emellett a
LINE-1 terapias célpontként is igéretes, mivel az ORF1p normalis szovetekbdl hidnyzik, &m
bdségesen expresszalodik diszpldzids elvaltozasokban. Egy specifikus ORF1 gatloszer
kifejlesztése jelentOs eldrelépést jelenthet a molekuldris onkologia és a precizids orvoslas
tertiletén, kiillondsen figyelembe véve, hogy mar 1étezd megkdzelitésként a LINE-1 ORF2
aktivitasanak gatldsa megvaldsithatd; tobbek kozott 3TC-vel (lamivudin), egy HIV-ellenes
nukleozid reverz transzkriptaz inhibitorral (NRTI). A szer alkalmazasa terapids hatékonysagot
mutatott attétes vastagbélrak esetében egy 2. fazisu klinikai vizsgalatban.

Ma mar ismert tény, hogy a de novo szomatikus LINE-1 inszerciok olyan tumorindukalo
eseményeket hozhatnak létre, amelyek feleldsek olyan sporadikus rakos esetekért,
amelyeknek nincs ismert etiologiai faktora. Feltételezésiink szerint szamos kdrnyezeti tényezo
befolyasolhatja a LINE-1 aktivitast. A LINE-1 aktivitasanak kimutatadsara iranyuld
érzékenyebb ¢és specifikusabb modszerek kifejlesztése nemcsak a genotoxicitds mélyebb
megértéséhez jarulhat hozza, hanem segithet azonositani azokat a kdrnyezeti expozicidkat is,
amelyek potencidlisan aktivalhatjdk a LINE-1 elemeket. Ezaltal ezek az uj moddszerek
hozzajarulhatnak a kornyezeti rakkeltd tényezOk altal jelentett kockdzatok pontosabb
azonositasahoz.

A Fah™ egerekbe torténd, traszpozon alapi génbeviteli rendszer felhasznalasaval hossza tava
¢s fiziologids génexpressziot értiink el szinte a teljes majszovetben. Technologiank a meglévod
modszereket frissitette a hiperaktiv. SB100 transzpozédz hasznalatdval a hatékonyabb
kromoszoémalis  integraciok  érdekében. Szelekcidos —markerhez  kotott, tag-mentes
fehérjeexpressziot tudtunk elérni, melyben a HADHA/B kétiranyl promotert hasznélata
lehetévé tette a kiegyensulyozott génexpresszidt. Ez a beallitas lehet6vé teszi a markerhez
kapcsolt nativ vagy muténs fehérjek expresszigjat, kozel 1/1 transzkript aranyt elérve, ami
dontd fontossagu példaul fehérje komplexek eldallitaisahoz. Ez a platform lehetdvé tette
szamunkra, hogy a szintetikus LINE-1 riporter elemet, az ORFeus-t a prométer egyik oldalara
illessziik be, mikozben a Fah-t, mint pozitiv szelekcidos markergént a promodter masik oldalan
tartjuk, ami lehetdvé teszi a sikeresen transzfektalt sejtek szelekciojat. Ez a konfiguracio

biztositja, hogy a LINE-1 riporter expresszioja szorosan kapcsolodik a transzgén

crer



A vektor Fah KO egerekbe torténd bevitele lehetdvé teszi a LINE-1 retrotranszpozicios
események értékelését. Az ORFeus elem altal kodolt retrotranszpozicids riporterfehérje
(EGFP) csak sikeres retrotranszpozicio esetén fejezddik ki, igy kozvetleniil leolvashatéd a
LINE-1 aktivitasa. A kisérleti allatonként rendelkezésre all6 koézel 100 millio hepatocita
reprezentativ sejtkészletet biztosit a funkcionalis teszteléshez. Ez a nagyszamu vizsgéalhatod
sejt lehetéveé teszi barmilyen kiilsd faktor a LINE-1 aktivitdsra gyakorolt hatdsanak, mint
potencialis genotoxikus hatasnak értékelését. Egérmodelliink értékes eszkdzként szolgéalhat a
toxikologiaban az indirekt mutagének genotoxikus potencialjanak értékelésére a LINE-1
retrotranszpozonok aktivalasan keresztiil, ezaltal () kornyezeti kockdzati tényezOk
azonositasara.

Fontos kiemelni, hogy a tanulmdny egérmodellre tamaszkodik, ami a fajspecifikus
kiilonbségek miatt korlatokat jelent. Tobbek kozott a metabolikus rata, az immunrendszer
miikddése, a hormonalis szabalyozés és a gyogyszer anyagcsere eltéréseket mutat az ember és
a laboratoriumi egér kozott. Az ellendrzott kornyezet, amelyben a laboratériumi egereket
tartjuk, nem reprodukalja a rendkiviil valtozatos és Osszetett emberi kornyezetét. Tényezok,
mint az étrend, a stressz, alvasmennyiség, korokozoknak- vagy egyéb expozicionak valo
kitettség sokrétlien befolyadsoljak a betegség kialakulasat és lefolyasat, ami az eredmények
extrapolalasakor gondos mérlegelést igényel. Masrészrdl viszont, a LINE-1 elemek alapvetd
bioldgiaja nagymértékben konzervativ, igy lényegesen nem kiilonbozik az egerek és az
emberek kozott. Mindkét fajban minimalis LINE-1 aktivitas figyelhetd meg a csiravonalban, a
szomatikus aktivitds pedig fiziologids koriilmények kozott jellemzéen szupresszalt. A
tumorigenezis soran azonban a LINE-1 aktivitas derepresszalodik a szomatikus sejtekben. A
LINE-1 aktivitas cellularis szabalyozdsdnak mechanizmusai kozosek mindkét fajban. Ezen
feliil az emberi és egér LINE-1 fehérjék funkciondlis felcserélhetdséget mutatnak. Mindezek
ismeretében a LINE-1 aktivitas mérésére alkalmas egértoxikologiai modszeriinket ugyanolyan

relevansnak tekintjlik, mint a hagyomanyos ragcsalé toxikologiai vizsgéalatokat.

Osszességében, a tanulmany bizonyitja a szomatikusan transzgenikus egérmodellben
alkalmazott ORFeus riporterrendszer hatékonysadgat a szomatikus de novo LINE-1
retrotranszpozicios események kimutatdsara, és ravilagit egyes anyagok eddig kelléen fel nem
térképezett genotoxikus hatdsdra. Ezek az eredmények alapot adhatnak olyan tovéabbi
kutatasdhoz, amelyek feltarjdk, hogyan befolydsoljdk a kornyezeti tényezdk a genomi

stabilitast és milyen mechanizmusok vezetnek a sporadikus rak kialakulasahoz.



6 KOVETKEZTETESEK

Eredményeink ravildgitanak a szomatikus LINE-1 aktivitds potencialisan széleskori
jelenlétére ¢és a sporadikus rakok kialakulasdban betoltott szerepére. Kvantitativ
bizonyitékokat mutattunk be, a méhnyak rakelézd allapotainak magasabb szdvettani
besoroléasa egyiitt jart a LINE-1 ORF1 fehérje expresszidjanak progressziv novekedésével.

A kifejlesztett in vivo technoldgiai platform Uj megkdzelitést jelent a vegyi anyagok
genotoxikus hatdsainak értékelésére, amelyek hagyoméanyos modszerekkel nem mutathatok ki.
A LINE-1 retrotranszpozicids aktivitds szomatikus sejtekben torténd mérésének képessége 1j
dimenziot biztosit annak megértéséhez, hogy a kornyezeti tényezdk hogyan jarulnak hozza a

rak kialakulasdhoz.

A doktori értekezés legfontosabb 11j megéallapitasai:

1, A dolgozat bemutatta a LINE-1 ORF1 fehérjét, mint a méhnyak intraepitelialis neoplazia
(CIN) kimutatasara szolgal6 0j biomarkert. Az ORF1p expresszidja 0sszefliggést mutatott a
diszplazia stlyossagaval, fokozatosan novekvd kiterjedést €s intenzitast mutatva a CIN

elérehaladottabb fokozataiban és invaziv méhnyakrakban.

2, Az ORFlp hasznélatanak klinikai eldnye, hogy képes megbizhatéan megkiilonbdztetni a
normalis méhnyakhamot a CIN I elvaltozasoktol. Ez értékes markerré teszi az ORFl1p-t a

korai stadiumt diagno6zisban és a méhnyakrak progresszidjanak nyomon kovetésében.

3, A LINE-1 retrotranszpozicidés aktivitds in vivo mérésére Kkifejlesztettik az elsd
szomatikusan transzgenikus egérmodellt a pbiLiv-miR-mORFeus plazmid létrehozasaval,
amelyet a hyPBase transzpozédzzal egyiitt hidrodinamikusan injektaltunk Fah knockout
egereknek. Ez a megkozelités sikeresen athidalja a korabbi modellek korlatait, amelyeket a

LINE-1 csiravonalbeli aktivalasa limitalt.

4, A megalkotott egérmodell a kornyezeti vegyi anyagok LINE-1 aktivitasra gyakorolt
hatdsanak mérésére hasznalhato. A tesztelt anyagok koziil a decitabin és a FICZ fokoztak a
retrotranszpozicids aktivitast szomatikus sejtekben, ezaltal indirekt genotoxikus kockazatot

jelenthetnek.
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8 ROVIDITESJEGYZEK

CIN cervikalis intraepithelialis

neoplazia

DNS dezoxiribonukleinsav

EGFP z61d fluoreszcens fehérje

FACS fluoreszcencia-aktivalt sejtvalogatas
FAH fumaryl-acetoacetat hidrolaz

FICZ 6-Formylindolo[3,2-

b] karbazol

FFPE formalin-fixalt, paraffinba agyazott
minta

HADHA hidroxi-acil-CoA dehidrogenaz
trifunkcionalis multienzim komplex alfa
alegysége

HADHB hidroxi-acil-CoA-dehidrogenaz
haromfunkciés multienzim komplex béta
alegysége

hyPBase hiperaktiv piggyBac transzpozaz
IHC immunhisztokémia

IRS immunreaktivitasi skala

LINE-1 (L1) Long interspersed nuclear
element-1, (hosszii megszakitott nuklearis

elemek)

LTR hosszu terminalis ismétlddés
NRTI nukleozid reverz transzkriptaz
inhibitor

NTBC Nitisinone

ORF nyitott leolvasasi keret
qPCR kvantitativ polimeréaz

lancreakcid

SB Sleeping Beauty (transzpozon
rendszer)

SB100 hiperaktiv
SleepingBeauty transzpozaz

TE transzpozabilis genetikai elem
TMA szoveti mikrochip

TPRT célhely inicialta reverz
transzkripcid

TT1 L. tipust tirozinémia

3TC Lamivudin

WT vad tipus
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elérehaladdsomhoz. Mindenekel6tt szeretnék koszonetet mondani témavezetémnek, Matés
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nyUjtott technikai segitsége és tapasztalata sokat adott a kisérleteink sikeréhez. A labort igazi
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jelentette szdmomra.
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