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1. Bevezetés

A rak multifaktoridlis betegség, amely magas morbiditassal és mortalitassal jar. A tumorok
progresszidjat genetikai eltérések felhalmozodasa okozza, atlagosan 2—8 ,.driver” mutacid
sziikséges a tumor iniciaciohoz.

2000-ben a rak tobblépcsos kialakulasanak hat ,,fémjegye” (Hallmarks of Cancer) keriilt
leirasra. 2011-re a lista négy tovabbi tulajdonsaggal boviilt, majd 2022-re Gj ,,fémjegy-
dimenzidk™ jelentek meg, amelyek a tumorigenezis 0j aspektusaira irdnyitottak a figyelmet. A
,driver” génkombindciok nagy szdma, az egyes ismertetdjegyek dominancidjanak
stadiumfiiggése, valamint a nem mutécios tényezok oridsi valtozatossaga mind a személyre
szabott daganatterapia fontossagat hangsulyozzak.

A kemoterapids szerek erdsen mutagén citotoxikus agensek, amelyek nemcsak a gyorsan
osztodd raksejteket pusztitjak el, hanem az egészséges, 0sztodo sejtekben is mutaciokat
okoznak. Ez sulyos mellékhatasokhoz és tjonnan kialakuld daganatok megjelenéséhez
vezethet. Ezért egyre nagyobb az igény 1j, célzott daganatterapiak kifejlesztésére, amelyek
javithatjak a hagyomanyos megkozelitések hatékonysagat, sot ki is valthatjak azokat.

A majrdk a hatodik leggyakoribb és vilagszerte a harmadik legtobb haldlozasért felelds
daganattipus. Az elsédleges majtumorok mintegy 80%-at hepatocellularis karcindémaként
(HCC) osztalyozzak. A jelenlegi kezelésekkel szembeni rezisztencia és a diagndzist kovetd
alacsony 5 éves talélési rata a HCC-t az egészségiigyi ellatas legsiirgetobb problémai kozé
emeli, és Uj terapias megkdzelitések kidolgozasat stirgeti.

A PARP-gatloszerek a célzott daganatterapiak 1Uj igéretes agensei, amelyek a tumorsejtek
genetikai instabilitdsat hasznaljak ki. Sem a homoldg rekombinéciéo (HR) deficiencia, sem a
PARPI1 aktivitas hianya nem haldlos 6nmagéban, azonban ezek egylittes jelenléte esetén a
sejthalal elkeriilhetetlen, ezt nevezziik szintetikus letalitdsnak. A HR-deficiencian feliil egyre
nagyobb az igény Uj szintetikus letalis interaktorok azonositdsara és jellemzésére, hogy a
jelenlegi terapia hatékonyabbd valjon és a mellékhatdsok mérséklddjenek.

Bar a klinikai gyakorlatban nincs még példa a PARP-gatloszerekre épiilé szintetikus letalitas
HCC kezelésében valo alkalmazasara, tobb igéretes preklinikai tanulmany tdmaszkodik a HCC
egyedi genetikai eltéréseire. Tobbek kozott kimutattdk a PARP1 szint megnovekedését HCC-
ben, amely 6sszhangban all a TCGA adatbazis adataival. A HCC kialakulasaban szerepet jatszo
tobb kulcsfontossagu jelatviteli utvonal egylittes célzasa megakadalyozhatja, hogy a
tumorsejtek ,kibujjanak” a kezelés aldl. Ily mdédon a PARP-gatloszerek mas célzott
kezelésekkel kombinalva szinergisztikus citotoxicitdst valthatnak ki, és csokkenthetik a

kigjulés kockazatat.



Korabban CRISPR-Cas9-alapi knockout screen-t végeztiink az Olaparib PARP-gatloszer
alkalmazasaval, hogy azonositsunk olyan target géneket, amelyek hidnya érzékennyé teszi a
sejteket a PARP-gatloszerekre. Ebben a szlirésben a POLE4 a harmadik legjobb jeldltként
szerepelt a PARP1 szintetikus letalis interaktoraként. Mas screen-ek is kimutattak, hogy a
POLE4 hianya a PARP-gatloszerek jelenlétében szintetikus letalitast okoz. Emellett a
kozelmultban azt is igazoltak, hogy a PolE komplex valamennyi tagja overexpresszalodik
HCC-ben, amely rontja a betegek tulélését. Ezek az eredmények 0sszességében ramutatnak a
PolE komplex biologiai jelentéségére HCC-ben, és valamennyi alegységet 0j prognosztikai
markerként vetnek fel.

A tumorigenezist el6idézo, illetve a kezelések szelektiv toxicitasat fokozo genetikai eltérések
azonositasahoz két f6 forras all rendelkezésre: human tumorszovetek és in vitro vagy in vivo
screen-ek. A legnagyobb kihivast a tumorigenezis motorjaul szolgalo ,.driver” mutaciok
felismerése ¢és elkiilonitése jelenti a joval gyakoribb ,,passenger” mutacioktol. Az elmult
¢vtizedekben a transzgenikus egerek a rakkutatds meghatarozod eszkozeivé valtak. Egyre
nagyobb az igény olyan transzgenikus egérmodellek kifejlesztésére, amelyek képesek a
sporadikus daganatkialakulast modellezni, ugyanakkor jelentds hatrany, hogy ezen torzsek
eldallitasa rendkiviil idéigényes és koltséges. A ,,driver” mutaciok tobb mint 90%-a kizardlag
szomatikus sejtekben fordul el6, ezért a szomatikus transzgenezis a tumor iniciacid
modellezésének legrelevansabb modja. A csiravonal-modositott  egérmodellekkel
Osszehasonlitva a szomatikusan transzgenikus modellek 1étrehozasa gyorsabb és
koltséghatékonyabb.

A . driver” gének plazmid DNS-r6l tranziensen is expresszalhatok, illetve genomi integraciéval
stabilan is bevihetok. Tobb transzkripcios kazetta egyidejii, ugyanazon sejt genomjaba torténd
integralasara a viralis vektorok és a DNS transzpozonok egyarant alkalmasak. A viralis
vektorokkal szemben a DNS transzpozonok szamos el6nyt kinalnak ugy, mint a nagyobb cargo-
kapacitas, az alacsony immunogenicitas és a stabil transzgén expresszio, amelyek altal
hatékony, nem-virdlis alternativat nydjtanak a transzgének stabil kifejeztetésére.

A ma4j nagy regeneracids potenciallal bir, amely megkonnyiti a transzgenikus majmodellek
kialakitasat. A Fah gén stabil bejuttatasaval Fah knockout egerek majaba, majd az NTBC
megvonasaval a hepatocitak teljes populacidja 2—3 honap alatt lecserélddik transzgenikus
hepatocitakra. Az elmult 15 évben tobb HCC egérmaj-modell is létrehozasra keriilt Fah-
deficiens hepatocitak hidrodinamikai transzfekcidjaval. Ugyanakkor egyetlen ,driver” gén

ektopikus expresszidja altalaban nem elegendd a tumorigenezis kivaltasahoz. Azonban ez a



korlat athidalhato Fah KO egerekben a hiperaktiv transzpozazok és a Fah gén bevitele altal

kivaltott majregeneracié kombinalasaval.

2. Celkitlizés

Doktori  értekezésemben a  daganatbiologia két, egymastol eltéré6 aspektusara
Osszpontositottam.

Az 1. kisérletsorozatban arra torekedtiink, hogy a jelenleg alkalmazott PARP-gatloszer alapt
terapiakat hatékonyabba tegylik. Ennek érdekében célunk volt a PARP1 és POLE4 kozotti
szintetikus letalitas mogottes molekularis mechanizmusanak feltarasa.

A 2. Kkisérletsorozatban béviteni kivantuk azon in vivo kisérleti rendszerek repertoarjat,
amelyek alkalmasak az 1j ,,driver” gének validalasara. Ezért célunk egy transzpozon-alapt
rendszer kialakitdsa volt, amellyel egyetlen kisérleti allatban béarmely tumormodell
létrehozhato. Az altalunk vizsgalt onkogén expresszidjat Ossze kivantuk kapcsolni egy
tumorszuppresszort csendesité mesterséges mikroRNS expressziojaval, amihez a toxikus
mellékhatasok elkeriilése érdekében egy erds, endogén, kétiranyu promotert kivantunk
hasznalni.

Elsé 1épésként egy in vivo kiegyensulyozottan kétiranyu promotert szerettiink volna
azonositani. Ezt kovetden célunk az volt, hogy a kétirdnyh promotert felhasznalva
optimalizaljuk az RNS-interferencia-alapti géncsendesitést egérmodelliinkben. Végiil be
akartuk mutatni, hogyan demonstralhaté a daganatképzédés rendszeriinkben hRasC?V-t

tultermeld, p53-csendesitett hepatocitakat hordozo6 egerek létrehozéasaval.

3. Anyagok ¢és mddszerek

3.1. Sejtkultira

A HeLa sejteket DMEM téapoldatban tenyésztettem, amelyet 10% FBS-sel és 1% HyClone
Penicillin-Streptomycin 100x oldattal egészitettem ki. A sejteket 37 °C-on, 5% CO--Szint
mellett tartottam. A vad tipusti HeLa sejtvonal STR-profilozason esett at, amelynek eredménye
a Cellosaurus sejtvonal-adatbazissal dsszevetve 100%-o0s egyezést mutatott a HelLa-val. A
POLE4 KO sejtvonalakat a jelen kisérleteink soran CRISPR/Cas9-alapt génszerkesztéssel

hoztuk létre.

3.2. Sejttalélési vizsgalatok
5 x 10* POLE4 KO és vad tipusu sejtet iiltettem ki 96-lyukii lemezekre. Ezt kovetden a sejteket

0-8 mM kozotti HU-koncentracioval kezeltem 24 6ran at, majd egy mosasi 1épést kdvetden a



sejteket egy hétig FBS-sel és Penicillin—Streptomycin-nel kiegészitett DMEM-ben inkubaltam.
Ezutan eltavolitottam a feliiliszot, és a sejteket 25 ug/ml resazurinnal (Leibovitz L-15-ben
oldva) inkubaltam a resorufin mérése elétti 30 percben. A resorufin fluoreszcenciajat a BioTek

Synergy H1 mikrolemez-olvasé 530/590 nm-es szlirGbeallitasaval detektaltam.

3.3. Plazmidok klénozasa

Az éllatkisérletekhez egy T2 tipust transzpozont terveztiink, amely tartalmazta a HADHA/B
promotert, egy polilinkert Notl, BamHI, Spel, Kpnl, Mlul, Nhel, Xhol és Pacl hasitohelyekkel
a promoter HADHA-oldaldn, valamint az mCherry kodold szekvenciat, amelyet a T2A
peptiden keresztiil kapcsoltunk a Fah k6dolé szekvencidhoz. Az mCherry kddold szekvencidjat
megszakitja a human eukariota transzlacios elongéacios faktor 1 alfa 1 (EEF1Al) gén elso
intronja, amely az intronikus mikroRNS-expressziot biztositja. Az tUjonnan tervezett
transzpozont a GeneScript szintetizalta, amit pUC57 plazmidvektorba klonoztunk. Egér teljes
majszovetbdl izolalt RNS felhasznalasaval késziilt cDNS-t hasznaltunk a hRas amplifikalasara,
a G12V mutaciot pedig helyspecifikus mutagenezissel hoztuk létre. A GFP és a hRas kodold
szekvenciait a BamHI/Pacl hasitohelyekre illesztettem be. A mikroRNS-eket Agel/Xbal vagy

Sacl/Sall restrikcios enzimekkel klonoztam.

3.4. Kisérleti allatok és mintagytijtés

Az egereket a HUN-REN Szegedi Biologiai Kutatokozpont (Szeged, Magyarorszag) Kozponti
Allathazaban tartottuk és tenyésztettiik. Az egérkisérleteket a Szegedi Biologiai Kutatokozpont
Allatkisérleti Etikai Bizottsaganak protokolljai szerint végeztiik (jovédhagyasi szam:
XV1./801/2018). A Fah KO egereket 8 mg/ml NTBC-n tartottuk a farokvéna oltas napjaig,
amikor a testsulyuk 10%-anak megfelel6 térfogatii Ringer-oldatban adtuk be az egyenként 50
pug SB transzpozon €s 4 pg SB100X transzpozaz plazmid keverékét 6-8 hetes allatokba. Ezt
kovetéen 5 hét vagy 5 honap elteltével eutandziat hajtottunk végre, a majakon pedig
sztereomikroszkopos vizsgalatokat végeztiink. Ezutdn RNS-izolalashoz 50 mg majszovetet 2
ml TRI Reagensben, immunoblothoz pedig 2 ml RIPA pufferben homogenizaltunk. A
fennmarado majszoveteket lizispufferben (150 ml Tris—HCI, 0,2% SDS, 5 mM EDTA, 300
pg/ml ProteinaseK) emésztettiik DNS-izolalds és a transzpozon-kdpiaszam meghatdrozasa

céljabol. Immunhisztokémiai festéshez a méjakat éjszakan at 4% paraformaldehidben fixaltuk.



3.5. Nukleinsav izolélas és kvantitativ PCR

Elészor RNS-t izoladltam TRI Reagensben homogenizalt majszovetbdl a gyartd utasitasai
szerint. Ezt kdvetéen az RNS mintakbol a genomi DNS szennyez6dést DNase I enzimmel
eltavolitottam, majd CDNS-t szintetizaltam. A genomi DNS-t klasszikus fenol/kloroform
extrakcios modszerrel nyertem ki a lizatumokbol. A qPCR reakciokat triplikatumokban, SYBR

Green SuperMix felhasznalasaval allitottam Gssze, a gyartd utasitasai szerint.

3.6. Immunblot

Minden homogenizalt majmintat 3 X 10 masodpercig szonikaltam, majd 13 000 g-n
centrifugaltam 15 percig, 4 °C-on. Az egyes mintak feliilluszojanak 80-80 pg fehérjetartalmat
10%-0s SDS—poliakrilamid gélen elvalasztottam, majd 0,2 um poérusméretii nitrocelluloz
membranra transzferaltam. A transzfer mindségének ellendrzésére a membranokat Ponceau-val
megfestettiik, ezt kovetden a membranokat 5% TBST-ben (1X TBS, 0,1% Tween 20) oldott
tejporban blokkoltam 1 6ran at szobahdmérsékleten. A membranokat anti-GFP és anti-GAPDH
elsédleges antitestekkel 2 6ran at szobahémérsékleten inkubaltam. 3 x 10 perc mosast kovetden
a membranokat HRP-konjugalt, anti-nyul masodlagos antitesttel 1 6ran at szobahémérsékleten
inkubaltam. Valamennyi antitestet 5% BSA-ban, TBST-ben higitottam. A GFP és GAPDH
jeleket az ECL Prime Western Blotting Detection Reagent segitségével tettem lathatova, és
ECL Hyperfilm-en hivtam elé.

3.7. Immunhisztokémia

A formalinnal fixalt, paraffinba agyazott transzgenikus majak k6zépso lebenyébdl 5 pm vastag
metszeteket készitettlink, amelyeket 56 °C-on egy ¢jszakéan at
melegitettiink/paraffinmentesitettiink. A paraffinmentesitést, a rehidratalast és az epitop-
feltarast PT Link késziilékben végeztiik. A mintakat anti-glypican-3 és anti-alfa-1-fetoprotein
elsddleges antitestekkel egy €jszakan at, vagy anti-FAH antitesttel 120 percig inkubaltuk. Az
elsddleges antitestek utan 30 perces, HRP-konjugalt nyul elleni masodlagos antitesttel torténd
festés kovetkezett. A jelolést az EnVision FLEX DAB+ kromogén rendszerrel vizualizaltuk,
majd a metszeteket 5 percig hematoxilin—eozinnal festettiik, ezt kovetéen a mintakat fedd
medium-mal fedtiik. A targylemezeket Panoramic Digital Slide Scannerrel digitalizaltuk, a

képeket pedig a BIAS szoftverrel elemeztiik.

3.8. Sztereomikroszkopos képalkotas



A transzgenikus majak eltavolitisa utan a szerveket kétszer mostuk 1xPBS-ben, hogy a
maradék vért eltavolitsuk. A felvételeket 100 W-os higanyldmpaval és a GFP és mCherry
fluoreszcencia detektalasahoz alkalmas filterekkel felszerelt Olympus SZX12 Fluorescence

Stereozoom mikroszkoppal készitettiik.

3.9. Fluoreszcens képalkotas

10* HeLa wWt/POLE4 KO sejtet iiltettem ki fluorokarbon folia aljti 96-lyuku sejttenyésztd
edényekre. 24 6ra elteltével Olaparib (10 uM) és hydroxyurea (2 mM) kezelést végeztem ijabb
24 6ran at, majd a sejteket 1XxPBS-sel mostam, és -20 °C-on, jéghideg metanollal 15 percig
fixaltam és permeabilizaltam. A fixalt sejteket ezutan vagy kezeletleniil hagytam 1xPBS-ben,
vagy RNase H enzimmel kezeltem 2,5 6ran at 37 °C-on. Ezt kdvetden a sejteket haromszor
mostam 1xPBS-ben, majd 3% BSA 0,1% TritonX-100 oldatban blokkoltam 45 percig
szobahdmérsekleten. Az S9.6 elsddleges ellenanyaggal torténd inkubacio egy éjszakan at, 4 °C-
on zajlott, amit masnap haromszori mosas kovetett. Ezutan a mintakat 1 6ran at inkubaltam
anti-egér masodlagos ellenanyaggal, majd a sejtmagokat 10 percig DAPI-val festettem. A Z-
stacket a VisiScope szoftverrel Spinning Disk konfokalis mikroszkopon 40x/0,6 objektivvel
készitettem. A képalkotast 405 és 561 nm-es didoda lézerekkel és Andor Zyla 4.2 PLUS
kameraval végeztem. A maximalis intenzitasi projekciok elkészitése utan a Z-stack-eket egy

CellProfiler pipeline-nal elemeztiik.

3.10. Statisztika
A statisztikai teszteket minden kisérlet legalabb 3 biologiai ismétlésén végeztiik a GraphPad

Prism szoftver segitségével. Az abrakat a BioRender segitségével készitettem.

4. Eredmények

4.1. Az elso kisérletsorozat eredményet

4.1.1. A PARP-gatlas transzkripcio-replikacios katasztrofat okoz az R-loop-ok felhalmozodasa
miatt a POLE4 hianyakor

A kisérleti adataim alapjan HU (hidroxiurea) kezelést kovetéen a POLE4 KO sejtek
¢letképessége szignifikansan alacsonyabb volt a vad tipust sejtekéhez képest, ami a POLE4
KO sejtek érzékenységét jelzi replikacios stressz alatt. Tovabba, mind a HU, mind a PARPi
kezelések fokozott R-loop felhalmozodast eredményeztek a POLE4 hianyaban. Eredményeim

azt mutatjak, hogy a PARP-gatlas rontotta az R-loop-ok eltavolitasat és csokkentette a



replikacidos villdk sebességét, amelyek egylittesen transzkripcio-replikacios katasztrofat
eredményeztek, €s erre vezethetd vissza a PARPi kezelés magas toxicitasa is POLE4 KO

sejtekben.

4.2. A mésodik kisérletsorozat eredményei

4.2.1. A HADHA/B kétiranya promoter in vivo alkalmazasa

Annak vizsgalatara, hogy a HADHA/B kétiranya promoéter megbrzi-e kiegyensulyozott
kétiranyu aktivitasat in vivo, egy 0j Sleeping Beauty transzpozon vektort hoztunk Iétre T2 tipust
ITR-ekkel, amelyben a HADHA/B promoter két, ellentétes DNS szalak altal kodolt
transzkripcids egység expresszidjat hajtja. Ebben az elrendezésben a promoter A oldala
biztositja az mCherry-T2A-Fah transzkriptum kifejezodését, mig a B oldalt egy polilinker
koveti, ahova a vizsgalni kivant onkogén illeszthetd be. Kisérleti rendszeriinkben a Fah
szelekcids markergénként szolgal, erds pozitiv szelekcids nyomast biztositva, mig az mCherry
fluoreszcens marker, amely lehetové teszi mind a Fah-alapu regeneracid, mind a potencialis
tumorképzddés, valamint a HCC esetleges metasztazisainak nyomon kovetését nem-invaziv
képalkotassal. A transzpozon plazmidokat a transzpozazt kodolo helper plazmiddal kombinalva
Fah KO egerekbe juttattuk, és 5 honappal késobb a transzgenikus majakat begyljtottiik.

Mind a transzgenikus szervek sztereomikroszkopos vizsgalata, mind az egérmaj-
homogenizatumokon végzett RT-qPCR mérések egyértelmiien jelezték, hogy a HADHA/B
promoter in vivo is megdrizte kiegyensulyozott aktivitasat. Ez kiilondsen fontos, mivel a
kapcsolt transzkripcios egységek Osszehasonlithatdo expresszids szintje elengedhetetlen a
kelléen er6s onkogén expressziohoz, és ezaltal a tumorigenezis indukcidjahoz, valamint a

mCherry-T2A-Fah stabil, a majregeneraciohoz elegendden magas szintii kifejezodéséhez.

4.2.2. A p53 tumorszuppresszor csendesitése szomatikusan transzgenikus egérmodelliinkben

A p53 expresszidjat egyetlen, p53-at csendesitd mikroRNS alkalmazasaval 47%-kal, mig két
kiilonb6zé p53 pri-mikroRNS hairpin haszndlataval 68%-kal sikeriilt szignifikdnsan
csokkenteniink. A HADHA/B promoéter mindkét oldalardl szarmazd transzgén-expresszio
enyhe, de nem szignifikdns csokkenést mutatott az expresszalt mikroRNS-ek szamanak
novelésével. A transzgén expresszid szintje alapjan feltételezhetd, hogy kevesebb processzalt
mesterséges mikroRNS mellett alacsonyabb szinten transzgént expresszalo sejtek szelekcids

elényre tettek szert a majregeneracid soran. Ezt az elképzelést az is alatamasztotta, hogy a



transzpozon-koépiaszam csokkendé tendenciat mutatott tobb  pri-mikroRNS hairpin

alkalmazasakor.

4.2.3. hRas®?¥ onkogént overexpresszalo transzgenikus méjak 1étrehozasa

A p53 csendesitett, hRas®'?V-t overexpresszald majakban az endogén p53 szintjének 58%-0S
csokkenését tudtam kimutatni. Emellett a ,,driver” konstrukciot hordozé majakban a Fah
expresszidjanak enyhe, de nem szignifikans csokkenése volt észlelhetd, mig a HADHA/B
prométer B oldala altal biztositott hRas®?" transzkriptum szintje szignifikdnsan alacsonyabb
volt a kontroll majakban mért GFP szintjénél, ami az upregulalt Ras/Raf/MAPK tutvonal
kedvezo6tlen hatasaira utal. Kisérleteinkben a korai HCC-k Gpc3-pozitivnak bizonyultak, mig a
kontroll majak nem fejezték ki a Gpc3 tumormarkert.

4.2.4. A hepatocellularis karcindma hosszu tavi paramétereinek jellemzése

Annak érdekében, hogy daganatképzddést mutassunk ki egy egyébként nem tumoros
kornyezetben, a hRas®?V-t és p53 mikroRNS-t hordozé ,.driver” konstrukciot egy olyan
terapids konstrukcidval kevertiik, amely elOsegiti a majregeneraciot, de nem idéz eld
tumorképzddést. Az allatok oltasat kovetd 5 honap elteltével hipervaszkularizalt, elérehaladott
majdaganatok alakultak ki. A tumorok hematoxilin-eozin festése soran tobb, a HCC-re jellemz6
hisztopatologiai jegy volt megfigyelhetd 1Ggy, mint a tumorsejtekben torténd
lipidfelhalmozodas. Ezenfeliil a majdaganatok immunhisztokémiai festése magas Gpe3-szintet
és intenziv Afp-expressziot mutatott a kontroll, regeneralt méjakhoz képest, ami elérehaladott

HCC kialakulasara utal.

5. Diszkusszid

A 2. kisérletsorozatban sikeresen karakterizaltam a HADHA/B kétiranyu promotert in vivo,
amely kiegyenstlyozott kétiranyt aktivitast mutatott. A viralis elemeket is hordoz6 mesterséges
promoterek robusztus génexpressziot biztositanak, azonban hasznalatuknak hatranyai is
vannak, példaul a rendellenesen magas expresszids szint okozta toxicitds, illetve a promoter
metilaciojanak nagy valdszinlisége, ami a transzgén expresszid meredek csokkenéséhez vagy a
transzkripcios kazetta teljes leallasahoz vezethett A HADHA/B endogén promoter
alkalmazasaval a toxicitas elkeriilhetd, és mozaicizmus nélkiil tapasztaltunk stabil transzgén
expressziot. Egy ilyen sokoldalt biotechnologiai eszkéz nemcsak a rédkkutatasban, hanem
génterapiaban is értékes lehet, ahol terapias fehérjék egyiittes, kiegyensulyozott expresszidjara

van sziikség.



Az U6-promoter altal hajtott, génexpresszio in vivo csendesitésére széles korben alkalmazott
ShRNS-alapti géncsendesités okozta toxicitas elkeriiléséhez sikeresen optimalizaltuk a
mesterséges mikroRNS-alapu géncsendesitést. Az optimalizalds soran kulcsfontossagu volt
elérni a mikroRNS-t hordoz6 transzkriptumok megfeleld mennyiségét, amelyek érés utan az
RNS-indukalt csendesité komplexbe (RISC) t6ltddnek a hatékony géncsendesités érdekében,
ugyanakkor nem okoznak nemkivéanatos mellékhatdsokat a kis RNS utvonalak tultelitésével.
Ezért allatmodelliinkben introni mikroRNS expressziot alkalmaztunk, amelynél a mikroRNS a
transzgén kifejez0déssel parhuzamosan processzalddik anélkiil, hogy gatolna a transzléaciot.
Az RT-qPCR méréseim azt mutattak, hogy a HADHA/B promoter altal hajtott mCherry-T2A-
Fah és GFP expresszié megkozelitdleg kilencszerese volt az Rpl27 haztartasi génrdl torténd
expresszionak. Ez az expresszios szint elég magas ahhoz, hogy in vivo hatékony géncsendesitést
biztositson, de nem til magas ahhoz, hogy megterhelje a kis RNS tutvonalakat, szemben az U6
promoter altal vezérelt, Pol-11I medialta expresszidval.

Kisérleteink egyértelmi kiilonbséget mutatnak a mikroRNS-ek hatékonysagaban a GFP (96%-
os csendesités) és a p53 (egyetlen mikroRNS-sel 47%-os csendesités) csendesitése kozott.
Ennek oka a transzgenezis altal érintett sejtpopulacioval magyarazhatd. A GFP expresszioja és
megkdzelitdleg felét jelentd hepatocitak voltak. Ezzel szemben a p53 mikroRNS-t csak a
transzgenikus hepatocitak hordoztak, ugyanakkor a maj Gsszes sejtje expresszalja a p53-at, és
az RT-gPCR-t teljes m4j homogenizatumokon végeztem. Ennek megfelelden, a hepatocitak
aranyaval torténd korrekci6 a p53 mikroRNS hatékonysagat a GFP mikroRNS szintjére emeli,
ami igazolja rendszeriink konzisztens miikodését.

A hatékony géncsendesités ellenére nem észleltiink daganatképzddésre utald jeleket a
transzgenikus majakban, amely megfeleltethetd az irodalmi adatoknak, mivel ismert, hogy
mind a p53 heterozigdta, mind a génkiiitott egerek tobbnyire malignus limfomat fejlesztenek,
de HCC-t nem.

A HADHA/B promoterrel 1étrehozott kétiranyt transzkripcios egységek alkalmazasaval sikeriilt
minden célsejtben egyidejilleg modositanunk az Osszes vizsgalt ,driver” gén expressziojat,
potencidlis tumorinditdé gocokka alakitva azokat. Emellett a célsejtek szdmanak
maximalizdlasdra a hiperaktiv SB100X transzpozazt alkalmaztuk. Kovetkezésképpen
transzgenikus egérmaj-modelliinkben a tumoriniciacié nagysagrendekkel tobb sejtbdl indulhat
meg, mint barmely kordbbi modellben, ezaltal rendszeriinket minden eddiginél alkalmasabba

téve a kis penetranciaju ,,driver” mutaciok validalasara.



A hRas®?V overexpressziojaval és a p53 csendesitésével tumormodellt hoztunk létre, mivel
mind a Ras onkogén aktivacidja, mind a p53 deregulacidja szamos rak ,,fémjegy” (Hallmarks
of Cancer) kialakulasdhoz hozzajarul, igy ez a driver kombinacio alkalmas arra, hogy
megmutassa, a HCC egyes jellemz6i miként jelennek meg a tumor kialakulasa soran.
Sikeresen igazoltuk a kontrollalatlan sejtosztodas megjelenését azaltal, hogy szignifikdnsan
tobb Fah-pozitiv sejtet detektaltunk a hRasG12V mutéans izoforma jelenlétében 5 héttel az oltés
utan. Sikeriilt csendesiteniink a p53-at, amely a G1/S sejtciklus ellen6rz6 pont 6 koordinatora,
elkeriilve ezzel az onkogén-indukalta szeneszcenciat (OIS). Az OIS elkeriilése megteremtette
az alapot a két ,.driver” funkcionalis szinergidjahoz. Tovabba a p53 csendesitése altal a
tumorsejteket a rezisztensekké valtak sejthalallal szemben, és a kevert ,,driver” és terapias
transzpozonok egyiittes hasznalata az injekciot kovetd 5 honapra eldrehaladott tumorok
kialakulasahoz vezetett. Mind a konstitutivan aktiv hRas overexpresszioja, mind a p53
tumorokon megjelend elagazo, sériilékeny erek is bizonyitottak. Az eldrehaladott HCC
tumorok hematoxilin-eozin  festésén abnormalis kromoszomaszegregaciot —mutatd
tumorsejteket lathattunk, ami a genominstabilitas egyértelmii jele volt. Emellett a festésen
egészséges majszovetbe infiltralodo tumorsejtek is lathatoak, ami a metasztazisra vald képesség
egyértelmi bizonyitéka.

A fent felsorolt elényoket figyelembe véve allatmodelliink alkalmas lehet gyogyszerjeloltek-
molekulak in vivo hatékonysaganak tesztelésére eltérd genetikai hatterii tumorokban, valamint
mas daganatellenes szerekkel kombinalva is.

Nemrégiben leirtak, hogy a HCC-betegek tobb mint 80%-anak HR-deficiens tumora van.
Ezenfeliil a HBx virdlis fehérje HR deficienciat okoz, ¢és 6t HCC esetbdl négyben
expresszalodik, mivel a HBV-fertézés a HCC kialakuldsdnak leggyakoribb oka. Ennek
megfelelden egyre nagyobb az igény a szintetikus letalitdson alapulo PARPI-terapia
hatékonysaganak vizsgalatara a HCC kezelésében.

Az 1. kisérletsorozatunkban jelentds Iépést tettem a POLE4 molekuléris szerepének
megértésében a PARP-gatlok irdnti érzékenység vonatkozésadban. A kisérleti adataim alapjan
mind a PARP1, mind a POLE4 részt vesz az R-loop-ok feloldasaban, de eltér6é utvonalakon,
ami megmagyarazza a PARPi-érzékenységet, a POLE4 hidnyaban. Ez a POLE4-et a PARP-
gatlokon alapuld daganatterapiak igéretes célpontjai k6zé emeli. Korabban a POLE4-et
potencialis biomarkerként irtak le HCC-ben.

Kisérleti rendszeriink igy alkalmas lehet a PARPI-érzékenység/rezisztencia mogottes

molekularis mechanizmusainak feltarasara HCC-ben, kiilonboz6 genetikai hattereken.



6. Az 01j eredmények Osszefoglaldsa

e Bemutattuk, hogy a POLE4 hianya esetén az R-loop-ok szamanak megnovekedése

hozzajarul a sejtek Olaparib érzékenységéhez.

e Sikeresen jellemeztiik a HADHA/B kétiranyu promoter kiegyenstlyozott aktivitasat in

Vivo.

e A HADHA/B kétiranyu prométert 1j kontextusban alkalmaztuk az in vivo szomatikus

transzgenezis soran.

e Az EEF1Al intronbol expresszalt mesterséges mikroRNS-ek alkalmazasaval

megoldottuk az in vivo géncsendesités széles korben ismert toxicitasi problémait.

e Rendszeriink hasznalhatésagat tumorbioldgiai szempontbdl is bemutattuk: nagy
ateresztoképességli platformot kinalunk a ,,driver” mutaciok validalasara, valamint tobb

tumormodell parhuzamos, gyors €s hatékony létrehozasara.



