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ROVIDITESEK JEGYZEKE

ASO: (Assembly-Site Occlusion)

Aza: 5-Aza-cytidine

CAG: kompozit promoter (CMV enhancer — chicken f-actin — rabbit f1-globin)
cDNS: RNS reverz transzkripciojaval eléallitott DNS (complementary DNA)
CMV: citomegalovirus promotere

Ct: qPCR soran mért fluoreszcencia kiiszobérték, ciklusszam (threshold cycle)
Cre: Cre rekombinaz

DDE(D): transzpozaz csalad katalitikus helyét kialakito aminosavak jelolése (Asp, Asp, Glu(Asp))
DR: (direct repeat)

DSB: (douple stranded break)

dsDNS: (double stranded DNA)

FACS: (fluorescence-activated cell sorting)

FLP: FLP rekombinaz

for: (forward)

FRT: FLP rekombinaz altal processzal6do szekvencia

gDNS: genomialis DNS

GFP: (green fluorescent protein)

HEK-293: (human embryonic kidney 293)

HeLa: méhnyakrak sejtvonal (Henrietta Lacks)

HSC: (hematopoietic stem cell)

HUES9: (human embryonic stem cell 9)

hyPB: (hyperactive PB)

iPS: (induced pluripotent stem cell)

IS: (insertion sequence)

ITR: (inverted terminal repeat)

IRDR: (inverted repeat direct repeat)

IRDR-L: (IRDR-Left)

IRDR-R: (IRDR-Right)

kb: kilobazis

LINE: (long interspersed nucleotide elements)

lox: Cre rekomibnaz altal processzalodo szekvencia (I0xP)

LTR: (long terminal repeat)



L1: (LINE-1)

MITE: (miniature inverted-repeat transposable element)
mp: masodperc

MPB: egérre kodonoptimalizalt PB

NHEJ: (nonhomologous end joining)

OPI: (overproduction inhibition)

ORF: (open reading frame)

pA: elsddleges RNS transzkriptum terminaciojat és poliadenilacidjat kivaltod szignal (polyA)
PB: (piggyBac)

PBS: (primer binding site)

PCR: (polymerase chain reaction)

PEC: (Paired End Complex)

PGK: foszfo-glicerat kinaz gén promotere
pPiRNS: Piwi fehérjével interaktald kis RNS
POL: (DNA polymerase)

gPCR: (quantitative PCR)

gRT-PCR: (quantitative reverse transcription PCR)
RC: (rolling-circle)

rev: (reverse)

RT/En: (reverse transcriptase / endonuclease)
RNaz: ribonukleaz

RPPH1: RNaz P HI RNS komponense

RQ: (relative quantity)

SB: (Sleeping Beauty)

SEC: (Single End Complex)

S-NEC: (Synapsis by Naked End Capture)
SV40: simian virus 40 promotere

TSA: trichostatin A

TSD: (target site duplication)

V(D)J: (variable diversity joining)

3’UTR: (3’ untranslated region)

5°UTR: (5’ untranslated region)



1. BEVEZETES

A mozgd genetikai elemeket (virusok, transzpozonok) sokdig a genom ,,parazitdinak”
tekintették, hisz egyetlen céljuk 6onmaguk genetikai anyaganak sokszorozasa. A transzpozonok
részletes tanulmanyozéasa azonban ravilagitott arra, hogy aktiv kdlcsonhatasuk a gazdagenommal
olyan sikeresebb fajtak evolvaldodasat tette lehetdvé, melyek fennmaradasuk érdekében kevésbé
invazivak a genom szamara, igy hosszabb tartézkodasuk jelentésen formalhatja azt [1, 2].
Szemben a pontmutéciokkal a transzpozonok nagyobb 1éptékii valtozasokat okoznak a genomban.
Mivel a genomban tobb helyen el6fordulé homoldg szekvenciakrol lehet szo, aktivitasuktol
fliggetlentil is formaljdk a genomot az egyenlétlen (nem homolog kromoszémarészek kozotti)
crossing over-nek koszonhetéen. Utobbi jelenség szerepet jatszhat a kdpiaszam variansok (copy
number variations) 1étrejottében, ahol a kiindulasi kopiat ismétlodé szekvenciak hataroljak [3-5].
A homolog rekombinacié ,,tévedései” akar teljes kromoszomalis atrendezédéseket is okozhatnak,
melyekre eldszor genetikai betegségek kapcsan dertilt fény [6].

Szamos genom a transzpozonok végleges inaktivacidja helyett expresszidjuk
csendesitésével védi a genom stabilitasat [7]. A transzpozonok aktivitasanak megtartasa
feltehet6en evoluciods elényt biztosit a gazdagenom szamara. Az epigenetikai Gjraprogramozasnak
koszonhetben csirasejtekben és embrionalis Ossejtekben, valamint emlésok esetén neuralis
progenitor sejtekben is aktivalodnak egy rovid idére [8-10]. gy nem csak a csiravonalas
variabilitishoz, de a szervezet mozaikossagihoz is hozzajarulnak [11, 12]. ElesztSben,
novényekben ¢és gyiimdlcslégyben stressz hatdsara aktivalédnak az egyébként csendesiilt
formaban jelen 1év6 transzpozon szekvencidk, ezaltal jelents szerephez juthatnak az
adaptalodasban [13-15]. Az emlés genom meglehetdsen magas transzpozontartalma (45%) felveti
azt a hipotézist, hogy a genom méretének a ndovekedésével egyiitt a speciacidban is szerepiik
lehetett. Ezt alatdmasztani latszik az a tény, hogy mas genomok fiatalabb transzpozon
szekvencidkat tartalmaznak, a régiek valoszintlileg deletalodnak, ha a gazdaszervezet szamara
nincs elényiik [1, 16].

A transzpozonok jelentéségét noveli a domesztikacid jelensége. A gerincesek adaptiv
immunitdsa nem létezhetne az ellenanyag gének V(D)J rekombindcidja nélkiil, melynek
mechanizmusa a DNS transzpozonok kivagasi Iépésével azonos, és domesztikalodott
transzpozazok (RAG1/RAG?2) végzik [17]. Telomeraz enzimiink reverz transzkriptaz aktivitassal
rendelkezik, és RNS templatot hasznal a kromoszémavégek replikaciojanak befejezéséhez [18]. A
telomeraz transzpozon eredetét timasztja ala a gyiimolcslégy telomerszerkezete, amely tandem

retrotranszpozon elemekbdl &ll, és amelyekrdl bebizonyitottdk, hogy preferencidlisan oda
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integralodnak [19]. Szamos transzpozaz struktaraju fehérje ismert, melyeknek a sejtben betoltott
funkcidja részben vagy teljesen eltér az eredetit6l [20]. Sokak szerepe még egyaltalan nem ismert.

A virusok és transzpozonok genetikai eszkozként valo felhasznéaldsa forradalmasitotta a
biologiai kutatdsokat, mind a mutagenezis, mind a génbeviteli eljardsokban vald alkalmazasuk
kapcsan. Kiemelkeddek a funkcionalis genetika, illetve a rakkutatas teriiletén elért eredmények
[21, 22]. A transzpozonok génterapids alkalmazasa gyogyithatatlan betegségek kezeléséhez fiiz
nagy reményeket [23]. Doktori témam keretében a DNS transzpozonok génbeviteli
alkalmazasanak lehetOségeit és korlatait vizsgaltam emlds rendszerekben. Ebbdl kifolyolag, a
teljesség igénye nélkiil, dolgozatom a tovabbiakban a transzpozonok tulajdonsagaira ¢és

eszk6zként vald hasznalatukra fokuszal, kiilonos tekintettel az eukaridta DNS transzpozonokra.

2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1.  Transzpozonok osztalyozasa és felépitése

A transzpozici6 koztes terméke alapjan két nagyobb csoportot kiilonboztetiink meg [8]. A
retrotranszpozonok vagy ,,Class 1” transzpozonok a DNS-iikr6l atirt RNS transzkriptumot
igényelnek, és ,,copy and paste” (masolas és beillesztés) modon terjednek. Ennek megfeleléen
eredeti helyiikon is megmaradnak. A retrotranszpozonok az integraciot megeléz6en minden
esetben atirjadk RNS-iket DNS-é. Ez a reverz transzkripcio folyamata, amely specifikus
enzimaktivitast igényel. A ,,Class II” csoportot képviselik a DNS transzpozonok, akik kizarolag
DNS szubsztratot igényelnek, és klasszikus képviseldi ,,cut and paste” (kivagas és beillesztés)
modon terjednek, igy a transzpozicid végeredményét tekintve eredeti helyiikon nem maradnak
meg. Fontos megemliteni, hogy a klasszikus DNS transzpozonokon kiviil l1éteznek ,,copy and
paste” modon terjedd DNS transzpozonok is, melyek a magasabb rendliekben kevésbé terjedtek
el, ezért gyakran kihagytak Oket a transzpozonok csoportositasabol. A  Helitronok
ujrafelfedezésével a replikativ (tobbszor6zé) DNS transzpozonokat is ,,szamon tartjak”. Szamos
fiatal, kovetkezésképp nemrégiben aktiv kopiajukat emldsokben (pl. denevérekben) is megtalaltak
[24]. A teljesség kedvéért tehat a DNS transzpozonok replikativ és nonreplikativ csoportokra
oszthatok tovabb.

A szekvencialis 0Osszetétel alapjan megkiilonboztetiink autonom és nem autondém
transzpozonokat. Transzpozonnak tekintheté minden olyan DNS szakasz, amely mobilis genetikali
elemként miikddhet. Az autondom transzpozon DNS magédba foglalja a mozgatisaért felelds

minden elemet — a transzpozaz funkcié elemeit is. fgy ha tjonnan keriil valamely naiv genomba,
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ahol expresszalodni (kifejez6dni) is tud, dGnmagaban képes biztositani sajat maga terjedését. A
nem autoném transzpozon Onmagaban nem képes mobilizalodni, viszont tartalmazza a
transzpozonként vald felismeréshez és a processzalashoz sziikséges szekvencidkat. A nem
autonom elemek a transzpozicidhoz transz mdédon biztositott transzpozdz funkciot igényelnek.

A transzpoziciés mechanizmusokkal foglalkoz6 tudomanyos tarsadalom transzpozaz
fehérje csaladok alapjan csoportositja a transzpozonokat 5-féle csalad megkiilonboztetésével, ami
tovabbi szamtalan részben vagy teljesen kiilonb6z6 transzpoziciés mechanizmust kiilonit el [25].
Legszamosabb csalad a DDE(D)-tipust transzpozazok csaladja, Asp-Asp-Glu(Asp) katalitikus
centrummal rendelkezik [26], a klasszikus DNS transzpozonok nagy része ide tartozik (pl.: IS, Ac,
P, Tc, mariner, hAT). A ,,cut and paste” DNS transzpozazok masik része a szerin (S) vagy a
tirozin (Y) rekombinazok tagjai. Szinte kizardlag baktériumokban fordulnak el6, amely
tudomanyteriileten konjugativ elemekként szoktak oOket emliteni [27]. Ide tartozik pl. az F
plazmid, A fag, és a P1 fag (Cre/lox rendszer). Az RC (rolling-circle) transzpozazok egyike a mar
emlitett Helitron csalad [28]. Az o6todik csalad kiilonbozik a tobbi rekombinaz tipusu
transzpozaztol, mert tagjai reverz transzkriptaz, valamint endonukledz aktivitasok
kombinaciojaval rendelkeznek (RT/En), ¢és az altaluk képviselt retrotranszpozonok a
legelterjedtebbek példaul emlésokben. Jelen dolgozat csak a leggyakoribb, illetve legismertebb
transzpozon tipusokkal foglalkozik, nem kisebbitve ezzel az ¢élovilagban eléforduld
transzpozonok sokszinliségének jelentOségét.

Szekvencialis felépitésiiket tekintve a klasszikus DDE(D)-tipust DNS transzpozonok
mindkét végiikon specifikus szekvenciakat (ITR — inverted terminal repeat) tartalmaznak, melyek
a transzpozaz kotéséhez és a vagashoz sziikségesek (LA abra). A végek kozott foglal helyet a
transzpozaz enzim transzkripcios egysége. Gyakran kettds repeat-ek jellemzok mindkét végen,
melyek koziil a belsé repeat felelds az enzim felismeréséért és kotéséért, a kiilsé pedig a vagas
helyének meghatarozasara szolgal. Egyediség a DNS transzpozonok kozott, hogy az 5’ nem
transzlaloddo (5’UTR) szekvencia tartalmazhatja a transzkripciohoz sziikséges promoter
szekvenciat. Ennek hianyaban csak abban az esetben tud kifejezddni a transzpozéz funkcid, ha az
integracid aktivan 4atir6d6 génbe vagy valamely promoter kozelébe torténik, kihasznalva a
gazdagén promoteraktivitasat. A piggyBac csalad egyes tagjaiban splice-akceptor hely talalhato
kozvetleniil a transzpozaz kodold rész elott, ami lehetévé teszi, hogy a génbe integralddott
transzpozon kodold része bekeriiljon egy érett MRNS-be [29]. Az ilyen promdter nélkiili elemek

esetén a génekbe torténd integracio preferenciaja is gyakran megfigyelhetd.
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1. abra. Transzpozonok felépitése.

(A) Klasszikus DNS transzpozon a végeken specifikus felismerd szekvenciakkal (ITR — inverted terminal
repeat), koztik a transzpozdz enzim transzkripcios egysége. (B) LTR (long terminal repeat)
retrotranszpozon ¢és retrovirus szerkezete. (C) Non-LTR retrotranszpozonok egyik aktiv képvisel6jének a
LINE-1-nek a szerkezete. Szerkezeti egységekrdl 1d. bévebben a szovegben. (Bao, Biol Reprod, 2012,

abraja alapjan.)

A retrotranszpozonok szerkezetét tekintve két jelentds csaladot tartanak szamon. A
virusszerii vagy mas néven LTR (long terminal repeat) transzpozonok mindkét végiikon LTR
szekvenciat tartalmaznak (1B abra). Endogén retrovirusként (ERV) is emlegetik 6ket, mivel
szerkezetiik és mitkodésiik a retrovirusokéhoz hasonlo, azzal a kiillonbséggel, hogy a sejtek kozotti
mozgas képességéért felelés gént (ENV — envelope) elvesztették [30]. A POL (DNA-polymerase)
gén kodolja a reverz transzkriptazt, az integrazt (DDE(D)), valamint proteaz aktivitassal is
rendelkezik az egyben transzlalodo fehérje egységek processzalasara. A GAG fehérje koti a virus
RNS-t, és virusszerli partikulumot képez a citoplazmaban, ebben zajlik a reverz transzkripcio.

Masik tipusa a retrotranszpozonoknak — non-LTR retrotranszpozonok — fehérjekodolod
génekhez hasonld struktirat mutat az elején promoterrel, a végén pA (terminacids ¢és
poliadenilacios) szekvenciaval (1C abra). Legjelentdsebb tagjaik a LINE-ok (long interspersed
nucleotide elements) és SINE-ok (short interspersed nucleotide elements), melyek az emlds
genom legnagyobb részét alkotjak. A féemlésokben a SINE-0k tobbségét az Alu szekvenciak
adjak. A SINE-ok nem autonom transzpozonok, a LINE-ok transzpozaz funkcioja terjeszti 6ket. A
LINE-1 (L1) transzkriptum két ORF-et (open reading frame) tartalmaz, amely két kiilonb6zo
fehérje transzlaciojaért felelos [31]. Az ORF1 feladata az RNS kotése, az ORF2 reverz

transzkriptaz és endonukleaz aktivitassal rendelkezik (RT/En tipust transzpozaz).



2.2. Class | transzpoziciés mechanizmusok

2.2.1. LTR retrotranszpozonok

Az LTR szekvencianak jelent6s promoter aktivitasa van. Ennek kdszonhetéen nem csak a

transzpozon tartalom atirasat inicialhatja, hanem az integracié kornyezetében az endogén

szekvenciak transzkripcidjat is aktivalhatja [32]. Az LTR struktura szekvencialisan haromféle

elembdl épiil fel [25]: U3 (unique to the 3’ end) az RNS 3’ végére jellemz6 szekvencia, R (repeat)

szekvencia mely az RNS mindkét végén megtalalhatd, U5 (unique to the 5’ end) az RNS 5’

végére jellemzo (2. abra).

LTR LTR
| [O3[RIUS] [U3[R]US] |

|

R U5 PBS U3 R
i/\/'\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\./\/\/\.f\/\/\/\/\f\)
R U5 PBS U3 R
}/“f\/\f\./ NNANNNANNNANAN

N l J

PBS U3 R U5 PBS
PNANNNNANNNNNNANNNANANNANN
PBS U3 R U5 PBS
AT AYAN FATAAN NV mna)
PBS U3 RUS Pj
U3R U5 PBS l U3 RUS

PBS
[U3RUS]

2. abra. LTR retrotranszpozonok
transzpozicios mechanizmusa.

Cellularis tRNS két 1épésben inicialja a cDNS
szintézist a transzpozon RNS templaton.
Lépésekrol 1d. bovebben a szdvegben. (Curcio,
Nature Reviews Molecular Cell Biology, 2003,

abraja alapjan.)

Az RNS transzkriptum és a rdla
transzlalodd  fehérjék  viruspartikulumot
alkotnak, amely egy cellularis tRNS-t
(transzfer RNS) is magaba zar. Utdbbi az
RNS templaton két 1épésben inicidlja a
cDNS (komplementer DNS) szintézisét. Els6
Iépésben a tRNS a transzpozon RNS 5’
végére jellemzé US szekvencia belséoldalan
elhelyezked6é PBS-hez (primer binding site)
kotédik komplementer bazisparok
segitségével. Ennek kdszonhetden eldszor az
RNS 5 vége irodik at cDNS-¢é, melynek a
végére az R szekvencia keriil. Ezt kovetéen a
RNaz-H
aktivitasa a hibrid duplex RNS szalat

reverz  transzkriptdz ~ (POL)

visszabontja, ennek eredményeként a cDNS
elongatum R szekvencidja tulnyulé formaban
szabadda  valik, ¢és a  szekvencia
komplementaritasa miatt az RNS 3’ végén
talalhatdo ugyanilyen traktushoz kotédik (2.
abra). Ez mar lehet6vé teszi, hogy az egész
transzpozon RNS 4tirodhasson c¢DNS-¢

(masodik iniciacios 1épés).
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Az RNaz-H aktivitisnak koszonhetéen az RNS-cDNS hibrid RNS komponense parcialisan
degradalodik, majd a megmaradt kozbiils6 RNS darabok valamelyikének 3°-OH vége elinditja a
cDNS plusz szalanak szintézisét, igy a transzpozon 3’ vége mar dupla szaltiva valik. Ennek a
végén a templatot mar az a cDNS elongatum szolgéltatja, amely a tRNS elsd inicidcios 1épésében
lemasolta az U5 szekvenciat is. igy a cDNS plusz szalanak végére U5 és PBS szekvencia keriil.
Mivel az utdébbihoz a tRNS RNS komponense szolgéltatta a templatot, a hibridbdl ismét
degradalodik az RNS, mikdzben tilnytlé formédban szabadda valik a transzpozon 3° végén a PBS
szekvencia. Végiil ez a tulnyaldé vég komplementer bazisparok képzésével a masik oldali
egyszalas véghez kapcsoldodik, ami templatot szolgaltat az egyes DNS szalak 3° végeinek
A bonyolult folyamat eredményeként mindkét végre rakeriil az LTR szekvencia (2. abra). A
tRNS masodik iniciacios 1épése, valamint a két DNS vég kapcsolddasa atmeneti kovalens kotés
nélkiili cirkuléaris formdban zajlik, a 2. dbra az érthetdség kedvéért linedris formdban abrazolja az
eseményeket.

Az LTR retrotranszpozonok integracioja a DNS transzpozonokhoz (DDE(D)) hasonld
moédon zajlik a POL fehérje integraz aktivitasanak koszonhetéen, melynek eredményeként a
célszekvencia néhany nukleotidos ismétlddése (TSD — target site duplication) figyelheté meg a
transzpozon integraci6 mindkét oldalan [25, 33]. A folyamatot a DNS transzpozonok
transzpozicids mechanizmusanak leirdsa részletezi. Az LTR retrotranszpozonok mutagén
potencialja az inzercid helyének szekvencialis ,,atalakitasaban” rejlik. A retrotranszpozonok dupla
kiilonbozik a DNS transzpozonokra szintén jellemzé DDE(D) tipust integraciotol. Az Y
rekombinazok (ld. 2.3.1 fejezet) reverz transzkriptaz aktivitassal rendelkezé tagjai tartoznak ide
(pl. DIRS1 csalad). Ennek soran kovalensen folytonos cirkularis dSDNS intermedier integralodik,
mely nem tartalmaz LTR szekvenciat [25, 34]. KépviselGiket egysejtiickben, illetve férgekben
talaltak meg, kevésbé elterjedtek.

2.2.2. Non-LTR retrotranszpozonok (L1)

A non-LTR retrotranszpozonok 5’UTR-ében talalhatd promoternek kdszonhetéen az RNS
polimeraz II atirja a transzpozont mRNS-¢é. A transzkriptum normal moédon processzalodik és
keriill ki a citoplazmaba, ahol a bicisztronos mRNS-r61 két fehérje transzlalodik. Az ORF1 és
ORF2 az mRNS-sel ribonukleoprotein (RNP) komplexet képez a citoplazmaban. Az ORF1

crer
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Trimer formajaban kotédik a teljes mRNS-hez, igy chaperonként is funkcional, ndvelve annak
stabilitasat. Az ORF1 cisz-preferenciat mutat a sajat RNS-éhez, igy az egyéb cellularis mRNS-ek,
valamint nem autonom elemek retrotranszpozicidja limitalt. Nem tisztazott pontosan, hogyan
keriil be a sejtmagba az RNP, ahol az ORF1 mar gyakran nem mutathato ki [31]. Az L1 kizardlag
osztodo sejtekben képes a transzpoziciora [35], ezért elképzelhet6, hogy a sejtmag atmeneti
helyén kapcsoltan zajlik az integracio és a reverz transzkripcio, melyet célhely inicilta reverz
transzkripcioként emlitenek (TPRT — target-primed reverse transcription) [36]. Ennek elsé
1épéseként az ORF2 endonukleaz aktivitasanak koszonhet6en elvagja egy T-ben gazdag cél DNS
szekvencia oligoT-t tartalmazo6 szalat (3. abra).

= A keletkezett ,,nick” (hasitas a dSDNS egyik
RRRRRRRRRRRRRNRNRIINN "

szalan) lehetévé teszi, hogy az RNS polyA
T a) Elsé szal vagasa

+ ‘ c) Masodik

T szal vagasa
s T szekvenciajaval. A folyamat DNS primer-t

vége komplementer bazisparok képzésével

kapcsolodjon a  DNS  szdl  oligoT

(3°’-OH vég az egyszalas templaton)

b) Reverz
transzkripcio

A d) Integracio

TSD | =) TSD

szolgéaltat az L1 RNS reverz

I[O

transzkripcidjdhoz. A cél DNS masik

szalanak véagasa eltoltan, tehat nem ugyanott

torténik, ahol az els6. A folyamat befejezd

4= ) DNS szintézis

TSD ’ 1SD

3. abra. Non-L TR retrotranszpozonok

1épései nem teljesen tisztazottak. A cDNS 3°-

OH vége integralodik a célhelyre a gDNS

masik dupla szdlu végének megfeleld

kapcsolodva. Az RNS

szalahoz

transzpozicios mechanizmusa.
A cél DNS helyén kapcsoltan zajlik az integracio

és a reverz transzkripcid (célhely inicialta reverz

eltavolitasaval a javitd rendszer helyreallitja
a cDNS komplementer szalat a célhelyen. A

cél DNS eltolt hasitasat magaba foglalo

transzkripeio  — TPRT). (Ostertag, Annual szekvencia a transzpozon integracié mindkét

Review of Genetics, 2001, abraja alapjan.) oldalan megtalalhat (TSD).

Gyakori jelenség, hogy az integracidok tobbsége a transzpozon 5’ végén csonkolt és az
ORF1 kodolo rész teljesen vagy részben hianyzik. Az L1 transzpozonok atlagos hossza 1 kb
(kilobazis), ami hatoda a teljes L1 méretének [16]. A reverz transzkripcié minden bizonnyal nem

fut végig az RNS templaton, igy az 0j integraciok tobbsége nem eredményez autonom
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transzpozont, hisz a transzpozon mMRNS fogvatartasihoz az ORF1 fehérje sziikséges. A csonkolt
integraci6 valoszintsitheté oka, hogy a célhelyen a masik DNS szal vagasa a reverz transzkripcid
befejezése elott megtorténik, amely az integracid ido eldtti befejezését indukalhatja.

Az L1 aktivitas csillapitasanak egy masik oka, hogy az endogén L1 kodold elemek
transzkripcids elongacidja meglehetdsen lassu, még a legaktivabb L1 kopidk esetében is [37].
Ezek sejttenyészetben alkalmazott mesterségesen magas szintii expressziodja sem eredményez jol
detektalhatd RNS-t és fehérjét. Barmely kodold génbe kisérletesen beillesztve az L1 ORF-eket,
annak transzkripcidja szignifikansan csokken az L1 orientaciojatol fiiggetleniil, mely
statisztikusan is igazolhatd in vivo. Szignifikansan tobb az L1 inzercié az alacsonyabb szinten
expresszald génekben, mint azokban, melyek expresszidja magas [37].

A non-LTR retrotranszpozonok mutagén potencidlja nem csak az inzercid helyének
mutagenezisében rejlik, transzdukald képességiik is jelentds. A transzkripcid esetenként nem
termindlodik a pA szigndl altal meghatirozott modon, igy cellularis szekvenciak is atirodnak a
retrotranszpozon mMRNS-ébe. Ezek a hosszabb-rovidebb genomialis szakaszok igy mas lokuszra
kertilnek a genomban. Az L1 inzerciok 20%-a tartalmaz 3’ oldali transzdukalt szekvenciat [38].
Ilyen modon egyes gének akar 0j exonokra is szert tehetnek (exon shuffling), de szamos példat

talaltak szabalyozo szekvenciak pl. prométerek shuffling-jara is.

2.3.  Class II transzpozicios mechanizmusok

2.3.1. Konjugativ elemek (S és Y rekombinazok)

A konjugativ elemek olyan ,,cut and paste” tipusi DNS transzpozonok, melyek hosszabb-
rovidebb ideig kovalensen folytonos cirkularis formaban vannak jelen a prokaridta sejtben. A
konjugativ elnevezés onnan ered, hogy gyakran az egyik sejtbdl a masikba torténd atjutast is
lehetévé teszik [27]. Helyspecifikus rekombinaciéjuk mind a donor- mind a célhelyen specifikus
szekvenciakat igényel, melyeket a rekombinazok felismernek és kotnek (4A abra). Ezek a
szekvencidk homologok, és csak abban az esetben katalizalnak integraciot, ha kiilonb6zo
molekulan vannak, illetve abban az esetben vagodnak ki, ha azonos molekulan talalhatok. Az S és
Y rekombinazok a reakci6 sordn minden esetben kovalensen kotik valamelyik DNS szal végét. A
dsDNS nick-elésével kapcsoltan az S rekombinazok esetén foszfo-szerin, az Y rekombinazok
esetén foszfo-tirozin kotés jon 1étre (4B abra). A donor- és a célhelyen kotott rekombinazok
dimerizaciojaval (szinapszis) a szerin, illetve a tirozin atadja a DNS véget a masik helyen

szabadon all6 DNS végnek (transz-észterifikacié vagy strand transfer). A komplementer DNS

13



szal donor-cél keresztkotése hasonldan zajlik, az S rekombindzok esetén egyidejiileg-, az Y
rekombinazok esetén egymast kovetden valosul meg. Az Osszesen négy DNS szal

processzalasaban négy transzpozaz monomer vesz részt, melynek eredményeként nincs TSD.

A

Kivagas

<€
. W
l, Integricié
—f o —

B

Kovalens
intermedier

; Keresztkotés

4. abra. Konjugativ elemek transzpozicios mechanizmusa.
(A) Konjugativ elemek helyspecifikus integracioja és kivagasa. (B) Tirozin rekombinazok miikodési
mechanizmusa. Lépésekr6l 1d. bévebben a szdvegben. (Semsey Szabolcs Géntechnologia cimi

eléadasabraja alapjan.)

Erdemes megemliteni, hogy néhanyan megkiilonboztetik a transzpozazokat a
rekombinazoktol, melyek ugyanilyen mechanizmussal integralédnak és vagoédnak ki azzal a
kiilonbséggel, hogy a transzpozazok kiilonb6zo célhelyekre is képesek integralodni gazdasejttol
fliggben [25]. Ezzel ellentétben a rekombinazok szekvenciahomologiat igényelnek a donor- és

célhely kozepén (core régio), melyek kozott a bazisparosodas krucialis az integracio és kivagas
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szempontjabol [39]. Ezen a részen eltoltan megy végbe a két szal hasitasa. Sziikebb értelemben
tehat a DNS transzpozicio olyan rekombinacié, amely nem homolog szekvencidk kézott jon 1étre.
Ebben az értelemben nem tekintend6 transzpozonnak a Cre/lox- vagy az FLP/FRT rendszer sem,
viszont szamos technikai Ujitds és tudomanyos eredmény fiizédik az alkalmazasukhoz [40],

melyet a heterolog rendszerekben valo mitkodoképesség tesz lehetove.

2.3.2. RC transzpozonok (1S91, Helitronok)

A replikativ  DNS transzpozonok eukariotdkban is eldforduld képviseléi az RC
transzpozonok [41]. Az RC transzpozazok — mas néven Y2 transzpozazok — az S és Y
rekombinazokhoz hasonléan Kkovalensen kotik a DNS egyik szalanak végét, és az aktiv
centrumban két tirozint tartalmaznak, melyeket 3 aminosav valaszt el egymastol. A replikativ
DNS transzpozicié 1ényege, hogy mind a donor- mind a célhelyen kialakult kopia esetén az egyik
DNS-szal 0jonnan szintetizalodik a folyamat soran, melyhez a gazdasejt DNS replikécios
apparatusa is sziikséges, viszont a transzpozaz fehérje képes annak inicialasara.

A replikaciot minden esetben egy endonukleolitikus hasitas el6zi meg a transzpozon 5’
végén, mely 3°-OH véget szolgaltat a replikaciohoz a donor helyen. A vagatlan transzpozon DNS
szal pedig templatként funkcional. A transzpozaz a nick-elést kovetden a vagott DNS szal végén
az 5’-foszfat csoportot koti. A folyamat hasonld a plazmidok és fagok replikéaciojahoz, igy az RC
transzpozazok feltehetéen bakterialis eredetiick. Ezt a transzpozon csoportot viszonylag nem
régen azonositottak, melyet az is nehezitett, hogy nincsenek ITR-ek sem TSD-k. A transzpozon
végek kiilonboznek, melyek koziil az 5° vég konzervalt elemeket tartalmaz [42]. Ezek a
konzervalt elemek megtalalhatok az RC plazmidok és fagok ,.origin” régidjaban is, mely a
replikacio elinditasanak helyét jeloli. A 3’ vég pedig ,,hairpin” struktrat tartalmaz, melynek a
prokariotakban fehérjekoté funkcidja van, és a replikacid terminalasara képes. (A hairpin
strukturat forditottan komplementer szekvencia — palindrom — alakitja ki, mely képes a szalon
beliili komplementarizaciora.) Az RC transzpozonok végei tehat 5’ori — replikaciot kezdé — és
3’ter — replikaciot terminald — funkciot latnak el.

A bakteriofag ¢x174 replikaza hasonld konzervalt katalitikus centrummal rendelkezik,
mely csak egyszalas DNS hasitasara képes [43]. Részletesen tanulmanyozott RC mechanizmusa
soran az elsd tirozin altal eldidézett vagas inicidlja a replikaciot, a masodik tirozin pedig
terminalja a replikaciot azzal, hogy a levald egyszalas DNS-t levagja a donor helyrél mikézben
cirkularizalja azt. Az IS91 transzpozon esetén is kimutattak egyszalas cirkularis DNS-t in vivo

[44].
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Az egyik transzpozicidos modell
alapjan tehat a replikacidé és az integracid
elkiiloniilten zajlik egyszalas cirkularis
atmeneti format képezve (5. dbra, bal
panel). Ezt a modellt tamasztja ala
denevérbdl konszenzus alapjan helyreallitott
Helitron szekvencia (Helraiser) kisérletes
tanulmanyozéasa is [45]. A masik modell
esetétn a replikdcio ¢és az integracio
kapcsoltan torténik (5. abra, jobb panel). A
transzpozdz még a replikécio kozben atkoti
az 5 DNS véget a célhelyre az ott eldidézett
vagasnak koszonhetéen (masodik tirozin
feltételezett funkcioja), ebben az esetben
nincs egyszalas cirkularis atmeneti termék
[42]. Mindkét modellben a célhelyen csak az
egyik szalon torténik vagas €s integracio.

Nem teljesen tisztazott, hogy a
célhely nick-elését ugyanazon transzpozaz
végzi, vagy a szinapszis mindkét helyen
kotott transzpozazok dimerizacigjaval jon
létre. Példaul az 1S91 a célhelyen néhany
nukleotidos szekvencia preferenciat mutat,
amely igy mind a donor mind a célhelyen
megtalalhato.

A non-LTR retrotranszpozonokhoz
hasonldéan az RC-transzpozonok nem csak
inzercios mutagén potencidllal rendelkeznek,
transzdukalo képesek is [46]. A replikacid
sordn a 3’ter felismerése nem elég hatékony,
ezért a replikdcid terminacidja néha egy
kovetkezd hasonld szekvencianal kovetkezik

be a gazdagenomban [47].

Egymadstol elkiildniild
replikacio és integracio
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ésintegracio
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5. abra. RC transzpozonok transzpozicios
mechanizmusa.

A transzpozon 5’ végének nick-elésével a
transzpozaz az 5’-foszfatot koti kovalensen, majd
a 3’OH-végrol replikacié indul. (Bal panel) Az
egyik modell alapjan a replikacio és az integraciod
elkiiloniilten zajlik egyszalas cirkularis atmeneti
format képezve. (Jobb panel) A masik modell
esetén a replikacio és az integracié kapcsoltan
torténik. (Curcio, Nature Reviews Molecular Cell

Biology, 2003, abraja alapjan.)



2.3.3. DDE(D)-transzpozonok

A legjobban karakterizalt transzpozon csoportba tartozik az elséként felfedezett, és
Barbara McClintock altal leirt Ac elem is [48]. A klasszikus ,,cut and paste” transzpozazok dupla
szalas DNS intermedier form4jaban kivagjak a transzpozont a donor helyrdl, majd berakjak egy
tetszOleges célhelyre (IS, P, Tc, mariner, hAT). A Kkatalitikus centrumot kialakitd, és egymastol
kiilonb6z6  tavolsagra elhelyezkedd Asp-Asp-Glu(Asp) aminosavak fontossagat szamos
mutagenezis vizsgalat bizonyitja [49]. A retroviralis integrazok krisztallografias vizsgalata
igazolta, hogy a kiilonb6z6 aminosavszekvencia ellenére katalitikus domén struktiurajuk hasonlé a
DNS transzpozazokhoz, a DDE(D) motivum benniik is megtalalhatd, melynek elhelyezkedése is
azonos [50]. A katalitikus centrumban struktaralisan kimutathaté mind a két transzpozonvég,
valamint két darab bivalens fém ion [51-53]. Ezt a strukturat eredetileg az Escherichia coli RNaz-
H fehérjéjénél irtak le [54], majd emberben is karakterizaltak [55]. Az enzim az RNS/DNS hibrid
duplexben képez nick-eket, és elsddleges szerepe a DNS replikacio alatt a kovetd szal
szintézisének befejezése az iniciacios RNS-ek bontasaval. A DDE(D) transzpozazok innovacioja,
hogy az egy darab bivalens kation helyett kettdt tartalmaznak aktivatorként, igy nem csak
hidrolizist-, hanem transz-észterifikaciot is katalizalnak. Az elsé kation aktivalja a cukor-foszfat
hidroliziséhez sziikséges viz -OH csoportjat, a masodik pedig az igy keletkezett 3’-OH csoportot,
mely a cél DNS-t a hidrolizishez hasonldan tamadja, és egyben keresztkotését eredményezi. A
DDE(D) katalitikus domén — mely C-terminalisan helyezkedik el — feltehetéen azonos eredetii az
Osszes ilyen tipusu fehérje esetén [56], igy az egyes szupercsaladokon beliil jelentdsen konzervalt.
Ezzel ellentétben a DNS koté aktivitassal rendelkez6 N-terminalis domének, melyek a
transzpozon felismeréséért feleldsek, a legnagyobb diverzitast mutatjak a csaladokon beliil is. Az
N- és a C-terminalis domének kozott gyakran felismerhet6 a magi lokalizacios szignal szekvencia
(NLS — nuclear localization signal) [57].

A transzpozici6 két nagyobb fazisa a kivagas és az integracio, melyek feltehetden
kapcsoltan zajlanak, bar erre nincs egyértelmii bizonyiték. Elsé 1épés a cukorfoszfat lanc
hidrolizise a donor helyen a transzpozon végeken. Ennek eredményeként kdzvetleniil vagy tobb
1épésben 3’-OH végek keletkeznek a transzpozon DNS két oldalan. A transz-észterifikacidt a
célhellyel a katalitikus centrumba pozicionalt 3’-OH végek indukaljak. A mindkét DNS szalat
érint6 teljes kivagodast megeldzden a dupla szalas transzpozon végek kozel keriilnek egymashoz
a transzpozazok dimerizaciojan keresztiil (transzpozoszoma) (6. abra) [51, 58]. Ennek els6sorban
az a célja, hogy mindkét vég szimultan tudjon integralddni a célhelyre, ahol az integracid
pontszerlien megy végbe.
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l: l TRANSZPOZON I ‘:I A két 3’-OH transzpozon vég a

komplementer DNS szalakat tamadja a

l i~ célhelyen, mely sztérikus ok miatt nem

azonos pozicioban torténik, hanem 2-9
bazispar tavolsagra egymastol. Mivel az
integracidé mindkét oldalon csak az egyik
DNS  szalat ¢érinti, a masik  szal
folytonossadgat a DNS javité rendszer allitja

TRENSIRCEE NS helyre. A komplementer cél DNS szalak

KIVAGASA

eltolt hasitdsanak koszonhetéen bazispar
hianyos hézagok (gap-ek) keletkeznek a
transzpozon két oldalan, melyet szintén a sejt

javitoé rendszere egészit ki (7. abra transz-

észterifikacios 1épés). Mivel a gap

INTEGRACIO

6. dbra. DDE(D) transzpozonok szekvenciaja mindkét oldalon azonos, a

(1s . e hianyos szal szintézisének eredményeként
transzpozoszomalis strukturaja.

A két végen clhelyezked TTR-eket koti cgy-egy duplikacio keletkezik az eltolt hasitast

transzpozdz monomer. A kivagodas feltételeként felolels  szekvenciara nézve, mely a
a monomerek dimerizacidjaval létrejon  a transzpozon integraciojat kovetden mindkét
transzpozoszoma.  (Munoz-Lopez,  Current oldalon fellelhet6 (TSD).

Genomics, 2010, abraja alapjan.)

Tobb transzpozon vizsgélata is arra utal, hogy a transzpozoszoéma létrejotte sordn az ITR-
ek talalkozasa nem random-, hanem kooperativ folyamat, mely orientacio specifikus [59-63]. A
DDE(D)-transzpozonok tobbféle stratégiat fejlesztettek ki a transzpozon végek mindkét szalanak
kivagasara. A Kkatalitikus centrum egyszerre csak egy vagast tesz lehetévé, mely eredményezhet
3’-OH vagy 5’-foszfat DNS szalvégeket a transzpozon végeken attol fiiggden, hogy a transzpozaz
melyik szalat vagta elsonek. A keletkezett 3°-OH DNS végek nukleofil timadast gyakorolhatnak a
komplementer DNS szalon. Ez dnmagaban megoldja a masik szal vagasat, mikdzben hairpin
struktarak jonnek létre a transzpozon, vagy a hatarolé DNS végein, attol fliggden, hogy melyiken
volt a 3’-OH vég (7. abra, bal- és kozépsé panel). A reakcid teljesen azonos a 3’-OH végek
célhelyre torténd bekotésével. A transzpozon végen kialakuld hairpin esetén az integracios 1€pést
megel6zoen elengedhetetlen a hairpin struktira hidrolizise (7. abra, bal panel) [64, 65]. A

génbevitelben hasznalatos PB (piggyBac) transzpozon is hasonld elven miukodik, melynek
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mechanizmusara viszonylag nemrégiben deriilt fény [66]. Ennek részben oka az is, hogy a PB
transzpozaz a retroviralis integrazokhoz hasonldan szintén nem mutat szekvencialis homolégiat a
tobbi DDE(D) tipusu transzpozazzal. A hatarold6 DNS-en kialakuld hairpint a javitd rendszer
processzalja a kivagéds helyének javitdsa kozben, melyben a hurok hidrolizise gyakran nem
centralis, és ezért szekvencialis nyomot (footprint) eredményez a kivagas helyén. A hAT csalad
tagjai kovetik ezt a mechanizmust, példaul a rovarokban elterjedt Hermes vagy a ndvényekre
jellemzd Ac elem, illetve a V(D)J rekombinédcié sordn is hairpin struktira figyelhetd meg a

kivagas helyén a szomszédos DNS végeken [67].

1S10,1S50, PB V(D)J,Hermes, Ac Tcl,Mos1, Himar1,SB
Elsé végas 3’ Els6 vagas 5’ véget
véget eredményez eredményez
- &= o=
Hajtiia Hajtlia Masodik szal
transzpozon hatarolo vagésa 3’ véget
végeken DNS-eken eredményez
A A
Hajti hidrolizise

A
————)
Go——

.

Transz-észterifikacié
=D

—————— (Soewan

1 DNS javitas

7. abra. DDE(D) transzpozonok transzpoziciés mechanizmusai.

Az els6 nick eredményeként keletkezd 3’-OH végek keresztkothetnek a komplementer DNS szallal, mely
létrejohet (Bal panel) a transzpozon végeken vagy (Kozépsé panel) a szomszédos DNS végeken. (Jobb
panel) A Tcl és mariner elemek egymast kdvetéen vagjak el a DNS szalakat mindkét végen. (Curcio,

Nature Reviews Molecular Cell Biology, 2003, abraja alapjan.)

A klasszikus DDE(D) transzpozonok harmadik legnagyobb csoportjat képezik azok a
csaladok, melyek a két DNS szal vagasat a végeken egymast kdvetden valdsitjadk meg, mindkettot
a transzpozaz aktiv centrumanak részvételével. A Tcl és mariner transzpozazok TA dinukleotid

célhelyet preferdlnak és eldszor mindig azt a szalat vagjak, amelyik 5’-P véget eredményez a
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transzpozon két végén. Ezt koveti a masik szl vagéasa, mely kizardlag a transzpozoszomaban
lehetséges, és amely mar lehet6vé teszi a 3°-OH vég nukleofil timadasat a célhelyen (7. abra,
jobb panel) [68, 69]. A masodik vagas megfeleld pozicionalasahoz a transzpozoszoma
reorganizacioja sziikséges, ezért ez a sebesség limitald mozzanata a kivagasnak [70]. A
konformécios valtozdshoz a hatidrold6 TA dinukleotidok elengedhetetlenek. Az elsé vagéas soha
nem preciz, 3 bazissal beljebb torténik a transzpozon ITR-ének végéhez képest. Ennek az lesz az
eredménye, hogy a kivagast és javitast kovetéen nem csak a TSD-, hanem a transzpozon né¢hany

nukleotidja is footprint-ként visszamarad (8. abra).

AT AT

G

Integracios hely Kivagas helye

TA TA TA
AT AT AT

l
DNS
AT AT

AT AT Transzpozon footprint
Transzpozon integracio

8. abra. Tcl/mariner tipusu transzpozonok kivagasanak és integraciojanak eredménye.

Az elsO szal vagasa 5°-P véget eredményez a transzpozon végeken, és 3 bazissal beljebb torténik a
transzpozon ITR-ének végéhez képest. A masik szal vagasa pontos, a keletkez6 3°-OH végek a célhelyen
lévé TA dinukleotid két oldalan tdmadjak a komplementer szalakat. (Munoz-Lopez, Current Genomics,

2010, &braja alapjan.)

A Tcl és mariner elemek voltak az els6é olyan eukariota DNS transzpozonok, melyekrél
bizonyitottak, hogy in vitro sejtmentes kozegben is mitkodoképesek. A Caenorhabditis elegans-
bol izolalt Tcl elem és a bogdlybol izolalt Himarl esetén az interplazmikus transzpozicios
esszékben a tisztitott transzpozéz fehérjén és donor-cél plazmidokon kiviil Mg®* ionokra volt
sziikség [71, 72]. Késobb a gyiimolcslégybdl izolalt Mosl-rél is ugyanez deriilt ki [59]. Ez azt
jelentette, hogy nem igényelnek sem ATP energia befektetést, sem specialis host (gazdaban

elofordulo) faktorokat, ami nagy reményeket fiizott a heterolog sejtekben és az emlds
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rendszerekben torténd alkalmazashoz. Az in vitro miikodéképesség reakciokinetikajuk részletes
tanulmanyozasat régota lehetdvé teszi, ezért roluk rendelkeziink a legtobb ismerettel [73].
transzpozaz kotéhellyel rendelkezik (DR — direct repeat), ilyen példaul a Tc3 és az SB (Sleeping
Beauty) [74, 75]. Esetiikben tetramer alakul ki a szinaptikus komplexben, am a katalitikus
1épésekben feltehetden csak a kiils6 transzpozaz kotohelyhez kotdtt monomerek vesznek részt. A
Tc3 esetén ugyanis a belsé kotéhely hianya nem hitsitja meg a transzpoziciot, csak csokkenti a
hatékonysagat [74]. Az SB esetén azonban ugyanezt nem sikeriilt igazolni [76], bar kizardlag
sejtes esszén vizsgaltak, ahol a kimutathatosadgot csokkenti a véletlenszerli transzpozon integracio.
Formalisan nem zarhatd ki, hogy a transzpozon végek 6sszesen négy DNS szaldnak hidrolizisét
kiilonb6z8 monomerek végzik, ahogy a Tn7 esetében. Am a Tn7 els6 szalanak vagasat egy mas
tipusi fehérje — restrikciés endonukleaz — végzi [77]. A Tcl/mariner-ekre a dimeres
transzpozicids mechanizmus valdszinlibbnek tlinik, melynek az SB- és a Tc3 esetén a
tetramerizacio lehet a feltétele, vagy a hatékonysagot felerdsitheti.

A PB mechanizmusa némileg eltér a kanonikus DDE(D) transzpozicioktol abbol a
szempontbol, hogy nem veszi igénybe a sejt DNS szintézis rendszerét. Az integracid
eredményeként nem maradnak gap-ek a célhelyen [66], ellentétben a hasonlé mechanizmust Tn5
¢s Tnl0 transzpozonokkal [64, 65]. Ugyanazon okbdl a kivagas helyén sem marad footprint. Ez
annak koOszonhet6, hogy a hairpin kialakitasa a donor hely TSD-jének (TTAA) egyszalas
szekvenciajat foglalja magéaba, igy a kivagas helyén a TSD szekvencidjara komplementer 5’
tilnyald végeket hagy hatra (9. abra). Tehat amellett, hogy a kivagas pontos, a TSD sem marad
duplikaltan a genomban. Ezt kdvetden a hairpin-ek feloldasa pedig ugyanott térténik, ahol a donor
hely nick-elését kdvetden a 3°-OH vég létrehozta. Emiatt a transzpozon végeken is 5 talnytlo
TSD-k jonnek 1étre, melyek a donor helybdl szarmaznak, és egyszertien komplementarizalnak a
célhely egyszalas TSD-jével kikeriilve a gap-ek szintézisét (9. abra).

Fontos megemliteni, hogy a DDE(D) tipusi DNS transzpozonok kozott léteznek
replikativak is, melyek legegyszeriibb képviseldi kizardlag prokariotakban fordulnak eld (pl. Mu
fag, 1S2) [78, 79]. Esetiikben nem vagodik ki a transzpozon, ehelyett a 3°-OH véget eredményez6
nick-eknek kdszonhetden a masik szal vagasa nélkil egyetlen szal integralodik a célhelyre villa
struktarat kialakitva a donor-cél-transzpozon dsDNS komponensekbdl. A célhely szabad 3°-OH
végérdl replikacid indul, melyet az RC transzpozdzokhoz hasonldan a sejt apparatusa végez.
Szintén ide sorolhatok a nemrégiben azonositott Polintonok (mas néven Mavericks), melyeknek
egyelore nem ismeriink jelenleg aktiv példanyait [80, 81]. Az ecukariotakban elterjedt, és a

retroviralis integrazokkal rokon uj fehérjecsalad felfedezése vezetett a Polintonok azonositasahoz,
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melyek o6ridsi méretii — akéar 10 kiilonb6zd proteint kédoldé — DNS transzpozonok, és szintén
nagyméreti ITR-el rendelkeznek (100-1000bp) [82]. Meglepden elterjedtek az Osszes
eukaridtaban, és jellegzetességiik, hogy sajat DNS polimerazt (DNS polimeraz B) kodolnak, mely
egyes bakteriofagokhoz-, illetve az adenovirusokhoz hasonldéan fehérjét hasznal a replikacid
primer-eként. Igy a Polintonok replikacioja fiiggetlen a sejtes rendszertdl, melynek templatja
egyszalas transzpozon DNS. Utdbbit a sejtes gDNS replikacidja alatt vaghatjak ki. Feltételezheto,
hogy linearis plazmidoktol szdrmaznak, melyek retrovirdlis integrdzokra tettek szert, és nem
kizart, hogy az adenovirusok beldliik evolvalodhattak [80]. A transzpozon dsDNS integracioja az

LTR retrotranszpozonokhoz hasonléan DDE(D) mechanizmusnak megfelelden zajlik.
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9. abra. piggyBac (PB) transzpoziciés mechanizmusa.
A PB mechanizmusa némileg eltér a kanonikus DDE(D) transzpozicioktol abbdl a szempontbdl, hogy nem

veszi igénybe a sejt DNS szintézis rendszerét. Az integracié eredményeként nem maradnak gap-ek a

célhelyen, és a kivagas helyén sem marad footprint. (Mitra, Embo Journal, 2008, abraja alapjan.)

A konjugativ DNS elemek kivagodasuk soran a szomszédos DNS végeket rekombinaljak
egymassal (4A abra). Ezzel szemben a klasszikus ,,cut and paste” tipusu DNS transzpozonok

kivagodasuk utdn a szomszédos végeket a sejt DNS javitd rendszereire bizzak. A DDE(D)
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transzpozonok aktivitasa tehat nem csak inzercidos mutagén potenciallal rendelkezik, dupla szélas
toréseket (DSB — douple stranded break) is general a gDNS-ben, melyeknek javitasa nem mindig
allitja helyre az eredeti allapotot. A genomok jelentds része transzpozon eredetii, tobb-kevesebb
homolégiat mutatdé részekbdl all, ezért a DSB homologia alapjan torténd javitdsa jelentds
szazalékban hibdkra ad lehetdséget. Ezek eredményezhetnek duplikaciot, delécidt, vagy
transzlokaciot [5, 83].

Némely ,,cut and paste” transzpozdz bizonyos szazalékban abnormalis transzpozicid
kivitelezésére is képes, melyek minden esetben kromoszomadlis atrendezddést eredményeznek.
elhelyezkedhetnek egymashoz képest tandem, és forditott helyzetben is (IS10, Tn10, Ac) [84, 85].
Eléfordul, hogy a transzpozicidban részt vevd transzpozon szekvencidk kiilonbozé 16kuszon
vannak (hibrid elem transzpozicidja, pl. Ac, P, PB) [86-88]. Végiil pedig megfigyelhetd a
transzpozon szekvenciak sz0l6 transzpozicidja [88].
genetikai instabilitas lehetGségét a gazdaszervezetben [89]. Feltehetéen ennek volt készonhetd
sikeres terjedésiik a gerincesek korében. Esetiikben nincs in vivo bizonyiték az aberrans
transzpoziciora, és az erre irdnyuld tesztek is alacsony szdzalékban eredményeztek sz6lo- vagy
bimolekularis transzpoziciot [88]. Az SB esetén megfigyelték, hogy szorosan egyiittmiikodik a
nem homolog végek illesztéséért felelés NHEJ (nonhomologous end joining) javitd rendszerrel
[90]. Az SB interakcidja a DNS kot6 Ku70/Ku80 heterodimerrel odatoborozza az NHEJ
rendszert, melynek elemei eldsegitik, illetve limitaljdk a transzpoziciot. Barmely NHEJ faktor
hianyéaban jelentdsen csokken a transzpoziciok szdma. Az SB transzpozaz igy biztositja azt, hogy

a kivagas nagyrészt javitasra kertl.

2.4.  Transzpozonok ,élettana”

A genomok transzpozon eredetli tartalma nagyon eltérd, €és nincs 0Osszefliggésben a
komplexitassal, bar a régi elemek megtartdsa valdsziniisiti, hogy a speciacios folyamatokban lehet
szerepiik. Példaul a féemldsokben és ndvényekben sok talalhato, de élesztoben kevés [16, 91]. Az
eukariota genomok méretkiilonbségeihez elsésorban a transzpozon eredetli elemek jarulnak hozza,
amely kiilonbség akar kozeli fajok esetén is megfigyelhet [92, 93]. A retrotranszpozonok voltak
a legsikeresebbek a genomok méretének novelésében. Novényekben az LTR retrotranszpozonok
teszik ki a repetitiv elemek nagy részét, példaul kukorica és rizs fajokban egymastol fiiggetleniil

duplaztak meg a genomok méretét [94, 95]. Emlésokben pedig a non-LTR retrotranszpozonok
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alkotjak a genom jelent6s részét (~35%), melyek aktiv képvisel6i az L1 retrotranszpozonok [16].
Ezzel szemben az endogén retrovirusok csak 8-10%-al jarulnak hozza az emlés genomhoz, és
nincsenek aktiv képviseldi [96]. Ugyanakkor léteznek fajok, melyekben domindlnak a DNS
transzpozonok. A Trichomonas vaginalis genomja 65%-ban DNS transzpozon eredetii, és foleg
Polintonok népesitik be [81, 97]. C. elegansban szintén jelentésebb a DNS transzpozon tartalom
[98]. Erdekesség, hogy egy masik protozoon, az Entamoeba kiilonbozé fajaiban jelentds kontraszt
mutatkozik az RNS- és DNS transzpozon dominanciaban, azonban a genom méretének hasonld
részét alkotjak [99, 100]. Bar az emldsdk genomjahoz kis részben jarulnak hozza a DNS
transzpozonok, meglepé diverzitast mutatnak. Az egyes csaladokat ITR-iik, illetve TSD-jik
alapjan kiilonboztetik meg. Emberben 120 DNS transzpozon csalad fossziliai azonosithatok,
foemldsokben 40 csaladot talaltak [16, 101]. A tobbi emlésben is magas a diverzitas, és ugy tiinik
az egyes genomokban nem volt DNS transzpozon aktivitas 40-50 millié éve. Egyetlen kivétel a
barna denevér (Myotis lucifugus), melyben a DNS transzpozonok jelentds részét viszonylag fiatal
Helitronok alkotjak [24], melyek konszenzusa mitkod6képes [45]. Ezen kiviil Ggy tiinik, hogy a
hAT, valamint a piggyBac csalad egyes tagjai jelenleg is aktivak némely populaciojukban [102].

A retrotranszpozonok meglehetdsen hatékonyan terjednek a genomon beliil. Ennek oka
egyrészt az, hogy az eredeti helyliikon is megmaradnak (replikativak). Madsrészt cisz
preferenciajuk 6sszekapcsolja a transzlaciot és a reverz transzkripciot. Ezzel szemben az eukariota
DNS transzpozonok esetén a transzpozaz funkcidja transz modon hat, az enzimnek meg kell
talalnia a sejtmagban a neki megfeleld transzpozon szekvenciat, ami nem til hatékony moddja a
terjedésnek. A retrotranszpozonok nagyobb sikeréhez az is hozzdjarulhatott, hogy kevésbé
invazivak a genom szamara. Nem indukalnak DSB-ket, ami jobban veszélyezteti a genom
stabilitasat, mint az inzercids mutagenezis.

A ,,cut and paste” DNS transzpozonok az eredeti helyliikon nem maradnak meg. Genomon
beliili terjedésiik kizarolag osztodo fazist sejtekben lehetséges, amikor a kivagas javitasa HR
(homologous recombination) segitségével torténik, és a testvérkromatida felhasznalasaval
helyredllithatja az eredeti transzpozont. Ez hatékony modja a kdpiaszam ndvekedésnek példaul a
P elem esetében, amely elsésorban 0sztodo sejtekben aktiv [103]. Mas transzpozonok a ,,frissen”
replikalodott hemimetilalt transzpozon DNS-t preferaljak donorként [104], amely garantaltan két
kopidban van jelen, igy barmelyikiikrdl torténd kivagéas helyreallitasra keriil. Ezt a stratégiat
koveti példaul az Ac elem és egyes prokaridta DNS transzpozonok.

Az cukariota transzpozonok életciklusa valamely gazdagenomban egyetlen autonom
alapité kopia bekeriilésével kezdddik. A kopiaszam ndvekedése csak nagyon lassan-, bizonyos

latencia eltelte utan indul el tekintve, hogy a nyomokban jelen 1év0 transzpozaznak nehéz
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megtalalni az 1-2 kopia transzpozont. Ezt a fazist a jelentdsebb transzpozaz/transzpozon affinitas
segiti a genetikai sodrodassal szemben. Majd egy bizonyos kopiaszam elérése utan a névekedés
exponencialis iitemet vesz fel, mivel minden egyes 0j kopia tovabbi aktivitdsemelkedést
eredményez. A novekedés tehat gyorsuld jellegli, és amennyiben semmilyen gatlod tényezd nem
befolyasolna, fatalis genetikai instabilitast okozna [105]. A talélés miatt azonban jelentOs
szelekcios nyomas hat az aktiv kopidk inaktivalo mutalédasa felé. Az inaktivalodas egyik modja a
katalitikusan inaktiv mutans transzpozaz megjelenése ¢€s terjedése a genomban (dominans negativ
komplementacio). Az inaktiv monomer gatolja a transzpozicidt, mert nem pusztan a transzpozon
kotésekért verseng az aktiv monomerrel, hanem annak inhibitoraként csokkenti a miikodoképes
dimerek 1étrejottének esélyét [106]. A pontmutacioval torténd inaktivalodast a standard mutacios
rata okozza, am a ra hato pozitiv szelekciora jellemz6 példa, hogy a genomokban megtalalhato
aktiv Tcl/mariner elemek transzpozaz kodolo konszenzusa katalitkusan miikodésképtelen [107].

Az inaktivald mutaciok masik része internalisan deletalt kopidkat eredményez, amely
annak koszonhetd, hogy a kivagds HR-el torténd javitdsa gyakran abortalodhat, vagy nem
megfeleld templatot hasznal, illetve tobbszor valt templatot [108, 109]. A rovidebb
transzpozonokat a transzpozaz altalaban hatékonyabban képes mozgatni kisebb méretiik miatt. Az
igy kialakul6 MITE-k (miniature inverted-repeat transposable element) olyan révid (80-500bp)
DNS transzpozon eredetli ismétlédd elemek, melyek ITR-iikrél és TSD-jiikrdl ismerhetok fel,
nem kddolnak transzpozazt, €s gyakran egyetlen vagy néhany alapitd kopiara vezethetok vissza
[110]. A MITE-k a DNS transzpozon eredetli szekvencidk tilnyomo tobbségét teszik ki a
genomokban [105, 111]. A nem autoném elemek azonban visszaszoritjak az autoném kopia
terjedését. Ennek egyik oka, hogy kititraljak a transzpozazt a sejtmagbol. Masrészt minél tobb a
hianyos kopia, annal nagyobb az esély arra, hogy az autoném kopia kivagasat kovetden a donor
helyet a javito rendszer hidnyosan allitja helyre.

A hosszu élettartamu tobb sejtes életformdak transzpozon tolerancidja reguldcios
folyamatok jelenlétére utal. A genomidlis amplifikacié a gazdaszervezet védekezési rendszerének
interferencia segitségével mind a MITE-K, mind az autonom koépiak expresszidja RNS
degradacioval, illetve kromatin szinten is csendesiil a szervezet sejtjeiben [112, 113]. A
szomatikus sejtek védelme kiilondsen fontos az olyan szervezeteknél, melyek hajlamosak a rakra.
A genetikai Ujraprogramozas azonban a csiravonalban nem tudja kikeriilni a transzpozonok
aktivaciojat, ezért a piRNS (Piwi fehérjével egylittmiikodé kis RNS) rendszer els6sorban itt jut
szerephez, amely rovid id6 alatt, és tobbé-kevésbé tartdsan csendesiti a transzpozon expressziot.

Mindezek eredményeként kialakulhat az autonom kopidk egyenstlyi kopiaszama [105], mely
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pozitivan korreldl a genom méretével és negativan korrelal a populacié nagysagaval. A nagyobb
populacié hatékonyabban kiszelektalja a kéros véltozasokat. Am a tal kevés, és expresszidsan
csendesitett autonom kopia konnyen elmutalodhat, amely véglegesen megsziinteti a transzpozon
aktivitast a genomban (vertikalis inaktivalodas tedria) [2].

A DNS transzpozonok — a virusokhoz hasonléan — 0j gazdagenomba keriilésiikkel
biztosithatjak talélésiiket (horizontalis transzfer), mely elég nehézkes, ha a gazdagenom
elsésorban a csiravonalban engedi meg a jelentdsebb aktivitast (vertikalis transzfer). Viszonylag
kevés meggy6z0 bizonyiték van a horizontalis transzferre eukariotdk esetén, amely
valdsziniisithetéen parazitdk vagy virusok genomjaban ,,autéstopposként” valosul meg [2, 114].
Létezik azonban olyan transzpozon példa, a Sleeping Beauty, ahol a transzpozicié hatékonyabban
mikodik nyugvo sejtekben, ezért a szomatikus sejtekben mutatott jelentdsebb aktivitas
elésegitheti a horizontalis transzfert [115]. Az SB Miz-1 (Myc-Interacting Zinc Finger Protein 1)
interakcion keresztiil visszatartja a sejtet a G1 fazisban, ahol magasabb a transzpozicios aktivitas.
Ennek az lehet az oka, hogy az NHEJ rendszer el6segiti a hatékony transzpoziciot [90], mely G1
fazisban jelentdsebb.

A horizontélis transzfer elsdsorban olyan elemek esetén lehetséges, melyek nem
igényelnek specifikus host faktorokat. Ez a Tcl/mariner elemek esetén in vitro bizonyitott [59,
70-72], de a genetikai modifikaciokban hasznalatos mas transzpozonok (pl. PB) szamos heterolog
rendszerben val6 miikodoképessége szintén erre utal [116, 117]. A horizontalis transzferre
leginkabb a marinerek, valamint a P elem esetén vannak példak tengeri rakok, illetve rovarok
tavolabbi fajai kozott [118, 119]. Erdekesség, hogy az embert is megfertézd kampos féreg
(Ancylostoma caninum) mariner szerli eleme az emberben megtalalhato Hsmarl elemmel mutat
legkozelebbi rokonsagot, mely szintén horizontalis transzfert valoszintsit [120].

A szekvencia analizisek robbanasszerti fejlodése ramutatott, hogy a DNS transzpozonok
Osszes szupercsaladja szinte minden eukariota agon megtalalhat6 [121]. A vertikalis inaktivalodas
teoria feltételezné az Gjabb invazids betdréseket, am a horizontalis transzferre tul kevés a példa. A
DNS transzpozonok ilyen mértékli elterjedtsége ¢és diverzitdsa az ecukaridtdkban aligha
magyarazhaté pusztan horizontalis transzferrel. Valoszinibbnek tiinik, hogy az egyes
szupercsalddok a kiilonb6zé 4agakon kozos eukaridta Osben miikddott transzpozonoktol
szarmaznak [98]. Erre utalhat, hogy az eukaridta szupercsaladok felének prokariota IS elem is
megfeleltethetd. A vertikalis inaktivaldédast a DNS transzpozonok feltehetden diverzifikalédassal
keriilték el, melyre egyik példa az a 68 kiilonb6z6 mariner-szeri elem, amely 25 fiifajban

talalhaté meg, és amelyek esetén nincs horizontalis transzferre utald jel [122]. Az autonom
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kivagas javitasa soran szerezhet a transzpozon [123, 124], és amellyel az autoném elem
elkeriilheti a csendesitést. Masrészt a valtozas az ITR-eket, illetve azok kotési affinitasat érintheti,
amely mérsékeli a nem autonom elemek mobilizalasat [125, 126]. A MITE-k amplifikacioja ilyen
hosszu tavl evolucidjukat is lehetové tette.

A természetben el6forduld miikodd eukaridta transzpozonok szamara elsésorban a
csiravonalban, illetve az embrionalis sejtekben megengedett a jelentdsebb aktivitds. Mindez arra
utal, hogy a megtermékenyiilés és az embridogenezis stadiumai erdteljes szelekciés nyomast
képviselnek, amely kizardlag kevésbé karos valtozasokat engedélyez a sikeres reprodukcioban [8,
9, 127, 128]. Ezért a jelentés transzpozon aktivitas elsOdleges kovetkezménye a fertilitas
csokkenése, amely gatat szab a tilzott mértékii karosito tevékenység vertikalis terjedésének [14].

A genotoxikus hatas elkeriilése a transzpozon tulélése szempontjabol szintén kulcskérdés
lehet. Az RNS interferencia nem nyujthat tokéletes védelmet, hisz az eukromatikus régiok
transzpozon kopiai mentesiilhetnek a totalis csendesités alol [129]. A naiv genomban mutatott
lehet, ezért a transzpozonok részérdl is evolvalodtak invazivitast csokkentd tulajdonsagok. A
MITE-khez hasonlo jelenség figyelhetd meg az L1 retrotranszpozon esetén, ahol maga a
transzpoziciés mechanizmus tobbségében kisebb nem autoném elemeket eredményez. Emellett az
L1 transzkripcié elongacidja fékezett sebességli (Id. 2.2.2 fejezet). Ennek koszonhetéen csak 80-
100 kopiat tartanak szamon az emberben, ami valosziniisithetéen transzpozicié kompetens [16],
és ezek expresszidja a csiravonalban alig detektdlhatd. Madasik modja az invazivitas
mérsékelésének a heterokromatikus régiok integracios preferencidja, ahol minimalis az inzercios
mutagenezis karos hatasa [130, 131].

Végiil talan a legismertebb mechanizmus a taltermeléses gatlas jelensége (OPI —
overproduction inhibition), amely prokariota transzpozonokra is jellemzd, és amely in vitro is
megfigyelhetd [132]. Az OPI jelenségének lényege, hogy a transzpozaz koncentracido egy
bizonyos hatarértéket meghaladoan gatolja a transzpozicios eseményeket, igy fékezi a genomidalis
terjedés sebességét. Eukariotakban elsé izben egy mariner elemnél, a gyiimoleslégybdl izolalt
Mosl esetén mutattak ki in vivo [106]. A klasszikus transzpozonos alkalmazas soran Mosl-et
eredetileg nem tartalmazo gyiimolcslégy torzseket hasznaltak, melyeket Mos1-el modositottak. Az
in vivo megfigyelhet6 transzpozaz aktivitast indikator donor transzpozon kivagodasaval kovették,
amelyet az utddok fenotipusos statisztikdja szdmszertisitett. Szignifikansan kevesebb kivagddast

figyeltek meg a Mos1 transzpozazt dupla dézisban expresszalo sziilok esetén.
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A jelenség gyakran in vitro is
megfigyelhetd tisztitott fehérjével végzett
interplazmikus transzpoziciés kisérletben.
Vizsgaltak példaul a Himarl, valamint a
Mosl esetén is (10. abra.) [59, 61]. A

Transzpozicids
hatékonysag (x10%)

Himarl esetén jelentés gatlas figyelhetd

meg, ellentétben a Mosl-el, ahol kevésbé

I 1 I
tapasztalhat kifejezett gatlas az in vitro 0 100 200 300 400
‘ , Transzpozaz (nM)
kisérletben (10. 4bra, pontozott vs.

folytonos vonal), melynek kinetikaja inkabb 10. abra. Transzpoziciés hatékonysig

L s . . transzpozaz dozisfiiggésének in vitro
telitésre hasonlit, és amely ellentétben all az P g8
.. . L vizsgalata.
in vivo megfigyelt gatlassal.
L L . Transzpozon integrdciok donor plazmidra
Szintén vizsgaltdk az emberbdl
) normalizalt  hatékonysidgai a  transzpozaz
rekonstrualt mariner elem, a Hsmarl [133] L o .
dézisanak ndvelésével. (A transzpozon dozisa

In-vitro kinetikdjat, amelynél sejtmentes konstans.) Az in vitro reakcidelegyeket

kornyezetben is markansan jelentkezik az
OPI. A megfigyelt optimalis transzpozaz
koncentraci6o fiiggetlen volt attol, hogy a

donor plazmidbol torténd kivagodast, vagy

baktériumba transzformalva a kettGs rezisztens
telepek szamaval mérték a donort tartalmazéd
akceptor plazmidokat. A pontozott vonal a

Himarl dézisfiiggése, a folytonos vonal a Mos1-

é. A gorbék maximumait egymashoz illesztették.

(Tosi, Nucleic Acids Research, 2000, abraja

az interplazmikus integracids eseményeket

mérték [70, 105].
alapjan.)

2.6. Transzpozonok jelentésebb alkalmazasai

A transzpozonok kezdeti alkalmazasainak elsédleges célja a génfunkciok kutatasa volt
(forward genetika). A transzpozon integraciokkal kiilonféle mutaciot idéztek elé véletlenszerti
génekben, ¢€s a vad tipustol eltérd fenotipusos valtozasok kiemelésével az integracidos hely
meghatarozasa azonositotta a fenotipusért felelds mutans gént. Kezdetben azokat a
transzpozonokat alkalmaztdk erre a célra, melyek természetesen is el6fordultak az adott
laborallatban, példaul C. elegans-ban a Tcl-et és a Tc3-at [134, 135]. Az ilyen alkalmazasban a
mar meglévo kopiak, valamint az endogén transzpozaz aktivitas nehezitette a fenotipus izolalasat
és a mutans gén azonositasat, amely csak tobbszori keresztezésekkel volt megoldhatd, és nem

garantalta a mutans stabilitasat [136, 137]. Egy adott transzpozon donor helyrél torténd
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természetes transzpozon aktivitist tobb esetben gén targetalasra (reverz genetika) is tudtak
hasznositani mind a C. elegans-ban [140], mind a gyiimdlcslégyben [141]. A transzpozon
kivagodasanak hasznositasaval specifikus génmodositast tudtak el6idézni, ha a kivagodas
homolog rekombinacids javitasat indukaltak exogén templatot biztositva a megfeleld
génkonstrukcié transzformalasaval, ami tizszeresére novelte a mutagenezis esélyét [142, 143].

A mutagenezisekben eldnydsebbek a

. \
ITR ITR
heterolog transzpozonos rendszerek, amelyek C \,—_—/>

nem interferalnak az endogén elemekkel, és a

Transzpozon vektor
transzpozon/transzpozaz funkcid

szeparalasaval jol kontrollalhat6 rendszereket
TRANSZPOZAZ ORF | pA
képeznek. A vad tipusi  autonom

transzpozonb6él nem  autonom  elemet

Transzpozaz expresszios vektor

készitettek, a transzpozdz kodold részt
) ) 11. abra. A kétkomponenses DNS
kiemelték, ¢és mas DNS szekvencidval _
_ transzpozon rendszer elemei.
helyettesitették, valamint az 5°- és a 3’UTR-
A nem autondm transzpozon mozgatasat transz
bdl csak a mozgatashoz sziikséges elemeket ) o ) L
modon biztositott transzpozaz expresszid végzi.

tartottak meg (ITR) (11. dbra). Az igy A vektorok sejtekbe torténd kotranszfekcidjaval

eldallitott transzpozont, valamint a az  atmeneti  transzpozdz  expresszionak

transzpozazt kifejez6 komponenst kiil6nb6z6 koszonhetden a transzpozon integralodik a sejtek
torzsekben  tartottdk  fenn, melyek genomjaba. Ilyen médon nem csak transzpozon
keresztezésével mutagenezis indukalhato. A tartalma sejtek-, hanem torzsek is 1étrehozhatok,
leszarmazottakban megfelelé szadzalékban ha a megtermékenyitett petesejtet vagy embriot
kivagodott az eredeti helyérdl a transzpozon, koinjektaljak. A transzpozaz  expresszids

¢s integrilodott a genomba. A folytonos kazettajat gyakran egy masik transzpozonos

, . e e, rendszer alkalmazéasaval viszik be egy masik
transzpozdz expresszi6 remobilizacidt is

, , . torzset létrehozva. A két torzs keresztezésével
eredményezhet az utodokban, ezért a o
mutagenezis indukalhaté a leszarmazottakban.

transzpozaz expressziot feltételesen mitkodo . B
(Munoz-Lopez, Current Genomics, 2010, abraja

promoterrel kontrollaljak (pl. aktivalhato, .
alapjéan.)
vagy csiravonalra specifikus modon).
Idével a C. elegans esetében is heterolog transzpozont vezettek be, a gylimdlcslégybdl
izolalt Mosl-et [144, 145]. Az igy fejlesztett Mosl binaris rendszer mutacios rataja elérte a
mutator torzsek Tcl aktivitasat [146]. A gyiimolcslégy esetében leggyakrabban hasznalt rendszer

a P elem, amely meglehetdsen magas aktivitassal rendelkezik sajat host-jaban, de mashol nem
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alkalmazhatd. Nem régota lehet jelen a Drosophila-ban, mert nem a laboratoriumi térzsekben
talaltak. Ezért a heterolog transzpozonokhoz hasonloan a binaris rendszert — a nem autonom P
elem tartalm ,,mutator” és transzpozazt expresszalo ,,jump starter” torzsek keresztezését — tudtak
alkalmazni [147]. A kiindulasi torzseket az egyes vektorok véletlenszerii beépiilésével nyerték,
vagy a kétkomponenses rendszert koinjektaltak az embridba (11. abra). A binaris transzgenezis
hatékonysagat tizszeresére novelték, ha a transzpozaz expresszidés vektor helyett in vitro
szintetizalt mRNS-t injektaltak az embrioba [148]. A moddszer mas modellallatok esetén is
elterjedt, mert azonnali expressziot eredményezett, és csokkentette a mozaikossag lehetéségét,
emellett a plazmid véletlenszerti beépiilését is elkeriilte, ami remobilizaciét eredményezhetne.
Eleinte azonban Drosophila-ban a mutagenezisekre az egyszer(ibb hybrid dysgenesis jelenségét
alkalmaztak, ahol P aktivitassal rendelkezé fajtabol szarmazd himet kereszteztek vad tipust
nosténnyel [149, 150]. Az igy létrejott hibridekben magas volt a mutacios rata, mert a hatékony
védekezéshez az anyai petesejtben mar jelen 1évo transzpozon ellenes piRNS-ekre van sziikség
[151]. A hibridek fertilitasa a magas aktivitasnak koszonhet6en teljesen leromlott.

A virusokhoz hasonléan a P elem erds integracios preferenciat mutat a génekbe, mely
feltehetden kromatin asszociadcios faktorokkal vald kapcsolatnak kdszonhetd, ahogy a virusok
esetén ez néha igazolhato [152]. igy a P elem nem csak a gének elrontasara alkalmas, de kivalo
lehetdséget jelentett a transzkripcios egységek térképezésére a kiilonféle ,,csapdazd™ (trapping)
transzpozon konstrukciokkal [153]. Ezek jellegzetessége, hogy kizardlag a génekbe torténd
integracid valtja ki a transzpozon altal kodolt marker fehérje expressziojat, melyet vagy a
kozelben 1év6 promoter/enhanszer valt ki, vagy a splicing, vagy az adott gén polyA szekvencidja,
vagy pedig ezek egyilittes teljesiilése. Valamely endogén RNS taltermeltetése (overexpression) is
elérhet6, ha a transzpozonnal erGs promotert visznek be. A P elem elénye, hogy az 5’UTR
régiokat jobban preferalja. A trap-elé transzpozonos rendszer az adott gének aktivalodasanak
forropontok figyelhetdk meg [154], ezért részben a gének nagyobb lefedettsége miatt mas elemek
is hasznalatosak a Drosophila-ban. Ilyen a PB, a szintén gyiimolcslégyben talalt Mosl és Minos
[155], valamint a hAT elemek koziil a Hobo és a Hermes — utobbiakat elsdsorban transzgenezisre
hasznaljak [156]. A PB szintén preferalja a génekbe torténd integraciot, bar 6 nem részesiti
elébnyben az 5’ szabalyozd régiokat. Ennek koszonhetéen a Drosophila kodold részeinek
elrontasaban jobbnak bizonyult a P elemnél [157].

Gytimolcslégyben gyakori modszer a gének térképezésére, illetve az egyiittmiikodo
lokuszok azonositasara a kromoszomalisan deletalt torzsek alkalmazasa. Ezeket a torzseket

transzpozonos rendszerek segitségével hozzak 1étre [158]. Az egyik mddszer a P elem aberrans
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kromoszomalis atrendezddés keletkezhet, melyek koziil az egymas kozelében elhelyezkedd
elemek kozotti deléciokra szelektalnak. A masik modszer az FLP/FRT rendszert hasznalja [158],
ahol az FRT szekvenciakat P elem segitségével vitték be kiilonboz6 10kuszokra, majd az egymas
kozelében elhelyezkedé FRT helyekkel rendelkez6 torzseket keresztezték, melyek egyike az FLP
rekombinaz transzgént is tartalmazza. Az indukalhaté rekombinaz expresszid hatasara az
utdédokban delécio, illetve duplikacio keletkezik az FRT helyek kozotti szekvencidra. A reakcio
teljesen azonos a konjugativ elemek integracios 1épésével (4A. abra), azzal a kiilonbséggel, hogy
a résztvevd elemek — kromoszomék — egyike sem cirkuléris. Igy helyspecifikus és indukalhatd
kromoszéma transzlokaciok hozhatok létre. Ezzel a modszerrel egyetlen gén delécidkat is 1étre
tudtak hozni a Drosophila-ban. Az FLP/FRT rendszer felhasznalasaval kiilonb6zé rekombinans
sejt klonok generdlhatok ugyanazon egyeden belil, ha a rekombinazt — promoterének
koszonhetéen — szovetspecifikusan és/vagy indukalhato modon aktivaljak. Példaul egy mutaciora
heterozigbta torzsben a szomatikus transzlokacioval homozigota mutans, illetve vad tipusu
sejtszaporulatok keletkeznek [159]. igy a mutaciok hatasa bizonyos sejtekre korlatozodik, illetve
kikeriili az embridgenezist, ezért példaul a recessziv letalis mutaciok jol tanulmanyozhatok.

A konjugativ elemek k6z¢ sorolhatd Cre/lox rendszert régebb oOta alkalmazzak eml6sokon,
mint a klasszikus transzpozonokat. Els6sorban a loxP helyek kozotti szekvencia eltavolitasara
hasznaljak, melyet a Cre rekombinaz atmeneti expresszaltatasaval valtanak ki. A loxP helyeket
vagy az altaluk hatdrolt transzgént rendszerint homolog rekombinacioval vitték be tenyésztett
embrionalis Ossejtekbe, majd szelekciot kovetéen a sejteket blasztocisztaba injektaltak. Az
indukalhat6 és/vagy szovetspecifikusan expresszaldo rekombindz torzset hasonlokép nyerték. A
keresztezés utddaiban kivaghato valamely gén, vagy akar aktivalhatd, ha a kivagas a promoter és
a kodolo rész kozotti hatarold szekvenciat érintette [160, 161]. Ezzel a modszerrel olyan
génfunkciok is vizsgalhatok, melyek mutacidja vagy aktivalasa egyébként letdlis lenne. A
korabban alapitott kiilonféle Cre expresszalo torzseket azutan sokféleképpen alkalmaztak. Példaul
a csapdazo technikak és a Cre/lox-, valamint az FLP/FRT rendszerek kombinalasaval kondicionalt
gén inaktivalast valositottak meg [162]. A modositott embrionalis Gssejteket el6szor splice
csapdazassal szlrték az intronikus integraciora, majd a Kazetta karositdo csapdazd részét
eltavolitottak (FLP/FRT) és létrehoztak a torzset, melyet azutan kereszteztek a Cre torzzsel. Az
utédokban az eredetileg hatastalan masodik splice csapda inverziojaval inaktivalodott a fehérje.
Ha a konjugativ elemek felismerd szekvenciait egymdéshoz képest forditott helyzetben
alkalmazzak, a kihurkold szinapszis (4A 4abra) helyett hajtli alaka szinapszis alakul ki, igy a

rekombinacid végeredménye kivagas helyett inverzio lesz.
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Magasabb rendii gerincesek esetén eleinte kizarolag kémiai mutagénnel [163], illetve
retrovirusokkal végeztek random mutagenezist [164], melyeket embrioba injektaltak. A
mutagének pontmutaciokat indukalnak, igy az altaluk okozott valtozas kevésbé drasztikus, mint
az inzercidés mutagenezis esetén, emellett a mutacié azonositasa nehezebb. A viralis mutagenezis
meglehetésen hatékony, de kevésbé kontrollalhaté, valamint a viruspartikulumok el6allitasa draga
és korlilményes. A transzpozonok igéretesebbek voltak, am az egykor miikkodo DNS
transzpozonok kihaltak a gerincesek genomjabol, a retrotranszpozonok mikoddoképességére
azonban szamitani lehetett. A két legnagyobb aktivitast mutatdé human L1-et izolaltak és
alkalmaztak kezdetben erre a célra egérben [165, 166], majd az egér L1 kodonoptimalizalt
valtozatat, az ORFeus-t [167]. A mesterséges L1 retrotranszpozon az eredeti endogén L1 3’UTR-
¢ben, a pA szignal el6tt tartalmazza forditott helyzetben a marker gén- vagy a transzgén
expresszios kazettajat, amely mesterséges intront is tartalmaz. A reverz transzkripci6 sordn ez a
rész irodik at elséként cDNS-sé, ezért a splicing-ot kovetd megfelelé L1 miikodés esetén az
mar kicsi az esélye (Id. 2.2.2 fejezet). Ennek koszonhetden az 1j integraciok tobbségében nem
lesznek autonémok. Az intron biztositja azt, hogy kizarélag a retrotranszpozicié eredményeként
létrejott genomialis de novo integraciok eredményeznek markerexpressziot, melyek PCR-rel
(polymerase chain reaction) is sziirhet6k az intron hianyara.

A mesterséges transzpozont a plazmid petesejtbe torténd injektalasaval €s véletlenszeri
beépiilésével juttatjak be, igy hozzak létre a mutator torzset, melyet vad tipussal kereszteznek. A
nativ L1 alkalmazasaval az 0j integraciok gyakorisaga meglehet6sen alacsonynak bizonyult [168,
169]. (Utédok 1-2%-a.) Az egér L1 magasabb transzkripcios sebességii kodonoptimalizalt
valtozatanak, az ORFeus-nak a bevezetése — melyet mar erds heterolog promoterrel is ellattak —
30%-ra emelte az integraciok szamat az utodokban [170]. Az injektalt ORFeus tranziens
expresszidja elegendé volt csiravonalas de novo integraciok létrehozasara az alapitokban. A
magas aktivitasnak kdszonheté mozaikossag miatt ismételt vad tipusu keresztezésekkel izolaltak a
csiravonalas integraciokat, melyek 28%-a ismert géneket érintett, és az ismert géneknek 28%-at
lefedte [170]. A magas hatékonysagl tranziens miikkodés esetlegesen génbevitelre is alkalmassa
tehetné az ORFeus-t tekintve, hogy az integraciok dontd tobbsége nem autondom, melynek esélye
tovabb novekszik a transzgén méretével. A mozaikossadg azonban eleve elkeriilhetetlen, mert az
L1 embriogenezisben mutatott aktivitisa magasabb, mint az azt megel6z6 csiravonalképzés soran
[171]. Nagyobb probléma, hogy az L1 integraciok atlagos hossza 1 kb, ezért a transzgén mérete
meglehetésen limitalt, emellett az integraciok hossza valtozatos, és nagy része a transzgénre is

részleges. Tovabbi hatrany, hogy az endogén L1-hez hasonld szintetikus kazetta csendesiilése
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varhat6 hosszabb tavon, melyet sejttenyészeten igazoltak [172]. A nativ L1-el kombinalt indikator
rendszer azonban kivaldan alkalmas az endogén L1 aktivalédasanak nyomon kovetésére az
embrionalis fejlédés soran [173].

A DNS transzpozonok gerinces alkalmazasara az SB megjelenéséig varni kellett, melyet
hal genombdl allitottak helyre, és human sejtekben is aktivnak bizonyult [75]. A gerincesekben
addig legjobban karakterizalt Tc1-szer(i elemek koziil tiz kiilonboz6 halfaj elemeinek filogenetikai
analizisével kivalasztottdk a legfiatalabb alcsaladot. A funkciondlisan fontos szekvencidkat
legjobban megtartott transzpozaz néhany példanyabdl indultak ki, melyekbdl elészor
eltavolitottak a ,,fatalis” mutaciokat (frameshift, id6 el6tti stop), majd a konszenzus segitségével
egyenként helyreallitottak a funkcionalis egységeket az aminosavak cseréjével. A konszenzushoz
legkozelebb allo szubsztrat ITR-t izolaltak, amelynek transzpozaz kotd DR szekvencidja eleve
intakt volt, és szerencsésen mitkodéképesnek bizonyult a legelsé Sleeping Beauty varianssal az
SB10-el. Azota az SB rendszer mindkét komponensét tovabbfejlesztették. Ezzel parhuzamosan
megtalaltak a masik jelent6s azonban természetes modon aktiv transzpozont, melyrdl kés6bb
kideriilt, hogy miikod6képes és hatékony a heteroldog rendszerekben, emlésokben is. A piggyBac-
re egy olyan bakulovirus torzs genomjaban talaltak ra teljesen véletlenszeriien, amely az
Lautostopposként” bekeriild transzpozonnak kdszonhetden eltérd viralis fenotipust mutatott. A
mutans virustorzset az aranybagoly lepkébdl (Trichopliusia ni) szarmazdé TN-386 sejtvonalbol
izolaltak, melyben szintén megtalaltak a transzpozont [174, 175].

Késébb mas DNS transzpozonokrol is kideriilt, hogy milkodoképesek a gerinces
modellorganizmusokban. Példaul a Minos alkalmazhaté emlds rendszerekben [62, 176], és a
Medaka halbdl izolalt Tol2 is mikodéképes tobbek kozott human sejteken [177, 178]. A Tol2-t
zebrahalban alkallmazzak elterjedten [179], emellett egér csiravonalas mutagenezisre is
hasznaltak mar [180]. Azota mas helyreallitott DNS transzpozonok is megjelentek és
hasznalatosak gerincesekben és emlds rendszerekben, példaul a hiillobdl helyredllitott Frog
Prince [181], vagy az emberbdl helyreallitott Hsmarl [133]. A binaris rendszer szintén sikeresnek
bizonyult a gerincesekben mind a génbevitelre, mind a mutagenezisre [153]. Emlésokben a
legelterjedtebben alkalmazott transzpozonok az SB és a PB [22, 62, 182-194]. A gerinces
inzerciés mutagenezis alkalmazasainal szintén bevetettek géncsapdazé transzpozonokat. Ezek
elénye, hogy sziirni lehet a valédi mutagenezisre a marker expressziojaval, illetve a splice helyek
alkalmazasa jo esélyjel ,elrontja” az endogén fehérje funkciojat. Emellett az integracio
azonositasa konnyebb a cDNS-b6l mint a genombdl. Emldsben a transzpozaz expresszios
kazettaban a him csiravonalra szdvetspecifikus protamin 1 promotert alkalmazzak. Ebben az

esetben a két torzs keresztezésébdl szarmazo him utdédok spermiumaban varhatd transzpozon
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aktivitas, ezért 01j csiravonalas inzerciok csak a kovetkezé generacioban lesznek. Konstitutivan
miikodé virdlis enhanszerek bevetése esetén az inzercidt elszenvedd gén tultermeltetése a
gylimolcslégyhez hasonldéan egérben is elérhetd. A transzpozonban 1évé erds promoéter €s a
transzpozdz szomatikus aktivitdsanak koszonhetéen az SB bindris alkalmazéasadval tumorok
indukalhatok, mely a potencialis onkogének azonositasara és kutatasara ad lehet6séget [195, 196].
Egy masik alkalmazids a Cre rekombinazt szovetspecifikusan kifejez0 torzseket az SB
expresszidjanak aktivaldsara hasznalja a promoter és az SB kodold rész kozotti szekvencia
eltavolitasaval, igy a binaris rendszerrel kombinalva szdvetspecifikus mutagenezissel valtottak ki
tumorokat [197].

A Klasszikus DNS transzpozonokra tobbé-kevésbé altalanosan jellemz6 tulajdonsag a local
hopping, melynek koszonhetéen az 1j integraciok a donor hely meghatarozott kromoszomalis
kornyezetében varhatok. Ennek mértéke eltéré: a P elem 50-szeres preferenciat mutat 100 kb
kornyezetben [198], mig az SB preferenciaja joval nagyobb régiot dlel fel (5-15 megabazis) [182].
Az Ac elem azonban eltéré preferenciat mutat kiilonbozé fajokban, amely a kromoszomalis
lokalizacioval is valtozhat [153]. Az inzercidos mutageneziseknél szamolni kell azzal, hogy a
mutaciokkal csak egy adott régio szaturalhato a transzpozon donor kdrnyezetében, a teljes genom
lefedéséhez kiilonb6z6 donor 16kuszokrol kell inditani mutagenezist [199]. A local hopping miatt
a balanszer torzsek idedlisan alkalmazhatok a mutagenezisben arra, hogy a segitségiikkel
barmilyen mutaci6 fenntarthaté heterozigdta forméaban tesztelés nélkiill. A két komponenst
hordozé torzsek keresztezésének him utddait olyan torzzsel keresztezik, amely a donor régiora

forditott balanszer kromoszomat tartalmaz, majd a balanszer jelenlétére elésziirnek [200].

2.8. Génterapia

A kromoszomalis génbevitel sejttenyészeteken vald alkalmazasa a génfunkciok in vitro
sejtszintll tanulmanyozasat teszi lehet6vé, mely virussal és transzpozonnal egyarant kivitelezheto.
Az expresszidos vektor DNS sejtbe torténd bejuttatdsa (transzfekcid) mar onmagaban fehérje
termelést eredményez, mely funkciondlisan tanulményozhat6. Az episzémalis expresszié azonban
rovid tavld (tranziens), mert az azt biztositd plazmid az osztoddsokkal kihigul a sejtek
citoplazmajaban, de a nem osztodo sejtekben is iddvel lebomlik. Igy hossza tavi stabil expresszid
egyedil a sejtek genomjabol biztosithato. A DNS véletlenszeri genomialis integracioja nagyon
ritka, am hatékony transzfekciot kovetd szelekcioval izolalhatok ezek a transzgenikus sejtek. Az
integralodo szekvencia kiterjedése azonban nem megjosolhato tekintve, hogy a DNS véletlenszerti

toréseinek €s a javitd rendszer kdzremiikddésének koszonhetd. A véletlenszerli beépiilések akar
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konkatamer (egymas utan kapcsolt) format is Glthetnek, amely tobb linearis dsDNS vég sejtbe
keriilésének a kovetkezménye. A konkatamer integraciok rendszerint repeat (ismétlodés) indukalt
csendesiilést valtanak ki [201].

A virusok sajat apparatussal rendelkeznek a sejtmembranon torténd atjutasra, igy
traszdukald képességiik nagyon hatékony. A sejtek magas szazalékaba bejuttatjak DNS-iiket, és
az integralodo virusok a genomba is beépitik. A transzpozonok kétkomponenses vektor
rendszerének (11. abra) cléallitasa és transzfekcidja azonban egyszeriibb és olcsobb, mint a
viralis rendszereké. A donor- (transzpozont ¢és benne a transzgént tartalmazo), valamint a helper
(transzpozazt expresszald) vektorok kotranszfekcidjat kovetéen a transzgénben 1évo
markerexpresszio segitségével szelektalhatok a transzgenikus sejtek. Ilyen mdédon az integraciora
és expresszivitasra heterogén sejtpopulaciohoz juthatunk. A sejtek klonozasat (egyetlen sejt
izolalasa és novesztése) kovetden a klonok akar egyenként is jellemezhetok vagy hasznalhatok.

A sejtszintli génbevitel a kutatasi célokon kiviil génterapias, azaz szomatikus génbeviteli
céllal is igéretesen alkalmazhato, eddig elsdsorban immundeficienciak vagy a szem betegségeinek
kezelésére alkalmaztak génbevitelt [202, 203]. Génterapiaval olyan betegségek kezelhetok
igéretesen, ahol a fenotipusos korrekcio elég hatékony ahhoz, hogy a tlineteket visszaszoritsa.
Ennek kétféle altalanos megkozelitését ismerjiik jelenleg: 1., ex vivo génterapia, ahol a targetalt
sejteket izolaljak az egyénbdl, és ezeket modositjak, majd visszajuttatjak; 2., in vivo génterapia,
amikor a gént direkt modon bejuttatjak az egyénbe, amely ott in Situ modositja a targetalt sejteket.
A génterdpias stratégidk két legfontosabb szempontja a beviteli hatékonysag €s a biztonsdgossag.
Tovabbi szempontok, hogy a bevitt komponens ne legyen immunogén, valamint hossza tava
terdpids hatést biztositson. A transzpozonok bevezetése elétt foleg genomba integralodo
lentivirusokat és adeno-asszocialt virusokat alkalmaztak [204, 205]. A viralis integraciod
génpreferenciaja, valamint a virusszekvencidk és a transzgén promoter aktivitasa onkogének
expressziojat valthatja ki, ahogy arra mar sajnos klinikai példak is figyelmeztetnek [206, 207].
Emellett a viralis szekvenciak szamos esetben immunreakciot indukalnak [208, 209].

A DNS transzpozonok eldny0s alternativat jelentettek elsdsorban azért, mert kedvezdbb
integracios profillal jellemezhet6k [210, 211]. Az SB ezen elonyének és a szamos preklinikali
vizsgalatnak koszonhetden klinikai kiprobalasi fazisba 1éphetett specialis leukémidk és limfomak
kezelésében [212]. CD19 felszini membranfehérjét tartalmazo B limfoid sejtszaporulatok célzott
eliminacidjat oldottak meg hatékonyan az SB11 alkalmazasaval. T sejtek ex vivo genetikai
modositasaval CD19 ellenes kiméra antigén receptort termeltetnek, melynek kdszonhetéen a T
sejtek felismerik és elpusztitjdk a tumoros sejteket. Szintén klinikai fazisba lépett az SB a
leggyakoribb retinadegeneraciok in vivo génterapias gyogyitasaban [213]. A retina neuralis
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leépiilését visszaforditd faktort juttatnak a retina pigment epitél sejtekbe, melyek lokalisan
konnyen hozzaférhet6k az in vivo transzfekciohoz.

A gerinceseken régota hasznalt SB ¢és az eredetileg is hatékony PB aktivitasat
folyamatosan fejlesztették annak érdekében, hogy a virdlis génbevitel robosztus hatékonysagaval
folvegyék a versenyt. Az emldsokre kodonoptimalizalt mPB kétszer hatékonyabbnak bizonyult az
eredeti transzpozazhoz képest egér embrionalis 6ssejteken (ES) [214]. Az eredeti PB és az mPB
aktivabbnak mutatkozott az akkor 1étez6 hiperaktiv SB variansoknal (SB11 és SB12) [215, 216].
Az SB100X kifejlesztése szamos egyedi-, aktivitast noveld mutacid részben random-, részben
szisztematikus kombinatorikus tesztelésével tortént [192]. Ennek eredményeként a legaktivabb
varians kivagésa 100-szoros, az integracidja 80-szoros emelkedést mutatott az eredeti
helyreéllitott SB-hez képest. A kivagas hatékonysagat rendszerint egykdpias indikéator
transzpozont tartalmazo klonon mérik, ahol a kivagas helyredllitja a marker expresszidjat, igy
minden esemény egyedileg detektalhatd sejtenként. Par évvel kés6bb PCR-es mutagenezissel
kifejlesztettek egy hiperaktiv PB-t (hyPB) [190], melynek kivagasa 17-szeres-, integracidja pedig
9-szeres emelkedést mutatott egér ES sejtekben (embryonic stem cell) az mPB-hez képest. Az
SB100X ¢és az mPB, valamint a hyPB génbeviteli hatékonysagainak Osszehasonlitasa eltérd
eredményekre vezetett [191, 217-219]. Mindezt azzal magyaraznak, hogy az egyébként hasonlo
hatékonysagok mellett az SB érzékenyebb lehet az OPl-ra, ami a PB esetén nem mindig
észlelhetd [216]. Ellentétben az SB-vel, amely sejtes rendszerben tesztelve gyakran produkal a
génbevitelben gatlast a transzpozaz dozisanak novelésével [217, 220-223]. A kétkomponenses
rendszer kotranszfekciojat rendszerint alacsonyabb helper plazmid doézissal végzik, hogy
elkeriiljék a tultermeléses gatlas jelenségét, vagy tobbféle donor/helper aranyt alkalmaznak. A
transzpozonos rendszer alkalmazhatd helper-fiiggetlen egykomponenses formaban is, ahol a
transzpozon €s a transzpozdz expresszios kazetta ugyanazon a plazmidon foglal helyet [224].
Ebben az esetben a transzpozaz expresszidja kiilonbozd erdsségli promoterekkel szabalyozhato,
am a donor/helper ardny utolag nem korrigalhats. fgy az egykomponenses rendszer a
génterapiaban néha kedvez6tlenebb eredményt ad, mint a kétkomponenses rendszer [225].

A transzgenikus hatékonysagok mellett fontos szempont a mobilizalhatd transzpozon
mérete (cargo kapacitas). Az SB 6,5 kb feletti transzpozont csak jelentds
hatékonysagcsokkenéssel tud mozgatni [60, 76, 220]. Az ITR-ek (IRDR — inverted repeat direct
repeat) szendvics struktiraban térténd hasznalata 10 kb feletti transzpozon esetén is hatékony
transzpoziciot eredményez [221]. Ez a cargo kapacitas mar jol hasznalhatd génbevitelre tekintve,
hogy a human cDNS-ek 80%-a kisebb, mint 7 kb [16]. A PB 14-18 kb méretig hatékony a
génbevitelben [62, 226], de mind az mPB mind a hyPB 100 kb méretet is tud mozgatni,
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természetesen alacsonyabb hatékonysaggal [227]. Igy a PB transzpozon tobb c¢cDNS egyidejii
bevitelére vagy teljes gének processzalasara alkalmas, a szabalyozo részeket is beleértve. Ezért a
PB idealisnak bizonyult az indukalt pluripotens sejtek (iPS) 1étrehozasara, ahol négy kiilonb6zo
visszaprogramoz6 transzkripcios faktor bevitelére van sziikség (Oct4, Sox2, Klf4, cMyc) [228,
229]. Az iPS technoldgia igéretes az allogén transzplantaciora. A betegb6l szarmazo sejtek
visszaprogramozhatok Ossejtnek megfeleld differenciacios potencialu allapotba, majd mddositast
kovetéen megfeleld szoveti iranyba differencidltathatok és beiiltetheték. A visszaprogramozo
faktorok azonban gatoljak a késébbi differenciaciot, és onkogén potenciallal rendelkeznek [230-
232], ezért eltavolitasuk a génterapids alkalmazas feltétele. A visszaprogramozas tranziens
expresszioval is Kivitelezhet6 [233-235], bar ezek hatékonysaga meglehetdsen varial, és
esetenként nagyon alacsony. A PB hatékonysaga az iPS eldallitdsaban a retrovirusokéval
Osszemérhet6, emellett a kazetta kivagasat is megoldottdk a PB transzpozaz tranziens
expresszidjaval [236, 237]. A transzgén eltavolitasara azota integracio-deficiens PB transzpozaz
varianst fejlesztettek ki [238]. Utdbbi szempontb6l a PB azért is hasznos, mert nyom nélkiil képes
a transzpozon kivagasara (9. abra) [66].

Az ex vivo génterapia altal targetalhato sejtek koziil a legjelentésebbek a hematopoetikus
6ssejtek (HSC — hematopoietic stem cell), mert konnyen izolalhatok és visszajuttathatok. A HSC-
k felhasznalasaval hematologiai, illetve immunologiai rendellenességek kezelhetok [239-241]. Az
SB100X altal elérhetd génbeviteli hatékonysag 35-50%, ¢és ez joval meghaladja az mPB altal
elérhetd hatékonysagot ezen a sejttipuson [217, 218]. Az SB-vel modositott sejtek jol
differencialtathatok in vitro a kiilonb6z6 hematopoetikus iranyokba, ¢és beiiltethetok
immundeficiens egerekbe myeloablatve (csontvel6t pusztitdo) kezelést kovetden [218, 242].
Szintén hatékonyan alkalmaztak az SB100X-at mezenhimalis dssejteken (MSC — mesenchymal
stem cells), valamint mioblasztokon, mely a differenciacids potencialt nem befolyasolta [243]. Az
MSC-k csont, porc és zsirszovet képzésére alkalmasak [244]. A mioblasztok pedig
felhasznalhatok izom rendellenességekben vagy kardiovaszkularis betegségekben. Izom iranya
transzkripcids faktor iPS-be torténd bevitelét is kiprobaltak sikerrel az SB100X alkalmazasaval
[243].

Az in vivo génterapia kezdeti DNS beviteli modszere az egér farokvéna hidrodinamikus
(HD) injektalasa [245]. Foszfat pufferben oldott tomény DNS hasznalataval a majsejtek 10%-a
felveszi a DNS-t, mely a m4j endotél folyadéknyomassal térténé roncsolddasanak és a majsejtek
endocitozis-készségének koszonhetd. A m4j idedlis targete az Orokletes metabolikus betegségek

crer

modellallatok esetén mar nehezen kivitelezhet, ezért a sejttenyészeteken alkalmazott
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transzfekcios reagenseket fejlesztették tovabb. Vénasan alkalmazott polietilénimin-, vagy
nanopartikulum alapu transzfekcioval tiido-, illetve maj endotélsejteket tettek transzgenikussa az
SB felhasznalasaval [246, 247]. Az endotél keringés kozvetitésével végzett in vivo transzfekcioja
els6sorban olyan betegségek esetén lehet sikeres, ahol alacsony expresszido elérésével is
csOkkenthet6k a tiinetek, és a vérbe jutd transzgén termék megfeleld hatast valt ki. Illyenek a
kiilonb6zé hemofilidk, ahol az egészséges koaguldcios faktor szint 1%-a is elegendd a
vérzékenység csokkentéséhez [23].

A megfeleld hatékonysagu transzfekcio elérése érdekében az in vivo génterapiaban
jelentds alternativat jelentenek a virusok. Egyik elonylik, hogy a virionfelszin segitségével
esetlegesen targetalhatok bizonyos sejttipusokra, azonban a kromoszomalis integraciora kevésbé
kedvezéek. Igéretes modszer az integracio defektiv hibrid virusok alkalmazasa, ahol a
kétkomponenses transzpozon rendszert viruspartikulum segitségével juttatjdk be a sejtbe, a
in vivo génterapias preklinikai alkalmazast adenovirusba csomagolt SB rendszer biztositotta jo
hatékonysaggal [248]. A donor/helper arany optimalizalhatosaga miatt altalaban kiilon
viruspartikulumban juttatjak be a két komponenst.

Szamos ritka genetikai betegség esetén végeznek preklinikai vizsgélatokat az SB-vel
allatmodelleken, illetve szOvettenyészeteken. Az eddig emlitetteken kiviil a teljesség igénye
nélkiil példaul enzimhiany okozta mukopoliszaharidozisokban, izom disztrofidkban, kotdszoveti

rendellenességekben, tirozinémiaban, valamint Huntington koérban [249]. Utobbi esetben siRNS-t

crer

cres

pre-mRNS szinten korrigalja a hibas gént, és melynek génterapias miikodését allatmodellen az SB
felhasznalasaval igazoltak [251]. A technika f6 elénye, hogy a karos géntermék szintet a
korrekciohoz kapcsoltan csokkenti a transzgenikus sejtekben.

Bér az SB integracios profilja kozel random, a génekbe torténd integracio esélye mégsem
elhanyagolhat6. Mind az SB mind a PB esetén erdfeszitéseket tettek annak érdekében, hogy a
transzpozaz altal katalizalt integracidt iranyitsak meghatarozott biztonsagos genomi
szekvencidkra. A heterolog DNS-ko6td domének fuzidja a transzpozaz proteinhez az SB esetén
lerontja a transzpozicié hatékonysagat [252], a PB transzpozaz azonban jol tolerdlja az N
terminalis fuziot [253]. Az ilyen transzpozaz variansok targetalasanak hatékonysaga és specifitasa

tovabbi fejlesztéseket igényel.
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3. CELKITUZESEK

A transzpozonok génterapias célu felhasznaldsanak eldfeltétele a kiilonbozd sejteken
torténd karakterizalds, kiilonosen a progenitor sejteken vagy Ossejteken végzett genetikai
manipulacidk biztonsaga miatt, melyek fokozott malignus potenciallal rendelkezhetnek. Munkam
kezdetéig kevés olyan tanulmany sziiletett, amelyik szisztematikusan karakterizalta ¢és
Osszehasonlitotta az egyes génbeviteli rendszereket. Ezek sejttipustdl fliggd kiillonbségekre
mutatnak ra, tobbségiik azonban csak egy-egy — gyakran tumoros — sejttipus vizsgalatara
korlatozodott. A kiilonbozé tanulményok az egyes applikaciok eltérései miatt sokszor nem
Osszehasonlithatok. Emellett a génbevitel hatékonysagat a DNS transzpozonokra jellemzo, a
transzpozaz dozisatdl fliggd tultermeléses gatlas jelensége jelentdésen csokkentheti. A gatlas
jelenségének a génbevitelben mutatott jelentdségére vonatkozoan pedig ellentmondasos adatokat
talalhatunk az egyes tanulmanyokban. Munkdm sordan elsddleges feladatom a DNS
transzpozonnal torténd génbevitel sejtszintli vizsgalata és optimalizalasa volt. A kovetkezd

célokat tiztik ki:

1. Transzgén expesszidjanak és csendesiilésének vizsgalata SB transzpozonos rendszerrel

transzfektalt sejtpopulacion.

2. Transzpozonos rendszer génbevitelben mutatott aktivitdsanak mérésére alkalmas

modszerek beallitasa (kivagas, kopiaszam).

3. SB integracids helyek meghatarozasa és karakterizalasa.

4. Thultermeléses gatlas jelenségének vizsgdlata és a génbevitel optimalizaldsa kiillonb6zd
sejteken a két leghatékonyabb rendszert illetéen (SB ¢s PB DNS transzpozonos

rendszerek).

5. Transzgénben alkalmazhatd néhany promoter dsszehasonlitasa a génbevitelben.
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4, ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Plazmid konstrukciok

A transzpozaz fehérjéket standard expresszios plazmidokrol fejeztettiik ki a sejtekben,
melyeket CMV promoter szabalyozott minden esetben. A kdvetkezd transzpozéaz fehérjéket
alkalmaztuk: SB11, SB32 és SB100X variansok [192]; mPB [214], és hyPB variansok [190]. Az
SB IRDR-¢ek T2 valtozatat alkalmaztuk [220], az SB transzpozon plazmidokat egyetlen kiindulasi
vektorbol allitottuk eld, a transzgén modositdsokat kazettacserés vagy PCR-es klonozasi
technikaval végeztiik [254]. A PB transzpozon szekvenciakat PCR-el amplifikaltuk egy megfeleld
templat PB transzpozon plazmidrol (PB-SB-PGK-Neo-bpA) [189], majd beépitettiikk az SB-PGK-
puro, valamint az SB-CAG-EGFP konstrukciokba az SB transzpozon szekvenciainak cseréjével
[254]. A kopiaszam mérés beallitasahoz hasznalt HEK-293 klénokat az SB-CAG-EGFP-CAG-
puro transzpozon bevitelével, a HUES9 klonokat az SB-CAG-GFPABCG2 transzpozon
bevitelével allitottuk elé [255]. Az egyes projektekben alkalmazott plazmidokat az alabbiakban
foglaltuk 6ssze (1. tablazat).

PCMV-5B11 Hatékonysagvizsgalatok
pCMV-SB32 HEK-293, Hela és HUES9

Transzpozaz expresszios PCMV-SB100X — sejteken (5.4)

plazmidok Az dsszes tdbbi kisérletben
pCMV-mPB azSB100X-at alkalmaztuk.
0CMV-hyPB (5.1,5.2, 5.3, 5.5)
[ pSB-CAG-puro |
pSB-CMV-puro Prométerek

SB transzpozondonor _J
plazmidok pSB-5V40-puro

| PSB-PGK-puro | Hatékonysagvizsgélatok
PB transzpozon donor {pPB-PGK-pUI’O HEK-293 és Hela sejteken (5.4)

— hatékonysagvizsgalata (5.5)

plazmidok pPB-CAG-EGFP Hatékonysagvizsgalatok HUES9
sejten és PB variansok

B pSB-CAG-EGFP képiaszamainak mérése (5.4)

pSB-CMV-EGFP Promoterek expresszivitasanak

SB transzpozon donor pSB-PGK-EGFP Osszehasonlitasa(5.5)
plazmidok pSB-SV40-EGFP

pSB-CAG-EGFP-CAG-puro HEK_Zgi> Klonok létrehozasa

HUES9 képiaszam mérés
| PSB-CAG-GFPABCG2 beallitas (5.2)

1. tablazat. A kutatasok soran felhasznalt plazmidok.
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4.2.  Sejttenyésztések és sejtklonok létrehozasa

A kisérletekhez hasznalt HEK-293 ¢és Hela sejtvonalakat 10% hdinaktivalt FBS
szérummal (fetal bovine serum), 1% L-glutaminnal ¢és 1% penicillin/streptomycin
antibiotikummal kiegészitett DMEM tapoldatban (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Egyesiilt Allamok), 37°C-on 5% CO2 inkubatorban
tartottuk fenn. A klonok létrehozasahoz a kétkomponenses transzfekciot kovetéen a HEK-293
sejteket aramlasi citométer (FACS) segitségével dusitottuk (I1d. alabb), majd sejtszamtol fiiggéen
higitottuk és 96 lyuku lemezre szétosztottuk. Az egyetlen klonokat tartalmazo lyukakat mikroszop
segitségével azonositottuk és tovabb szaporitottuk, FACS-on mértilk az expresszid intenzitasat
(1d. alabb), majd késébb genomi DNS-t tisztitottunk beldliik (1d. alabb). A human embrionalis
Ossejtvonal (HUES9) Dr. Douglas Melton laboratériumabol szarmazik (Harvard Egyetem,
Egyesiilt Allamok), fenntartasa mitomycin-C-vel kezelt egér embrionalis feeder sejteken HUES
médiumban (15% ko szérum replacement, 80% KoDMEM, 1 mM I-glutamin, 0.1 mM beta-
mercaptoethanol, 1% nem esszencialis aminosav, 4 ng/mL human fibroblaszt ndvekedési faktor)
tortént [256]. A HUESY sejteket a 35. passzazstol tenyésztettiik és alkalmaztuk. Az embrionalis

6ssejt klonok 1étrehozasa korabban leirt modszer alapjan tortént [257].

4.3. Transzfekciok és transzpozicios esszék

Minden transzfekciot duplikitumban végeztink. HEK-293 sejtbl 2x10°, HeLa sejtbdl
4x10° sejtszamot raktunk ki 12 Iyuku lemezre, melyeket masnap FuGENE 6, illetve FUGENE HD
reagensekkel transzfektaltunk a gyartd utasitasainak megfeleléen (Roche, Bazel, Svajc). A
maximalisan alkalmazhatd6 DNS mennyiség 50-75%-at transzfektaltuk, melyben a
hatékonysagvizsgalatok kivételével 10:1 aranyban alkalmaztuk az SB transzpozont és az SB100X
transzpozazt. A hatékonysagvizsgalatokban magas transzpozon dozis (10:0,1-20) esetén 250 ng,
alacsony transzpozon dézisnal (1:1-20) 25 ng transzpozon plazmiddal transzfektaltunk valtozo
mennyiségii transzpozaz plazmid mellett. Minden puromycin-es transzgén transzfekcioban 250 ng
pCMV-EGFP kontrollal kotranszfektaltunk a transzfekcié hatékonysagadnak mérésére. Az
Osszehasonlitod vizsgalatokban pET-41 (Novagen) plazmiddal azonos mennyiségre egészitettiik ki
a transzfektalt DNS-t. A kontroll transzfekciokban transzpozaz expresszios plazmid helyett pET-
41 plazmidot tettiink a transzfekcios keverékbe. Transzfekciot kovetd 48. draban a sejtek tizedét
FACS-on mértiik a transzfekcios hatékonysag megallapitasara. A sejtek 1%-at ekkor kiraktuk

koloniaesszére sejttenyésztd petri csészébe 1 pg/mL puromycin (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
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Missouri, Egyesiilt Allamok) tartalmi DMEM-be, melyet két hét elteltével metanollal fixaltunk és
Crystal Violet festékkel festettiink a gyartdo utasitasainak megfeleléen (Sigma-Aldrich). A
koloniakat 75S modellti gél-dokumentacios rendszerrel fényképeztiik, és Quantity One 4.4.0
szoftver segitségével megszamoltuk (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Kalifornia, Egyesiilt
Allamok). A koloniaesszére kirakott sejtszam és a transzfekcios hatékonysag ismeretében
transzgenikus ratat szamoltunk, a koloniak (transzgenikus sejtek) szamat a transzfektalt sejtek
szazalékaban adtuk meg.

Transzfekciot kovetd 48. oraban a sejtek tizedét puromycin-es DMEM-be passzaltuk és
harom hétig antibiotikumban tartottuk fenn, majd genomi DNS-t tisztitottunk az atlagos
kopiaszdm meghatdrozéasara. A transzfektalt sejtek maradékat 48. orandl a parallel transzfekciok
Osszekeverését kovetden kvantitativ kivagasi PCR analizisre tettiik félre (1d. alabb). A PB atlagos
kopiaszam méréséhez CAG-GFP tartalma transzpozonnal transzfektaltunk HEK-293 sejteket
10:1, 10:10, és 1:10 transzpozon / transzpozaz aranyokkal a fent leirtaknak megfeleléen, majd a
48. oraban ¢és azt kovetden két hét utan FACS segitségével szortoltuk a sejteket, melyekbdl
gDNS-t tisztitottunk.

A nukleofekcios kisérletekben HEK-293 sejtbél 5x10° sejtszamot elektroporaltunk
Nucleofector V kittel és Nucleofector 11 késziilék segitségével a gyartd utasitasainak megfelelden
(Lonza Group, Bazel, Svajc). Egy mikrogramm SB-CAG-EGFP transzpozont transzfektaltunk
valtozé mennyiségii SB100X transzpozazzal, a transzfekciokat pET-41 plazmiddal azonos DNS
mennyiségre egészitettiik ki. A kontroll transzfekcidban transzpozaz expresszids plazmid helyett
PET-41 plazmidot tettiink a transzfekcios mixbe. Nukleofekciot kdvetden 6 lyuku lemezre tettiik a
sejteket. Transzfekciot kovetd 48. oraban a sejtek huszadabol ellendriztiik a transzfekcios
hatékonysagokat FACS segitségével, és a maradék sejtekbdl kvantitativ kivagasi PCR analizist
végeztiink.

HUES9 sejtbél 2x10° sejtszamot (passzalasra érett 6 lyuki lemezrél) nukleofektaltunk
Human Stem Cell Nucleofector 1 kittel a gyartd utasitdsainak megfeleléen (Lonza Group).
Szintén 1 pg CAG-EGFP transzpozonnal transzfektaltunk valtozé6 mennyiségl transzpozazzal a
tizedébdl ellendriztiik a transzfekcidos hatékonysagokat FACS segitségével, harmadukat tovabb
passzaltuk, a maradékukbdl kvantitativ kivagasi PCR analizist végeztiink. A tovabb fenntartott
sejteket két késobbi idépontban (1 és 2 héttel késobb) ismét megmértiik FACS-on. Az utébbi GFP
pozitiv sejtaranyokat elosztottuk a 48. ordban mért transzfekcidos hatékonysaggal, igy a

transzgenikus rataval ardnyos mennyiséget kaptunk (GFP index). A HUES9 sejtben elérhetd
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atlagos kopiaszamok meghatarozasara 10:10 aranyban nukleofektaltuk az SB-, illetve a PB-CAG-
EGFP transzpozonokat a fent leirtaknak megfeleléen. A 48. 6raban, valamint két hét elteltével
szortoltuk a sejteket, késébb gDNS-t tisztitottunk beldliik.

A HEK-293 és Hela sejteken elért transzfekcios hatékonysagok 40-70% voltak. HUES9-
en elért nukleofekcios hatékonysagok 10-15% voltak. Ugyanazon transzfekcios kisérletsorban

végzett transzfekciok hatékonysagai alacsony variabilitast mutattak (3-6%).

4.4. Derepresszalo kezelések — transzgén csendesitettség vizsgalata

A HEK-293 sejten megfigyelhet6 transzfekciot kovetd transzgén csendesitettség
megallapitasara trichostatin A (TSA) kezelést alkalmaztunk (Sigma-Aldrich). A gyari
torzsoldatbdl abszolut etanollal 1000x torzsoldatot készitettiink, melyet a transzfekciot kovetd 24.
6raban 300 nM Kkoncentracibban, DMEM-ben oldva tettiink a sejtekre. Négy parallel
transzfekciobol két lyukat kezeltiink, kettére az oldoszert tartalmazo DMEM-ét tettiik. Masnap, a
transzfekcidt kovetd 48. oraban az egyik lyukat RNS tisztitasra hasznaltuk fel (1d. alabb), a mésik
lyukat FACS-on mértiik. A kezeletlen kontroll tizedét tovabb passzaltuk, a maradékbol FACS-on
szortoltuk a transzfektalt sejteket.

A dusitott transzfektalt sejtpopulaciokat standard modon fenntartottuk, és a transzgén
csendesitettség megallapitasara a hatodik hét elején 5-Aza-cytidine-nel kezeltiik (Sigma-Aldrich).
A vegyszerbdl szazszoros torzsoldatot készitettiink, szérum- és antibiotikum mentes DMEM-ben
oldottuk fel, majd 5 uM koncentracioban tettiik a sejtekre DMEM-ben. Ehhez el6z6 nap 2,5x10*
sejtet raktunk ki 12 lyukt lemezre sejtpopulacionként négy lyukra (2 kezelt és 2 kezeletlen). A
sejtek letapadasat kovetéen (masnap) kezdtiik a kezelést, és négy napon at napi médiumcserével
folytattuk. Negyedik napon az egyik lyukat RNS tisztitasra hasznaltuk fel, a masikat FACS-on

meértiik.

45. FACS analizis és szortolas

A GFP expresszalo sejteket FACSCalibur dramlasi citométer késziiléken analizaltuk
(Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, New Jersey, Egyesiilt Allamok), Cellquest-Pro
szoftver segitségével a gyartod utasitasainak megfeleléen (Becton, Dickinson and Company). Az
analizisben transzfektalatlan sejteket alkalmaztunk kontrollként, és a nem ¢él6 sejteket 5 ug/mL

propidium-jodiddal (Sigma-Aldrich) festettiik, melyeket az analizisb6l kizartunk. A mérések
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legalabb 10 ezer €10 sejtet vettek figyelembe. A GFP expresszalo sejtek szeparalasara FACSAria
fluoreszcens sejt szorter késziiléket alkalmaztunk a gyartd utasitasainak megfeleléen (Becton,

Dickinson and Company).

46. gRT-PCR

RNS tisztitas, DNaz kezelés és cDNS atiras

A HEK-293 és HelLa sejtes RNS tisztitasokat ~90% konfluens 12 lyuku lemezrél végeztiik
RNeasy Mini kit segitségével (Qiagen, Hilden, Németorszag). A lizis puffert kozvetlen a sejtekre
BioPhotometer Plus késziiléken mértiik (Eppendorf AG, Hamburg, Németorszag). Amennyiben a
qPCR esszé miatt sziikséges volt (GFP), a genomi DNS-t emésztéssel eltavolitottuk. 5 pg RNS-t 4
U DNase | enzimmel (New England Biolabs, Massachusetts, Egyesiilt Allamok) emésztettiik 20
uL-ben 10 U RN4z inhibitor jelenlétében (New England Biolabs), 1 6ran 4t 37 °C-on. Ebbél 1 pg
RNS-t (4 uL) random oligonukleotidokkal 20 pL végtérfogatban atirtunk cDNS-sé a High-
Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Thermo Fisher Scientific) segitségével a gyartd

utasitdsainak megfelelden.

Primerek és PCR koriilmények

A kovetkezé gyari TagMan esszéket alkalmaztuk (Thermo Fisher Scientific): GAGE,
Hs00275620 ml; béta aktin, Hs99999903 ml; béta 2 mikroglobulin, Hs99999907 ml1. A GFP
expresszidjanak mérésére a kopiaszam meghatarozasara hasznalt TagMan esszét alkalmaztuk (Id.
alabb). A reakciok Osszeméréséhez TagMan Gene Expression Master Mix-et hasznaltunk
(Thermo Fisher Scientific). Az SB interakcios faktorok expresszidjanak méréséhez SYBR green
kémiat alkalmaztunk, és az amplikonokat exon/exon hatarszekvenciakra terveztiik az interneten
elérhet6 Assay Design Center segitségével (www.lifescience.roche.com): HMGBL (high-mobility
group protein B1), for 5'- CATTGAGCTCCATAGAGACAGC, rev 5'-
AGGATCTCCTTTGCCCATGT; DNAPKCcs (DNA-dependent protein kinase, catalytic subunit),
for 5'- TTGAACACCATGTCCCAAGA, rev 5'- CTGACATTTTTGTCAGCCAATC; Ku70, for
5- AGAGTGAAGATGAGTTGACACCTTT, rev 5- CCAAGAGATCTCGATCACTGCT,;
Ku80, for 5- CATCTGATGCTACCAGATTTTGA, rev 5- TCCATGCTCACGATTAGTGC,;
HSP90 (heat shock protein 90, endogén kontroll), for 5- TGGATATCCCATTACT
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CTTTTTGTG, rev 5- TTCTTTTTCTTCTTCTTTGTCTTCCT. A reakciokban Power SYBR
Green PCR Master Mix-et hasznaltunk (Thermo Fisher Scientific), melybe a primereket 50 nM
végkoncentracioban mértiik be. A gPCR-cket triplikatumban mértiik 6ssze 20 uL-ben, melybe
tizszeresére higitott CDNS-t tettiink (5 pl/reakcio). Minden gPCR reakciot StepOnePlus real-time
(valos idejii) PCR késziiléken futtattunk (Thermo Fisher Scientific), és a standard expresszios
vizsgalatokra ajanlott hdprofilt alkalmaztuk: 95 °C 10 perc, 40 ciklus 95 °C 15 mésodperc és 60
°C 1 perc. A SYBR reakciok végén olvadaspont analizist végeztettiink. Az adatokat StepOne 2.1
szoftver segitségével (Thermo Fisher Scientific) analizaltuk, a kvantifikalasra AACt moddszert

alkalmaztunk, ahol a hibasavokat 95%-0s konfidencia intervallumra allitottuk be.

4.7. Transzpozon kopiaszam meghatarozas

Genomialis DNS tisztitas

A kopiaszam meghatarozashoz sejtklonokat-, illetve atlagos kopiaszam mérésére
transzfektalt és szelektalt sejtpopuldcidkat hasznaltunk (Id. transzfekciok). A klonokbol és a
szelektalt sejtpopuldciokbol gDNS-t tisztitottunk, utobbi esetben a parallel transzfekciokbol
szarmazd gDNS-eket egyenlé aranyban Osszekevertilk (paloztuk) az atlagos kopiaszam
megallapitasara. Alapanyagként 10°-107sejtet tripszinnel felszedtiink, majd centrifugaltuk (250 x
g, 5 perc), a feliiluszd eltavolitdsa utan a sejtpelletbdl dolgoztunk, vagy -70 °C-ra tettiik késdbbi
feldolgozasra. A sejteket 500 pL lizis pufferben (100mM Tris-HCI, 5mM EDTA, 200mM NacCl)
elkevertiik, és hozzaadtunk 50 pL 5%-0s SDS-t (natrium-dodecil-szulfat), majd alaposan
Osszekevertiik. Hozzaadtunk 5 pL Proteinaz K oldatot (10 mg/mL) (New England Biolabs) és 50
°C-on inkubaltuk egy 6ran at. Ha szdvetbdl dolgoztunk, az elegyet 37 °C-on emésztettiik éjszakan
at. Az oldatot ezutan fenol-kloroform vagy fenol-kloroform-izoamilalkohol eleggyel (Sigma-
Aldrich) 1:1 térfogataranyban Gsszekevertiik, majd 10 masodperc vortexelést kdvetden 5 percig
centrifugaltuk 21000 x g sebességgel. A felsd vizes fazist atpipettaztuk tiszta eppendorf csébe,
majd f6l-le pipettazassal Osszetortik a viszkozus DNS-t, amit azutan kloroformmal
fenolmentesitettiik: 1:1 térfogataranyban hozzaadtuk a kloroformot, majd 10 masodperc
vortexelést kovetden 5 percig centrifugaltuk 21000 x g sebességgel. A fels6 vizes fazist ovatosan
atpipettaztuk 0j csobe. (Fontos, hogy az als6 fazis érintetlen maradjon.) Hiitéhideg izopropanollal
1:1 térfogataranyban kicsaptuk a DNS-t. A cs6 fol-le forgatasaval kevertiik az elegyet mindaddig,
amig a szalas csapadék lathatova valt. Ha nem latszott a kicsapodott DNS, allni hagytuk jégen 10
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percig. A csapadékot 4 °C-on centrifugiltuk 10 percig 21000 x g sebességgel. A feliiluszo
ledntését kovetden jégre tettiik a csovet és mostuk 500 pL hiitéhideg 80%-0s etanollal, melyet
frissen készitettiink. Amennyiben lathaté volt a csapadék, 5 percig allni hagyjuk jégen, majd
ismételt centrifugéalast kovetden az etanolt leszivtuk vagy ledntéttiik. Tiz perces nyitott tetdvel
végzett szobahds szaritas utan, maximalis kiindulasi mennyiség esetén ramértiink 150 pl vizet,
majd a beoldddas elBsegitésére 5 percig 80 °C-on inkubaltuk. Ezutan fol-le pipettazassal, majd
alapos vortexeléssel elkevertiik. A tdomény DNS oldatot -70 °C-ra tettiik és legkorabban masnap

crer

majd a tovabbiakban 100 ng/uL-es higitott munkaoldatokkal dolgoztunk.

Primerek és PCR koriilmények

A kopiaszam mérésekre hasznalt esszék PCR-eit a Primer Express 3.0 szoftver
segitségével terveztilk (Applied Biosystems), a probak fluoreszcens 5’-FAM-, valamint 3’-nem
fluoreszcens (MGB — minor groove binding) kiolto jeldlést kaptak. A primerek és a probak a
kovetkezOk voltak: RPPH1 (RNaz P H1 RNS komponense, endogén kontroll), for 5’- AGCTGAG
TGCGTCCTGTCACT, rev 5’- TCTGGCCCTAGTCTCAGACCTT, préba 5°- CACTCCCATGT
CCCTT,; GFP (green fluorescent protein), for 5’- GAGCGCACCATCTTCTTCAAG, rev 5°-
TGTCGCCCTCGAACTTCAC, préba 5’- ACGACGGCAACTACA; IRDR-L (inverted repeat
direct repeat - left), for 5’- CTCGTTTTTCAACTACTCCACAAATTTCT, rev 5°- GTGTCATG
CACAAAGTAGATGTCCTA, proba 5’- CTGACTTGCCAAAACT; IRDR-R (inverted repeat
direct repeat - right), for 5’- GCTGAAATGAATCATTCTCTCTACTATTATTCTGA, rev 5’-
AATTCCCTGTCTTAGGTCAGTTAGGA, proba 5°- TCACCACTTTATTTTAAGAATGTG. A
gPCR-eket targetenként triplikatumban 20 pL végtérfogatban mértiik, TagMan Gene Expression
Master Mix-et hasznaltunk (Thermo Fisher Scientific). A genomialis DNS-t 30-100 ng
mennyiségben mértiik be reakcionként, optimalizalast kovetéen mar 100 ng-ot alkalmaztunk. A
reakciok a primereket €s a probakat 900-, illetve 250 nM toménységben tartalmaztdk. A
kopiaszam meghatarozasokat StepOne vagy StepOnePlus real-time PCR késziiléken futtattunk
(Thermo Fisher Scientific), és a standard expresszids vizsgalatokra ajanlott héprofilt alkalmaztuk:
95 °C 10 perc, 40 ciklus 95 °C 15 masodperc és 60 °C 1 perc. Az adatokat StepOne 2.1 szoftver
segitségével (Thermo Fisher Scientific) analizaltuk. Optimalizalast kovetden a kvantifikalasra
AACt modszert alkalmaztunk, melyben egykopias HEK-293  sejtklonokat hasznaltunk

referenciaként. A hibasavokat 95%-0s konfidencia intervallumra allitottuk be.
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4.8. Kvantitativ kivagasi PCR
Plazmid tisztitas a transzfektalt sejtekbol

A sejtek a transzfekciot kovetd 48. oraban keriiltek tovabbi processzalasra. Az ekkor
feltripszinezett maradékukat a parallelek Gsszekeverését kovetéen kivagasi PCR-re hasznaltuk.
Kiindulasként 10°-10° transzfektalt sejtet centrifugaltunk (250 x g, 5 perc) és a sejtpelletbél
dolgoztunk tovébb, vagy -70 °C-ra tettiik kés6bbi feldolgozasra. A plazmid tisztitisa QIAprep
Spin Miniprep kittel tortént (Qiagen), azzal a kiilonbséggel, hogy a kitben talalhato lizis puffer
(P2) helyett 1,2%-0s SDS-t (Sigma-Aldrich) alkalmaztunk, majd vortexelést és leporgetést
kovetden 5 pL Proteinaz K oldatot (10 mg/mL) (New England Biolabs) adtunk hozza. Ismételt
vortexelés és leporgetés utan a mintdkat fél 6raig inkubaltuk 50 °C-on. Ezt kovetben a gyarto

utasitasai szerint tisztitottuk a plazmidot, melyet 30 uL vizzel elualtunk az oszloprol.

Primerek és PCR koriilmények

A transzpozon donor plazmidbol torténé kivagddas mérésére a plazmid szekvencidjara
specifikus primereket alkalmaztunk, melyek kizarélag a kivagason és sejtes javitdson atesett,
recirkularizalt plazmidrol adnak PCR terméket a transzpozon nagy mérete miatt (22. abra).
Egymasba agyazott két koros (nested) PCR-t alkalmaztunk, melyben a masodik PCR koérben
végeztiink kvantifikdlast SYBR green kémiat alkalmazva. Az els6 PCR kort a kovetkezd
primerekkel  végeztik: for 5°- GCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGG, rev 5’-
TCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTC. A reakciot 20 pl-ben mértikk 6ssze PCR Master Mix-el
(Promega, Madison, Wisconsin, Egyesiilt Allamok), mely a primereket 200 nM koncentracidban
tartalmazta. A tisztitott plazmid 1 mikroliterét adtuk hozza, ¢és 10-25 ciklusszdmmal
(alkalmanként optimalizalandd) végeztikk az el6amplifikalast, melynek héprofilja a kdvetkezo
volt: 94 °C fél perc, 60 °C 15 mésodperc és 72 °C 1 perc. Az els6 kor PCR termékébdl ezerszeres
higitast végeztiink, majd ennek 5 pL-ét mértiik be a kovetkezd kivagasi qPCR korbe, valamint az
endogén kontrollként alkalmazott ampicillinrél amplifikald6 qPCR-be. A reakciokat 20 pL-ben
mértiik Ossze targetenként triplikatumban, melynek primerei a kovetkezok voltak: kivagasi PCR
(masodik kor), for 5’- CAGCTGGCACGACAGGTTTCCCG, rev 5- CGATTAAG
TTGGGTAACGCCAGGG; ampicillin (endogén kontroll), for 5’- TTTGCTCACCCAG
AAACGC, rev 5’- AGTTGGCCGCAGTGTTATCAC. A reakciokban Power SYBR Green PCR
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Master Mix-et hasznaltunk (Thermo Fisher Scientific), melybe a primereket 50 nM
végkoncentracioban mértiikk be. A qPCR-eket StepOnePlus real-time PCR késziiléken futtattuk
(Thermo Fisher Scientific), és a standard expresszids vizsgalatokra ajanlott héprofilt alkalmaztuk:
95 °C 10 perc, 40 ciklus 95 °C 15 masodperc és 60 °C 1 perc. A reakcidok végén olvadaspont
analizist végeztiink. Az adatokat StepOne 2.1 szoftver segitségével (Thermo Fisher Scientific)
analizaltuk. Optimalizalast kovetden a kvantifikaldsra AACt modszert alkalmaztunk, ahol a

hibasavokat 95%-0s konfidencia intervallumra allitottuk be.

4.9.  SB integracios helyek meghatarozasa

Az integracidés helyek meghatdrozasara splinkerette PCR technikédt alkalmaztunk. A
genomialis DNS restrikcios emésztését kovetden kompatibilis thlnyuald véggel rendelkezd
duplaszalas linker-rel végeztiink ligalast, majd egymasba agyazott (nested) PCR-el amplifikaltuk
a transzpozon genomi kornyezetét, ahol az egyik primer a linkerre specifikus, mig a masik az
IRDR-L vagy IRDR-R szekvencidkra. A linker rovid antiszensz szalanak mindkét vége
modositott. Ennek koszonhet6en a duplaszalas linker nem tud 6nmagaval 6sszeligalodni, és csak a
szensz szal kapcsolodik az emésztett genomi DNS végekre. A modositas miatt a szabadon marado

rovid antiszensz szal 3’ vége sem tud primerként miikddni a ligalast kovetd PCR reakcidkban.

Genomi DNS emésztése és linker ligalasa

A New England Biolabs enzimeit és puffereit hasznaltuk. A genomialis DNS-bdl 2 pg-ot
emésztettiink 100 pL-ben NEBuffer 4-ben 20 U Bfal és 20 U Ndel enzimekkel 37 °C-on, egy
éjszakdn 4t. Az enzimeket ezt kovetéen 80 °C-on 20 percig héinaktivaltuk. Az elegyet
kiegészitettiik BSA-val (bovine serum albumin) és 30 mM Tris-el, valamint 50 mM NaCl-al, majd
hozz4adtunk 20 U Asel enzimet és 3 6ran 4t emésztettiik 37 °C-on. Mindegyik enzim azonos 5’
tulnyald véget hoz létre. Ezt kovetden az oldatot fenol-kloroform-izoamilalkohol eleggyel
(Sigma-Aldrich) 1:1 aranyban Osszekevertiik, 10 masodperces vortexelés utan 5 percig 21000 X ¢
sebességgel centrifugaltuk, majd a fels6é vizes fazist atpipettaztuk masik csobe.
Fenolmentesitettiink kloroformmal, melyet szintén 1:1 ardnyban adtunk. 10 masodperces
vortexelés utan 5 percig centrifugaltuk 21000 x g sebességgel, majd a szerves fazis érintése nélkiil
a felsd vizes fazist atpipettaztuk masik csObe. Ezutdn 1:1 ardnyban hozzdadott hiit6hideg

izopropanollal kicsaptuk az emésztett DNS-t. Fol-le pipettazassal kevertiik el az elegyet, majd -70
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°C-ra tettiik éjszakara. Masnap 4 °C-on centrifugaltuk 10 percig 21000 x g sebességgel
szogrotoros centrifugdban, ahovd a csoveket azonos orientacioban tettiik be. Ezt kdvetden
pipettaval leszivtuk az izopropanolt iigyelve, hogy a csapadék varhato kitapadasi helyét ne
érintsiik. Ezutan 200 pL frissen készitett 80%-0s etanolt mértiink ra 6vatosan, hogy a csapadékot
ne sodorjuk le, majd ismételtik az el6z6 centrifugalast. (A csdveket az elézdével azonos
orientacioban helyeztiik a centrifugaba.) A centrifugalds utan pipettaval leszivtuk az etanolt nem
érintve a csapadék varhat6 helyét, és 10 percig szobahOmérsékleten szaritottuk a csdvet, majd a
kicsapott DNS-t 25 pL vizben feloldottuk.

A linker szensz és antiszensz szalait félszeres toménységii NEBuffer 2-ben hibridizaltuk
10 uM koncentraciokban, melyhez fiitéblokkban 96 °C-on inkubaltuk az elegyet 2 percig, majd
felforralt vizbe tettiik és hagytuk magatol kihiilni éjszakan at. A linker dupla szalas vége a Bfal
emésztett DNS véget utanozza. A linker-ek szekvenciai: szensz 5’- GTAATACGACTCACT
ATAGGGCTCCGCTTAAGGGAC, a két végén modositott antiszensz 5°- P-TAGTCC
CTTAAGCGGAG-amino. A ligalasi reakciot 25 pL-ben mértikk 6ssze T4 ligaz pufferben: 20 U
T4 ligazzal, 2 pL emésztett és kicsapott gDNS-el, és 4 L dupla szalas linker-rel. A reakcioelegyet

egy ¢jszakan at szobahdmérsékleten hagytuk.

Primerek és PCR koriilmények

Mindkét kort 20 pL térfogatban mértiik 6ssze PCR Master Mix-el (2x toménység)
(Promega) 1 uM primer koncentraciok mellett. Az elsé korbe 3 pL ligatumot mértiink be, ennek
primerei a kovetkezOk voltak: linker, 5’- GTAATACGACTCACTATAGGGC; IRDR-L, 5’-
TTTCCAAGCTGTTTAAAGGCAC; IRDR-R, 5’- GTCAGGAATTGTGAAAAAGTGAG. A
masodik PCR korbe az els6 termék 1 pL-ét mértiik be, ennek primerei a kvetkezok voltak: linker,
5’- AGGGCTCCGCTTAAGGGAC; IRDR-L, 5’- CCTAACTGACTTGCCAAAAC; IRDR-R,
5’- GGCTAAGGTGTATGTAAACTTCCG.
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, Touch-down” PCR héprofilt alkalmaztunk:

1. kor:

94 °C — 5 perc, majd 15x:

94 °C —30 mp

65 °C — 30 mp

72 °C — 30 mp, majd 5x:
94°C—-30mp

63°C—-30mp

72 °C — 2 mp + 2 mp/ciklus, majd 5x:
94°C —30 mp

2. kor:

94 °C — 5 perc, majd 10x:

94 °C - 30 mp
63°C-30mp

72 °C — 1 perc, majd 20x:

94°C-30mp
55°C -30mp
(0]

72 °C —1 perc
72°C -5 perc

60 °C — 30 mp
72 °C — 12 mp + 2 mp/ciklus, majd 5x:
94°C —30 mp
58°C—-30mp
72 °C — 22 mp + 2 mp/ciklus, majd 5x:
94°C -30mp
55°C—-30mp
72°C—-30mp
72 °C — 5 perc

Szekvenalas

A PCR termékeket 1,2%-o0s agaroz gélen futtattuk, mely etidium-bromidot tartalmazott. A
terméket UV vizualizacio mellett gélbdl kivagtuk és NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kittel
tisztitottuk a gyartd utasitasainak megfeleléen (Macherey-Nagel, Diiren, Németorszag). A
reakciot mértiink Ossze BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit segitségével a gyartd
utasitasainak megfeleléen (Thermo Fisher Scientific). A szekvenald reakciot DyeEx 2.0 Spin
kittel tisztitottuk (Qiagen). A tisztitott mintabol 6sszemértiink 5 pL-t 15 pL formamiddal, 95°C-
on 2 percig denaturaltuk, majd szekvenaltuk ABI310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)

segitségével.

4.10. Statisztika

A gPCR-es mérések hibait a standard hibaterjedési torvények alapjan szamitottuk, vagy a
StepOne 2.1 szoftver kalkulalta [258]. A Vstep gorbe karakter eloszlasokat a vassarstats.net

segitségével hasonlitottuk Ossze.

50



5. EREDMENYEK

5.1. Transzgén expessziojanak és csendesiilésének vizsgalata SB transzpozonos

rendszerrel transzfektalt sejtpopulacion

Az SB transzpozon in vitro génterapias alkalmazasat HEK-293 sejten modelleztiik. Két
kiilonb6z6 promoterrel rendelkezé6 EGFP (enhanced green fluorescent protein) markert
expresszald transzgént alkalmaztunk, a transzpozon IRDR szekvenciak CAG-EGFP, illetve
CMV-EGFP expresszios kazettat hataroltak a donor plazmidokban (12. abra). A sejteket a
tultermeléses gatlas kikiiszobolése érdekében az irodalomban ajénlott 10:1 ardnyu transzpozon
donorral, illetve SB100X transzpozazt kifejezé helper vektorral transzfektaltuk. A génbevitel

kontrollalasara a transzpozaz expresszios vektor helyett egy indifferens plazmiddal egészitettiik ki

12. abra. Transzgén expresszidjanak és csendesiilésének vizsgalatara alkalmazott

a transzfektalt donort.

/
5B

transzfekciés kisérleti rendszer.

GFP-t expersszaldo CAG és CMV promoterrel rendelkez6 SB transzpozon kazettakat alkalmaztunk parallel
transzfekciokban, melyekhez az SB100X helper-t 10:1 aranyban kotranszfektaltuk (SB+), illetve
kontrollként mas plazmiddal helyettesitettiik (pl. mutans transzpozazzal, SB-). CMV, citomegalovirus
prométer; CAG, CMV enhancer — chicken 8-actin — rabbit 8;-globin prométer; pA, poliadenilacios

szignalszekvencia.

A transzfektalt sejtek dusitasara a transzgén tranziens expresszidja alapjan van lehetdség,
melyet a génterapias alkalmazasokban is megkisérelnek, ¢és amelyhez viszonylag erds
expressziora van sziikség. Utobbi a stabil génterapias hatas kivaltdsa szempontjabol is fontos
lehet, ezért alkalmaztunk a modellrendszeriinkben erdsnek mondhaté promotereket. Elsdként
tehat a disithatosagot meghatarozo tranziens expressziot és annak episzomalis csendesiilését
vizsgaltuk. Transzfekciot kovetd 24. oOrdban trichosztatin A (TSA) kezelést alkalmaztunk,
melynek eredményét a 48. draban analizaltuk aramlasi citométeren (FACS). A TSA egy hiszton-
deacetilaz gatlo vegyiilet, derepresszald hatasa hamar jelentkezik, melyhez nincs sziikkség DNS

replikaciora. A tranziens marker expresszid a transzfektalt sejtek 9-14%-aban csendesiilt (13A.
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abra), a négyféle transzfekciobol egyetlen esetben jelentdsebb csendesiilést kaptunk (40%), mely
talan sztochasztikusnak mondhat6. A FACS analizis lehetéséget ad arra is, hogy a GFP-t
expesszald sejtpopulacié GFP intenzitdsanak atlagat vizsgaljuk. A CMV-GFP donorral torténd

transzfekciokban jelentdsebb intenzitasbeli csendesiilést tapasztaltunk (13B. abra).

A GFP% 486 TSA B GFP median 486 TSA
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13. abra. Tranziens markerexpresszio csendesiilésének vizsgalata HEK-293 sejten, 48 oraval

a transzfekciot kovetoen TSA kezelés utan.
GFP transzpozonnal kotranszfektalt sejtek GFP expresszidjanak FACS analizise 48 6ranal TSA-val kezelt,
illetve kezeletlen kontroll esetben. (A) GFP-t expresszalo sejtek szazalékos aranya. (B) Sejtek GFP

intenzitdsanak medianja. Az dbran egy reprezentativ mérés eredményei lathatok.

A kezeletlen sejtek egy részét dusitas nélkiil tartottuk fent hosszabb tavon, és vizsgaltuk a
marker stabil beépiilését annak expresszidjat tesztelve (14. abra). A transzgenikusnak mondhato
GFP-t expresszald sejtek aranya a hatodik hétre a CAG-GFP esetén 10-, a CMV-GFP esetén 4%-
at tette ki a dusitatlan populacionak amellett, hogy a tranziensen expresszalo sejtek aranya hasonld
volt (43- és 42%). Ezzel szemben az inaktiv kontroll transzfekciokbol fenntartott sejtpopulaciok
elhanyagolhatd mértékben tartalmaztak GFP-t expresszalo sejteket a hatodik hétre.

A kezeletlen sejtek masik részét a transzfekciot kovetd 48 ora elteltével a tranziens GFP
expresszid alapjan FACS segitségével szelektaltuk (szortoltuk), melyet azutan a 6. héten
vizsgaltunk a marker beépiilésére — expresszidjara, valamint annak csendesiilésre. 5-Aza-cytidine-
nel (Aza) kezeltiik a sejteket 4 napig, majd a kezelés eredményét szintén FACS-on vizsgaltuk. Az
Aza egy citozin analog, f6 hatdsmechanizmusa soran beépiil a DNS-be és a DNS metil transzferaz
1-et gatolja, mely a DNS metilaci6 fenntartaséért felelés. A dusitott sejtek jelentds GFP
expresszios kiilonbséget mutattak a 6. héten (15A. abra). A CAG-GFP expresszio aranya 86%,
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mig a CMV-GFP expresszi6 aranya csak 20% annak ellenére, hogy a tranziens expresszios

aranyok hasonloan jok voltak.
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14. abra. Dusitatlan sejtpopulacié expresszios kovetése transzpozonos markerbevitelt
kovetéen 6 hétig.

GFP expresszald SB transzpozonos rendszerrel (SB100X) kotranszfektalt sejtpopulacio GFP
expressziojanak kovetése FACS-on. CAG / CMV: a transzgén expresszios kazettdkban talalhato

prométerek, SB+ / SB-: aktiv transzpozazzal és nélkiile végzett transzfekcios kisérletek.
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15. abra. Transzgenikus expresszio és csendesiilés vizsgalata transzfektalt sejtek tranziens
expresszioja alapjan dusitott sejteken a 6. héten.

48 oranal FACS-on levalogatott GFP pozitiv sejteket tovabbtenyésztettiik, majd a 6. héten FACS-szal
analizaltuk az Aza-val kezelt, illetve a kontroll esetekben. (A) GFP-t expresszalo sejtek szazalékos aranya.

(B) Sejtek GFP intenzitasanak medianja. Az abran egy reprezentativ mérés eredményei lathatok.
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Mindez felveti annak a lehetdségét, hogy a CAG-GFP transzpozonnal ellentétben a CMV-
GFP esetében kevésbé volt hatékony a transzpozonos génbevitel. Az Aza kezelés hatasara egyik
esetben sem emelkedett a GFP-t expresszaldo sejtek aranya. Ezért elmondhatjuk, hogy a
transzgenikus sejtek egyikében sem tapasztaltunk teljes marker expresszid csendesiilést, annak
ellenére, hogy erés promotereket alkalmaztunk. Az expresszalo sejtek atlagos GFP intenzitdsa

azonban mind a CAG-GFP-, mind a CMV-GFP esetén csendesiilést mutatott (15B. abra).

A dusitott és kezeletlen

sejtpopulaciok transzgén expresszidjanak s %0 7
< 30 -

megtartasat még hosszabb tavon vizsgaltuk. % 70 -
\C

Azt teszteltik, hogy egy populacios % 60 -

novekedési dinamikédban mennyire jelenthet g 50 - H CAG-GFP
N 4

szelekcids hatranyt a transzgén expresszidja w 40 30 W CMV-GFP
8 30 -

a sejtek szamara. A 12. hétig kovettik a < 50 |

populacidkat, és azt tapasztaltuk, hogy a e 10 - 4
[

CAG-GFP transzgén valtozatlan magas 0 - - - -
4h 6h  9h  12h
aranyban expresszalodott a sejtekben, mig a

CMV-GFP fokozatos csokkenést mutatott a 16. abra. Tranziens expresszié alapjan
negyedik hétrél a 12. hétre, 30%-rol 4%-ra dusitott sejtek expressziojanak hosszu

(16. abra). Ez a tendencia a CMV-GFP tava kovetése 12 hétig.

esetén utalhat a 4. hetet megel6z6 korabbi GFP expresszal6 SB transzpozonos rendszerrel
szelekcios dinamikara, ahol a kezdeti kotranszfektalt majd tranziens expresszio alapjan

esetlegesen 6 hatékonysagi  génbevitelt 48 oranal GFP-re szortolt sejtpopulacié GFP

kovetden az expreszald sejtek aranya hasonld expressziojanak kovetese.
exponencialis csokkenésen mehetett
keresztiil.

A derepresszald kezelések hatdsossagat (az Aza, illetve a TSA miikodését) a transzfektalt
sejtek kezelésével parhuzamosan mind a transzfektalt, mind nem transzfektalt sejteken teszteltiik.
Olyan gén expresszidjat vizsgaltuk (GAGE — G antigén), mely normalis szabalyozas mellett
kizardlag herében expresszalodik, minden mas sejtben a fejlédés soran csendesiil [259]. TagMan
gRT-PCR-t alkalmaztunk két kiilonbozé endogén kontroll gén mellett (béta aktin és béta 2
mikroglobulin) (17. abra). Az abran a transzfektalatlan sejteken tesztelt kezelési hatas lathato,
mely TSA esetén néhanyszoros (5-8-szoros), Aza esetén minimum ezerszeres GAGE expresszios

emelkedést eredményezett. A derepresszald kezelések GFP expressziokra gyakorolt indukald

hatasat qRT-PCR-rel mRNS szinten is megerdsitettiik. Az mMRNS-t a vegyes sejtpopulaciokbol
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mértiink, igy ezek eredménye a GFP pozitiv populaciok expresszidos Osszehasonlitasara nem

informativ, mindazonaltal az indukalo hatas detektalhato volt.
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17. abra. Csendesiilést gatlo kezelések hatasossaganak ellenorzése qRT-PCR-el.

Derepresszald TSA és Aza kezelés hatasanak tesztelése G antigén (GAGE) expresszios vizsgalataval, mely
gén normal szabalyozas mellett a herét kivéve minden sejtben csendesiil. Béta aktinra normalizalva a béta
2 mikroglobulin szintje nem valtozott a kezelés hatasara. Az abran egy reprezentativ mérés eredménye
lathatd, az értékek harom parhuzamos mérés atlagat mutatjak. A relativ kvantifikalas TagMan esszével

AACt modszerrel tortént, a hibasavok 95%-o0s konfidencia intervallumokat jeldlnek.

5.2. Transzpozonos rendszer génbevitelben mutatott aktivitisanak mérésére alkalmas

modszerek beallitasa

5.2.1. Integralodott transzpozon egy sejtre juté képiaszamanak mérése

A legnagyobb nehézség egy kopiaszdm mérés bedllitdsanal, hogy megfeleld ismert
kopiaszamu kontroll mintara tegyiink szert. Ha nem allnak rendelkezésre olyan mintak, melyek
kopiaszamat mas modszerrel mar meghataroztak, egyetlen kopiat tartalmazo sejteket a
véletlenszerii beépiilések izolalasaval nyerhetiink. A GFP-t expresszalo SB transzpozon donor
plazmidot 6nmagaban transzfektaltuk HEK-293 sejtekbe, ¢és a véletlenszeri beépiiléseket FACS
segitségével kivalogattuk, majd sejteket izolaltunk és klonokat hoztunk létre. A cirkularis plazmid
véletlenszerii torésével a DNS javitd rendszer tobbségében alacsony kopiaszamu (1-2)
integraciokat hoz létre. Az els6 kérdésiink tehat az volt, vajon lehetséges-e a GFP-re tervezett

TagMan qPCR esszével a GFP-t biztosan tartalmazé transzgént a legkisebb, egyetlen
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kopiaszamban megmérni ezekbdl a klonokbol. Abszolat kvantifikalast végeztiink, melyet a minta
gDNS bemérésére alapoztunk, és a mintabol kapott Ct értéket standard gorbére illesztettiik. A
standard gorbét a linearizalt transzpozon donor plazmid ismert kdpiaszami bemérésével és
higitasi soraval hoztuk 1étre, a varhatéoan egy kopidhoz igazitottuk a plazmid bemérést. 30 ng
ODNS esetén egy egykopias klon diploid sejtenként 6sszesen 4780 kopiaszamot és ugyanennyi
diploid genomot reprezental a PCR bemérése soran. Ennek megfelelé plazmid higitast végeztiink,
ahol a standard gorbének pontosan a k6zépsO tartomanya adta a mintaval ekvivalens bemérési
pontot. Kétszeres higitasi 1épésekkel dsszesen harom pontot vettiink fel, melynek eredményeként
jo kozelitéssel egyetlen Ct érték eltéréseket kaptunk a standard gorbe pontjai kozott (18. abra). A
varhatoan egykopias klon leolvasott kopiaszaméabol sejtenkénti kopidt szamoltunk. A mérés egy

reprezentativ példaja lathaté a 28 abran, ahol a kapott kopiaszam: (5317+195)/4870=1,09+0,04.

Abszolut kvantifikalas standard gorbéje

Cr

1000 10000

log,, (kopia)

18. abra. GFP transzgént tartalmazé SB transzpozon random integraciéjat kovetéen GFP-t
expresszalé HEK-293 klon genomialis képiaszamanak meghatarozasa abszolut
kvantifikalassal a GFP szekvenciaja alapjan (qPCR).

Varhatoan egykopias klon validalasa plazmid standard gorbe segitségével. A kvantifikalas alapja a minta
gDNS bemérése (4780 diploid sejtes genom). A vart kopiaszamhoz igazitottuk a plazmid gorbe k6zépsé

bemérési pontjat. Piros pontok a plazmid Ct értékek, kék pontok a mintabdol mért értékek.

Az abszolut kvantifikalas a GFP essz¢é segitségével igazolta, hogy ez az essz¢ alkalmas a
kopiaszdm megbizhatd meghatarozasara, &m az abszolut kvantifikdlds reprodukélhatosaga elég
rossznak bizonyult. Esetenként 0,5-, maskor 1,5 kopiat adott sejtenként ugyanarra a random
integralodott klonra. Az abszolut kvantifikalds pontossaga elsésorban a standard gorbe mindségén
mulik, masodsorban a minta DNS minéségén, amennyiben annak DNS bemérésére alapozzuk a
mérést. A minta DNS bemérése, illetve muikodéképessége endogén Kkontroll esszével

kontrollalhato. Ebben az esetben azonban az endogén kontroll kopiaszamat is abszolut
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kvantifikalassal és ujabb standard gorbével kellene meghataroznunk, melyekhez sokszoros
higitast kell végrehajtanunk tobb 1épésben. A plazmid higitasok és bemérések hibai az
eredményben Osszeadddnak, az endogén kontrollra vonatkoztatott kopiaszamban sokszorozodik a
hiba. A relativ kvantifikalas jobbnak igérkezett a rutinszerli hasznalatra, ahol ismert kopiaju
mintat alkalmaznak referenciaként, melyre példaul az elébbiekben meghatarozott 1 kopias
random beépiiléssel kapott klon is alkalmas lehet. A relativ kvantifikdlashoz még tobb GFP
transzpozont tartalmazo klonra volt sziikségilink. Ezért mind a random beépiilésekre, mind az aktiv
transzpozicioé eredményeként varhatéan tobb kopias beépiiléseket is tartalmazé sejtpopulaciora is
dusitottunk és sejteket izolaltunk. Az igy kapott klonok GFP intenzitasat FACS segitségével
Osszehasonlitottuk (19. abra). Jol lathat6, hogy a random integracio klonjai (3.r, 4.r, L., 2.r) és
néhany transzpozonos — aktiv — integracio eredményeként kapott klon is (6.a, 3.a) hasonléan

alacsony GFP intenzitast produkalt a varhatéan egykopias transzpozon tartalomnak megfelelden

(19. abra).

GFP pozitiv sejtek medianja

HEK-293 klénok

19. abra. CAG-GFP kazettaju SB transzpozont tartalmazé HEK-293 klonok GFP

expresszios intenzitasainak osszehasonlitasa.
GFP transzpozonnal transzfektalt, majd transzgén expresszidja alapjan FACS-on szortolt sejtpopulaciokbol
izolalt klénok GFP intenzitasainak mérése FACS-on. Transzpozazzal kotranszfektalt aktiv (#.a), és

transzpozaz nélkiil transzfektalt (#.r) sejtpopulaciokbol szarmaznak a klonok.

A nem optimalis PCR hatékonysag problémajanak kikiiszobolésére tovabbra is standard
gorbét alkalmaztunk. A GFP kopiaszamat relativ standard gorbe modszerrel hataroztuk meg,
melyhez az adott reakcioplétre felmérenddé gDNS mintak egyenld aranya keverésével
(pulozasaval) allitottuk el6 a standard gorbét. Ez garantalta, hogy az egyes mintak Ct értékei jo

es¢llyel rajta lesznek a standard gorbén, melynek kozepe szintén a 30 ng gDNS bemérési pontot
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adta, és kétszeres higitassal harom pontot vettiink fel. Ebb6l a gDNS higitasi sorbol mind a GFP-
re mind az endogén kontrollra (RNaz P — RPPH1) felvettiik a standard gorbét, ahol szintén
egyetlen Ct érték kiilonbségeket kaptunk a kétszeres higitasi pontok kozott (20A. abra).

A GFP relativ kvantifikalasanak standard gorbéi
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20. abra. Tobb CAG-GFP transzgént expresszalé SB klon kopiaszaimanak meghatarozasa
relativ standard gorbe médszerrel, egyképias klont hasznalva referenciaként.

A mintak Ct értékeit a mintakbol pulozott gDNS-bdl készitett standard gorbére illesztettiik, és a leolvasott
target értékeket az endogén kontrollra torténé normalizalast kovetden az egykopias referencia mintahoz
hasonlitottuk, melyet abszolut kvantifikalassal korabban validaltunk. (A) GFP target és RNaz P endogén
kontroll standard gorbéi. Piros pontok a standard gorbék Ct értékei, kék pontok a mintakbol mért értékek.
(B) Relativ kvantifikalas eredménye a GFP és IRDR-L szekvencidkra. Az értékek harom parhuzamos

mérés atlagat mutatjak, a hibasavok 95%-os konfidencia intervallumokat jelolnek.
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A mintdk Ct-it a standard gorbékre illesztve a relativ standard gérbe modszer a pulozott
gDNS ng-janak megfelelé mennyiségeket olvasott le. A program el0szér minden mintat az
endogén kontrollra normalizal: a leolvasott GFP-t elosztja a szintén leolvasott endogén kontrollal.
Az adott mintara igy kapott mennyiséget a megadott referencia minta normalizalt mennyiségével
szintén elosztja, mikozben a mérések hibainak terjedését is kalkuldlja. Az abszolut
kvantifikalassal egykdpidsnak bizonyult klont vettiik referencidnak, a relativ standard gorbe
modszerrel a GFP-re kapott kopiaszamok pedig jol korrelaltak a GFP intenzitassal (20B. abra).
Az alacsony intenzitasu klonok kopiaszama egynek bizonyult, mig a magas intenzitast mutatd
klonok koépiaszamara tobbségében 4-et kaptunk. Az azonos koépiaszamu GFP intenzitdsok
mutattak némi varianciat (3.a, 7.a, 8.a) feltehetden az integraciok expressziora gyakorolt
pozicionalis hatasa miatt. Ugyanezen klonok kopiaszamat relativ standard gérbe modszerrel a bal
transzpozon szekvenciara (IRDR-L) tervezett TagMan esszével is meghataroztuk, amely jol
egyezett a GFP-re kapott kopiaszamokkal (20B. abra).

A relativ standard gorbe modszer alkalmazasa mellett gyakran kaptunk jo PCR
hatékonysagokat az egyes TagMan esszékre (GFP, IRDR-L, RN4zP), amely a standard gorbe
meredekségével  kontrollalhatd. A program  altal illesztett egyenes egyenletébol
[Ct=m*log;o(bemérés)+a], maximalis hatékonysag esetén a meredekség: m=-3,32. A hatékonysag
visszaszamolhat a meredekség segitségével: Efficiency=10Y™-1. Teljes hatékonysag mellett
(Efficiency=1) minden egyes ciklusban duplazodik a termék, ami azt is jelenti, hogy a kétszeres
higitasi pontok kozott pontosan egy Ct értek kiilonbség adodik. Ha az egyes esszék hatékonysaga
jo, nincs sziikség a standard gorbére, mert a minta és a referencia target Ct érték kiilonbsége
elegendd a bemért kopiak ratajanak meghatarozasahoz [260]. Az adott mintaval bemért target
relativ mennyisége a referencia mintdhoz képest (RQ — relative quantity): RQ=2"". Hasonléan
szamolhato a bemért endogén kontroll rataja a minta és a referencia Ct értékeinek kiilonbségével.
Utobbi mondja meg, hogy hanyszor tobb vagy kevesebb gDNS-t mértiink be az adott mintabdl a
referencia mintahoz képest. A két RQ hanyadosa adja a target referencia mintara vonatkoztatott
relativ kopiaszamat: 2", Mivel a AACt modszerrel ugyanazokat a kopiaszamokat kaptuk, mint a
relativ standard gorbe moddszerrel, elhagytuk a higitasi sorokat, és igy joval tobb mintat tudtunk
egymas mellett rutinszeriien analizalni. Referenciaként pedig egykopias klénok ptlozott DNS-ét
alkalmaztuk. A modszer megbizhato miikodését tobbféle kopiaszamu, mas SB transzpozont
tartalmazo egyéb human sejtek klonjainak mérése igazolta (21A. abra), ahol a kiilonbozo
klénokra kapott kopiaszamok diszkrét eloszlasa mutatja, hogy az egész kopidk jol elkiilonithetok

egymastol. Az optimalis gDNS mennyiség 90-100 ng-nak bizonyult, ekkora mennyiség bemérése
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mellett szamottevéen javult az IRDR-L-re kapott kopiaszam reprodukalhatésaga, valamint az
addig kevésbé jol miikodo jobb transzpozon (IRDR-R) szekvenciara tervezett esszé eredménye is

megbizhatdva valt, és szintén korrelalt a tobbi szekvenciara kapott kopiaszamokkal (21B. abra).

A Human embrionalis éssejt klonok B Vegyes klonok
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21. abra. Tobbféle kopiaszamu kiilonféle SB transzpozont tartalmazoé klén kopiaszamanak
meghatarozasa AACt modszerrel, egykopias klonokbdl pilozott mintat hasznalva
referenciaként.

(A) Human embrionalis 6ssejt klonok kopiaszama GFP és IRDR-L esszékkel. (B) Vegyes klonok
kopiaszam eredménye GFP, IRDR-L és IRDR-R esszékkel. Az abrakon reprezentativ mérések lathatok, az
értékek harom parhuzamos mérés atlagat mutatjak, a hibasavok 95%-0s konfidencia intervallumokat

jelolnek.

Az transzpozon bels6 szekvencialis tartalmatol fiiggetlen IRDR-L esszé és a AACt modszer
miikoddképességeét olyan SB transzpozon tartalmi mintdkon is teszteltiik, melyek kopiaszamat
hagyomanyos modszerekkel mar korabban meghataroztak. Ilyen modszerek a Southern blot, dot
blot, illetve az integraciok azonositasara is alkalmas transzpozon display, splinkerette PCR, vagy
inverz PCR modszerek. Szamos ilyen alacsony és magas kopiaszamu (1-50) klonon teszteltiik a
modszeriinket, és az altalunk mért qPCR-es kopiaszam szinte minden esetben egyezett az egyéb
modszerek eredményeivel, még a magasabb kopiaszamok esetén is viszonylag alacsony (<9%)

relativ kiilonbséget kaptunk (2. tablazat).
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Klon  Hagyomanyos médszerek Koépiaszamok

Hagyomanyos IRDR-L
moédszerekkel gPCR-el

2/1 Transposon display/Southern blotting 8-10 8
2/2 Transposon display/Southern blotting 3 4
2/3 Transposon display/Southern blotting 10-12 10
2/9 Transposon display/Southern blotting 1 1
1 Transposon display/Southern blotting 12-13 13
4 Dot blot 52 50
5 Transposon display/Southern blotting 15 15
6 Transposon display/Southern blotting 12 11
7 Transposon display/Southern blotting 1 1
8 Transposon display/Southern blotting 2 2
9 Transposon display/Southern blotting 1 1
A3 Splinkerette PCR/Inverse PCR 2 2
A4 Splinkerette PCR/Inverse PCR 4 4
A5 Splinkerette PCR/Inverse PCR 4 4,5
Ab Splinkerette PCR/Inverse PCR 2 2
Bl Splinkerette PCR/Inverse PCR 1 2
B2 Splinkerette PCR/Inverse PCR 2 2
B3 Splinkerette PCR/Inverse PCR 3 3
B5 Splinkerette PCR/Inverse PCR 2 2
C3 Splinkerette PCR/Inverse PCR 1 2
C5 Splinkerette PCR/Inverse PCR 2 2
3 Splinkerette PCR/Inverse PCR 1 1
16 Splinkerette PCR/Inverse PCR 1 1
3a Splinkerette PCR/Inverse PCR 1 1
6.a Splinkerette PCR/Inverse PCR 1 1
12.a Splinkerette PCR/Inverse PCR 1 1

2. tablazat. A transzgén fiiggetlen PCR (IRDR-L) validaldsa ismert kopiaszamu SB

tartalmu klonokon.

5.2.2. Transzpozon donor kivagodasanak (excizio) mérése

A génterapias alkalmazasokban a génbeviteli rendszer hatékonysidga szempontjabdl a
végeredmény monitorozasat tartjak elsddlegesnek, melyet a transzgenikusséa valo sejtek mérésével
jellemeznek (transzgenikus hatékonysdg). A transzgén funkcidja alapjan végzett mérés azonban
id6igényes, nem minden esetben kivitelezhetd, és egyediil a végeredményt jellemzi, melyet a
transzpozaz altal kifejtett aktivitason kiviil mas tényezdk is befolyasolhatnak. A transzpozaz
kozvetlen aktivitasat mind az in vitro, mind az in vivo vizsgalatokban, sok esetben a donor helyrdl
torténd kivagoddassal tesztelik. Erre szdmos lehetdség van, nekiink elsdsorban a génterapiat
modellezd rendszerben mutatott aktivitas kdzvetlen, gyors és dsszehasonlithatd monitorozasa volt

a célunk, ezért a transzpozon donor plazmidbdl torténd kivagodasanak qPCR alapi mérését
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valasztottuk. A kétkomponenses rendszerrel transzfektalt sejtekb6l 48 ora elteltével plazmidot
tisztitottunk a kivagéasi PCR elvégzésére. A moddszer mikodésének alapja, hogy a transzpozont
hatarol6 plazmid DNS-re tervezett primerek felhasznalasadval kizarélag kivagast és javitast
kovetden kapunk megfelelé méretben PCR terméket (22. abra). Az eredeti donor plazmidrol a
transzpozon nagy mérete miatt (min. 2-3 kb) nem keletkezik a rovid extenzids idé alatt PCR
termek.

DNS

létra SB - SB +

SB -
Transzpozon > -
<€ 1.
~N L
<
7~ N

22. abra. Kivagédasok detektalasa egymasba agyazott (nested) PCR-el.

Részletes magyarazat a szovegben talalhato.

TaqMan proba alkalmazéasanak akkor lenne jelentdsebb eldnye, ha a probat kimondottan a
két Osszeillesztett donor DNS végre terveznénk, mivel ez a szekvencia kizarolag a kivagott és
javitassal recirkularizalt plazmidon van jelen. A sejtben ilyenkor tobbségében végbemend NHEJ
javitas azonban nem elhanyagolhaté mértékben hibédkat (inzercid/delécio) eredményez, melyet az
SB-vel végzett génbevitel excizios PCR termék szekvenalasaval magunk is teszteltiink (23. abra).
A kanonikus javitds eredményeként a TA TSD-k kozott elhelyezkedd transzpozonbdl CAG/CTG
footprint marad vissza: TACAGTA. Ebbdl a szekvenciabdl a bemutatott példa esetén a hatarolo
plazmid szekvencia utan a TAC latszik biztosan. Ezt kdvetden tobbféle szekvencia detektalhatod
(23. abra), ami azt jelenti, hogy a kanonikus footprint-en kiviil néhany nukleotidos deléciok vagy

inzerciok is jelentds szamban el6fordulnak.
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23. abra. SB transzpozon donor kivagodasait detektalé PCR termék szekvenalasa.
A transzpozon donor plazmidbol torténd kivagasat kovetden a sejt NHEJ javité rendszere Osszeilleszti a
hatarol6 plazmid szekvenciakat. Az errél amplifikalt PCR termék a javitd rendszer hibdinak kdszonhetden

heterogén szekvenciat mutat az illesztés helyén.

A fent leirtak alapjan a transzpozon kivagas kvantifikalasahoz a TagMan proba helyett
inkabb a PCR termék méretével (382 bp) biztositottuk a specifitast, és SYBR green kémiat
hasznalva meghatéarozott olvadasponttal rendelkezd terméket tekintettiink excizids terméknek,
melyet minden esetben jol miikdd6 pozitiv kontroll mintabol szarmazé qPCR mellett mértiink. A
termék méreteket agardz gélelektroforézissel is ellendriztiik. Az exciziés qPCR-t a donor
plazmidon jelen 1évé ampicillin szekvenciarol amplifikalt hasonlé méreti (340 bp) termék
mennyiségére normalizaltuk, igy a Kivagason atesett plazmidok mennyiségét a sejtbe bejutd donor
plazmid mennyiségére vonatkoztattuk. Mivel a helper plazmid nem ampicillin rezisztenciat
hordoz, a helper mennyiségének esetleges valtoztatasa — példaul a thltermeléses gatlas
tanulmanyozasanal — nem befolyasolta a normalizalast és igy az Gsszehasonlithatosagot. Mivel a
sejtekbe bejutott donor plazmidnak sok esetben csak nagyon kis hanyadan torténik kivagas,
egyetlen PCR-ben tal sok ciklust kellene alkalmazni, ami mar nem kivant melléktermékeket
eredményezhet. A specifitas novelése érdekében egymasba agyazott (nested) PCR alkalmazasara
van sziikség. A qPCR-t megel6zden a kivagott plazmidokrol normal PCR-el eléamplifikalast
végeztiink kiilsé nested primerpar segitségével (22. abra, 1. kor), melynek ciklusszamat és a
PCR-t kovet6 higitast ugy allitottuk be, hogy a masodik qPCR korben (22. abra, 2. kor) az
excizios termék Ct értéke a normalizdldsidra hasznalt ampicillin Ct értékét megkozelitse. Az
ampicillin gPCR-t ugyanabbdl a higitott els6 kords kivagasi PCR-bél mértiink be. A nagyon eltérd
génbeviteli hatékonysdgu kisérleti rendszerek Osszehasonlitdsanal az eldamplifikdlds kiilon
optimalizalast igényelt (10-25 ciklus). A két kiilon primerparral megvalositott kivagasi
kvantifikalas hatékonysagat egyiittesen hatdroztuk meg oly modon, hogy a transzfektalt sejtekbol

tisztitott plazmidbol készitettlink higitasi sort, és ezeket hasznaltuk az elsé PCR kor bemérésre.
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Az igy kapott PCR hatékonysagok mind a kétkords kivagasi qPCR-re, mind az ampicillinre

Osszemérhet6en jonak bizonyultak (24. abra).

Kivagasi PCR és ampicillin PCR kétszeres higitasi sorbol

Ampicillin
96%
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e Kivagdsi PCR
22 102%
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24. abra. Kvantitativ kivagasi PCR hatékonysaganak meghatarozasa (SYBR green
kémiaval).

Részletes magyarazat a szovegben talalhato.

Az igy beallitott kvantitativ kivagasi PCR-linket a kiilonb6zd aktivitasi SB variansok
génbevitelben mutatott kivagasi aktivitdsanak Osszehasonlitasaval validaltuk. Ugyanolyan
génbeviteli kondicidok alkalmazdsa mellett két kiilonb6z6 sejttipuson (HEK-293 és HeLa) hasonld

kivagasi aktivitas kiilonbségeket kaptunk a kiilonboz6 SB variansok kozott (25. abra).
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25. abra. SB variansok relativ kivagasi aktivitaisanak mérése qPCR-el.
A kivagasi PCR-t ampicillinre normalizaltuk, és a AACt moddszer alkalmazasaval az SB11-el végzett
kotranszfekciot vettiik referenciaként. Pulozott bioldgiai parhuzamosok reprezentativ mérései. Az értékek

harom parhuzamos mérés atlagat mutatjak, a hibasavok 95%-os konfidencia intervallumokat jeldlnek.
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5.3.  SBintegracios helyek meghatarozasa és karakterizalasa

A génbevitel soran a transzpozicid miikodésének tesztelésére szolgal az inaktiv kontroll
transzfekcid, melyben nem adunk transzpozazt a transzfekcidhoz, vagy katalitikusan mutédns
transzpozazt expresszald vektorral kotranszfektalunk. A transzpozaz aktivitds eredményeként az
aktiv transzpozicioban a transzfekciot koveté hetekben a sejtpopulacioban magasabb transzgén
expressziot kapunk az inaktiv kontrollhoz képest (15. abra). A transzpozicié tesztelésének masik
modja a kivagasi PCR termék amplifikacidja, mely kvantifikalasra is ad lehet6séget. Harmadik
bizonyiték az integralodott transzpozon genomialis helyének meghatarozasa. Az SB transzpozon
karakterizalasanak részeként szarOproba szerlien meghataroztunk néhany integracios helyet
splinkerette PCR modszerrel (3. tablazat). Ennek célja egyrészt az volt, hogy validaljuk a
transzpozaz medialt integraciot. Masrészt a progenitor sejteken, illetve O&ssejteken vald
biztonsagos alkalmazas feltétele az integracios hely azonositasa, igy példaul az SB rendszerrel

létrehozott iPS klonok esetén is meghataroztunk integracios helyeket [261].

Klén Koépia- Szekvencia Lokalizacio Referencia Nukleotid Régio Orien-
SZam szekvencia pozicio6 tipusa tacio
(gPCR)

3 1 TTCCTCCCTGGACTTTAGGACATA  Hs 5022 NT_034772.6 6866220 Inter- Bal
TAcagttgaagt genikus
AGGAAGTATACACTCACCCTGTGA  Hs 5g22 NT_034772.6 6866220 Jobb
TAcagttgaagt

7 1 TGTGAACTCTAGGAATTTTTAACT  Hs 1925 NT_004487.19 37342024 Inter- B
TAcagttgaagt genikus

16 1 GACACAGCTGATTTTGAAGTCAGA  Hs 4¢28 NT_016354.19 65845752 SCOC B
TAcagttgaagt intronl
GAAGACTACCCTATCACTGTATTA  Hs 4928 NT_016354.19 65845752 J
TAcagttgaagt

3a 1 TAGCACAATGAGTACTTTATCACA  Hs 1p31 NT_032977.9 82218216 Inter- B
TAcagttgaagt genikus

6.a 1 AATACATGGAAGGTAGAACAGATC Hs 1p31 NT_032977.9 88638434 Inter- B
TAcagttgaagt genikus
TAAATTATACATGTCTGTTAAAGC  Hs 1p31 NT_032977.9 88638434 J
TAcagttgaagt

12a 1 TCTGGAAAGCCACATTCGGGAACT  Hs 18921 NT_025028.14 21860434 Inter- B
TAcagttgaagt genikus

C5 2 CAGTTTTATTATTATTGTCATTGTA  Hs Xq28 NT_167198.1 2288320 GABRA3 B
TAcagttgaagt intron3
CAGATCCTGATAAATGTTAGTTAC  Hs 10921 NT_030059.13 4645679 PRKG1 B
TAcagttgaagt intron7

B3 3 CAGTTTTATTATTATTGTCATTGTA  Hs Xqg28 NT_167198.1 2288320 GABRA3 B
TAcagttgaagt intron3
TGTTCAGCTGTTTCAGCCTTCAAGC Hs 1p31 NT_032977.9 7121484 Inter- B
TAcagttgaagt genikus
TTCCTTGTTACTCCTTCAAAATGCT  Hs 6p22 NT_007592.15 51406968 Inter- B
TAcagttgaagt genikus

3. tablazat. SB integracios helyek azonositasa.
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Elmondhatjuk, hogy az aktiv integracio eredményeként a transzpozon szekvenciat minden
esetben genomi koOrnyezet hatdrolta a kanonikus TA integracidos helyek részvételével. Az
egykopias klonok esetén 6 klonbol 3 esetben a transzpozon mindkét oldalarol tudtuk azonositani
ugyanazt az integracios helyet, a 2-, illetve 3 kopias iPS klonok esetén is mindegyik integraciot
azonositottuk. A két iPS klon esetén az egyik integracids hely teljesen azonos, amely felveti az
azonos klondlis eredet lehetdségét. Az Gsszesen 10 kiilonbozd lokalizacid koziil 7 esetben
intergenikus régidt-, 3 esetben intronikus integraciot kaptunk, mely hozzavetdleg tiikrozi a
génrégiok aranyat a genomban. Egyetlen esetben sem taldltunk kodolo- vagy 5’UTR integracids
szekvenciat. Erdekesség, hogy az integracios helyek koziil harom kiilonb6z6 integracié ugyanazt
a 10kuszt érintette — 1p31 — egymas kozelében. Az egyik ilyen helyet iPS-ben talaltuk, a masik
kettot HEK-293 klonokban, ami kizarja az azonos eredetet.

Vizsgaltuk az integracids helyek szekvencialis 0sszetételét. Megnéztiik az integraciok 100
nukleotidos kornyezetében a TA dinukleotidok denzitasat, melyek atlaga magasabb volt, mint a
genomra jellemz6 atlag. A kiilonbség azonban a kapott integracidés helyek magas szorasanak
kdszonhetéen nem bizonyult szignifikansnak. Szdmos DNS-sel interaktald fehérje nem mutat
szekvencialis preferenciat, mégis a kotott DNS szekvencidk fehérje indukalta deformalhatdsaga,
illetve strukturalis felépitése esetenként jellegzetességeket tiikroz. Ezért vizsgaltuk az SB
integraciok egy DNS deformalhatdsdgi paramétere a Vstep érték altal kirajzolt gorbéit 22
nukleotidos kornyezetben (26. abra). A Vstep az egyes dinukleotid 1épéseket jellemzi, melyeknek
értékét empirikusan hataroztak meg szamos fehérje-DNS interakci6 atlagat véve alapul [262].

Ha a TA integracios helyek kornyezetének Vstep gorbéit atlagoltuk, karakterisztikus
flirészhez hasonlithaté profilt kapunk (26. abra, Atlag gorbe). Ez valosziniisiti, hogy a TA tiiskét
kozvetleniil hatarolo tovabbi tiiskék fontosak lehetnek az integracios 1épésben. Az egyes profilok
harom csoportra oszthatok a karakter alapjan. Teljes fiirész profil esetén a TA tiiske mindkét
oldalan-, részleges esetben csak az egyik oldalon lathaté tiiske, illetve teljesen hidnyozhat. Az
altalunk meghatarozott integraciok karaktereinek eloszlasat a genomban el6fordulé TA helyek
eloszlasaval hasonlitottuk Ossze, melyhez az adatok az irodalombdl szarmaznak [263]. Az SB
integraciok eloszlasa szignifikansan kiilonb6zott a genomialistol (4. tablazat). A genomban
eléforduld legtobb TA hely Vstep gorbéje egyaltalan nem mutat flirész profilt, ezzel szemben a 10
integraciobol csak egy esetben kaptunk ilyen gorbét. A teljes flirész profilt mutatd integraciok
pedig 3,64-szeres preferenciat mutattak, ami 20-szorosnak bizonyult az indifferens profilhoz

képest.
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26. abra. SB integraciok TA kornyezetének Vstep gorbéi.

A Vstep értékekkel azt a térfogatot jellemzik, amelyen beliil az adott dinukleotid 1épésben a két nukleotid
egymashoz képest elmozdulhat, mikézben a kettés hélix tengelye deformalodik. Feketével jeloltik a TA
dinukleotid 1épés magas- és az azt hatarold alacsony Vstep értékek altal kirajzolt tiiskét. Ezt a

karakterisztikus tliskét szegélyez6 tovabbi tiiskéket pirossal jeloltik.

TA helyek Genomialis SB Genomialis Relativ
furészprofilja elofordulas (%0) integraciok  preferencia preferencia

(Geurts, NAR, 2006) (db) (%/%)
Teljes 11 4 3.64x 20x
Részleges 32 5 1.56x 9x
Hiany 56 1 0,18x 1x

\ J

[

p=<0.003 (Fisher-egzakt teszt)

4, tablazat. TA helyek Vstep gorbe profiljainak eloszlasa és az SB integraciok preferenciaja.

Részletes magyarazat a szovegben talalhato.
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5.4. Tultermeléses gatlas jelenségének vizsgalata és a génbevitel optimalizalasa kiilonb6z6

sejteken a két leghatékonyabb rendszert illetéen (SB és PB DNS transzpozonos rendszerek)

A DNS transzpozon alapt génbeviteli rendszerek irodalomban leirt alkalmazésai az egyes
applikéaciok eltérései miatt kevéssé Osszehasonlithatok. Célunk az volt, hogy néhany gyakori
sejttipuson ,,egymas mellett” teszteljiik a két leghatékonyabb rendszert, mikdzben a génbevitel
tobb aspektusat vizsgaljuk. A ,cut and paste” transzpozicidé mechanizmusat tekintve két jol
definidlt egymast kovetd Iépésre oszthatd: kivagds a donor helyrdl és integracio a
célszekvenciaba, példaul a genomba. Ezeket a 1épéseket szeparaltan vizsgaltuk, és a
transzpozicios aktivitast harom szinten jellemeztiik. Meghataroztuk a transzpozon kivagodasanak
mértékét a donor helyrdl, mértiik a transzgenikussa valt sejtek szamat, valamint kvantifikaltuk
azok atlagos kopiaszamat. Ezekben az Osszehasonlitdo kisérletekben endogén promotert
alkalmaztunk a transzgén expresszidjanak szabdlyozésara, a foszfo-glicerat kinaz gén promoterét
(PGK). Puromycin rezisztenciat kodolo transzgént vittiink be a transzgenikussa valo sejtek
monitorozasara. Az SB és a PB transzpozon kazettak egyediil a specifikus transzpozon
szekvenciakban kiilonboztek, melyet az SB IRDR-ek PB ITR-eire torténd cseréjével értiink el.

Ennek kdszonhet6en a kivagasi gPCR mind a két rendszernél alkalmazhaté volt.

5.4.1. Transzpozaz aktivitas jellemzése a kivagas kvantifikalasaval

Mivel a donor helyrdl torténd kivagddas kozvetleniil jellemzi a transzpozaz aktivitast,
ezért ennek mérése alkalmas arra, hogy kiilon vizsgaljuk és a kivagasi hatékonysagokkal
jellemezziik, illetve Osszehasonlitsuk a kiilonbozé rendszereket. Jollehet a kivagasi- és
transzgenikus hatékonysagokat kiilon ismertetjilk, az egyes Osszehasonlitasok ugyanazon
transzfekcios kisérletsorbol szarmaznak. A génbevitel optimalizalasanak részeként, elsOként a
tiltermeléses gatlas jelentkezését teszteltiik. Lipid alapu transzfekcidban emelkedd dozisban
transzfektaltuk az SB100X és mPB helper plazmidokat, melyekben CMV promoter biztositotta a
transzpozaz expressziot. A transzpozon donor mennyiségét konstans értéken tartottuk, és az
0sszes DNS mennyiséget indifferens plazmiddal egészitettiik ki azonos mennyiségre. HEK-293
sejten mind az SB100X, mind az mPB kivagasi aktivitasa stabil emelkedést mutatott egészen a
tesztelés végpontjaig, 10:20 transzpozon / transzpozaz aranyig (27A. abra). Ugyanezt
tapasztaltuk az SB100X esetén HeLa sejten, mig az mPB egy adott dozis felett alacsonyabb

kivagasi hatékonysagot mutatott ezen a sejten a gatlas jelentkezésének jeleként (27B. abra).
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27. abra. A transzpozaz dozis hatasa a kivagasi aktivitasra HEK-293 és HeLa sejteken.

SB100X és mPB rendszerek transzpozon kivagodasanak relativ kvantifikalasa qPCR-el a transzpozaz
dozisanak fliggvényében konstans transzpozon dozis mellett. (A, B) Dozisfiiggés lipid alapt
transzfekcioval HEK-293 és HeLa sejteken. (C) Dozisfiiggés nukleofekcioval HEK-293 sejten. Pulozott
biologiai parhuzamosok reprezentativ mérései. Az értékek harom parhuzamos mérés atlagat mutatjak, a

hibasavok 95%-0s konfidencia intervallumokat jeldlnek.
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A magasabb transzpozdz expresszido elérése érdekében noveltik a transzfekcio
hatékonysagat és nukleofekciot alkalmaztunk, mely noveli a transzgenikus hatékonysagot [264].
Ezzel a modszerrel az mPB HEK-293 sejteken is mutatta a gatlast a kivagasi aktivitas allando
csokkenésével, ezzel szemben az SB100X kivagasi aktivitdsa ugyanabban a dozistartomanyban
nem csokkent (27C. abra).

Vizsgaltunk mas kevésbé aktiv SB varianst a kivagas szintjén HEK-293 sejten, az SB11-et
¢s az SB32-t. Egyik sem mutatott gatlast, amikor a transzpozdz dozist 10:1-r61 10:10-re emeltiik
(28A. abra). Ebben az Osszehasonlitasban az mPB kivagasi aktivitasa 10:10 aranynal
reprodukalhatoan alacsonyabbnak mutatkozott a hiperaktiv SB100X-hoz képest. A kivagas
tesztelését a legaktivabb PB variansra (hyPB) is elvégeztiik (28B. abra). A kielégit6 transzfekcios
hatékonysagot biztosito lipid alapu transzfekcido a hyPB esetén sem eredményezett gatlast 10:10
aranynal a 10:1 aranyhoz képest, és a hyPB kivagasi aktivitdsa az SB100X variansét mindkét

doziskombinacoban jelentdsen meghaladta.
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28. abra. SB- és PB variansok kivagasi aktivitasanak osszehasonlitasa HEK-293 sejten.

A transzpozon donor kivagddasanak relativ kvantifikalasa qPCR-el a transzpozaz dozisanak fiiggvényében.
(A) SB variansok ¢s az mPB Gsszehasonlitasa. (B) SB100X és a PB variansok dsszehasonlitasa. Palozott
biologiai parhuzamosok reprezentativ mérései. Az értékek harom parhuzamos mérés atlagat mutatjak, a

hibasavok 95%-o0s konfidencia intervallumokat jelolnek.

Vizsgaltuk a kivagasi aktivitasokat HUES9 humén embrionalis dssejtvonalon, melyet
nehezen transzfektalhato sejttipus 1évén nukleofekcioval transzfektaltunk. Az SB100X és az mPB
rendszerek kivagasi aktivitdsa ezen a sejten tobb transzpozaz ddzisban is Osszemérhetének

bizonyult (29A. abra). A transzpozaz dozis novelésével a korabbiakhoz hasonléan az SB100X
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kivagasi aktivitdsanak konstans emelkedése figyelheté meg, am az mPB esetén a legnagyobb
dozis (10:20) mar telitést mutatott (29A. abra). A hyPB-re HUES9Y sejten is jelentésen magasabb
kivagasi aktivitast kaptunk az mPB-hez képest, és a legnagyobb ddzis mar jelentdsebb gatlast

mutatott (29B. abra).
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29. abra. Kivagasi aktivitasok vizsgalata HUES9 sejten.

A transzpozon donor kivagdédasanak relativ kvantifikalasa QPCR-el a transzpozaz dozisanak fiiggvényében.
(A) SB100X és mPB dozisfliggése és Osszehasonlitasa. (B) mPB és hyPB 6sszehasonlitasa, valamint a
hyPB dozisfiiggése. Pulozott bioldgiai parhuzamosok reprezentativ mérései. Az értékek harom parhuzamos

mérés atlagat mutatjak, a hibasavok 95%-os konfidencia intervallumokat jelolnek.

Ugyanazon sejten, parallel modon végzett transzfekciok hatékonysagai alacsony
variabilitast mutattak (3-6%), kiilonbozé kisérletek, illetve sejtek esetén azonban lehetnek
nagyobb eltérések (40% vs 60%). A sejtekbe bejutdé donor plazmidra torténé normalizalas
fliggetlenné teszi a kvantitativ kivagasi PCR-t a transzfekcios hatékonysagtol, igy a kiilonb6zo
sejtek is Osszehasonlithatova valnak. Az alacsonyabb transzfekcidos hatékonysag alacsonyabb
transzpozaz expressziot eredményez, am aranyosan a donor plazmid mennyisége is kevesebb a
sejtekben. Ezért kiilonbozd sejtek Osszehasonlitasat is elvégeztiik a kivagasi hatékonysag
oldalarél. Lipid alapt transzfekciot alkalmazva HEK-293 ¢és Hela sejteket parallel modon
teszteltiink olyan doéziskombinacidban, amely a PB esetén sem eredményezett gatlast. 10:10
transzpozon transzpozaz arany mellett minden tesztelt rendszer esetén a HEK-293 sejtben
magasabb kivagasi aktivitas volt megfigyelhetd (30A. abra). Erdemes megjegyezni, hogy az mPB
kivagasi aktivitasa HEK-293 sejten az SB32 varianséhoz volt mérhet6, mig Hela sejten az
aktivitasa nem haladta meg az SB11-ét. Ugyanakkor HUESO sejten az mPB kivagasi aktivitasa az
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SB100X-¢hoz volt hasonld (29A. abra). HUES9 sejten tapasztalt kivagas egy nagysagrenddel
alacsonyabbnak mutatkozott a HEK-293-hoz képest mind az SB100X- (30B. abra), mind az mPB
esetén. Ebben az 6sszehasonlitasban is ugyanazon transzpozon donorral és ugyanazon modszerrel,
elektroporacioval transzfektaltuk a két sejtet.

Osszefoglalva a kivagasi aktivitdsok tesztelését elmondhatjuk, hogy a HEK-293 sejt
bizonyult a leginkdbb permisszivnek a transzpozon donor kivagasa szempontjabol. A gatlas
kizardlag a PB rendszerek esetén volt megfigyelhetd kis mértékben, mely kielégité hatékonysagu
transzfekciés modszerek alkalmazdsa mellett kizarélag a transzpozon donort meghaladd

transzpozaz dozisok esetén jelentkezett.
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30. abra. Kiilonb6z6 sejtekben mutatott kivagasi aktivitasok dsszehasonlitasa.

A transzpozon donor kivagodasanak relativ kvantifikalasa qPCR-el a kiilonboz6 sejtekben. (A) HEK-293
¢és HeLa sejtek Osszehasonlitasa. (B) HEK-293 és HUESY sejtek Osszehasonlitasa. Palozott biologiai
parhuzamosok reprezentativ mérései. Az értékek harom parhuzamos mérés atlagat mutatjak, a hibasavok

95%-o0s konfidencia intervallumokat jeldlnek.

5.4.2. Transzgenikus hatékonysag jellemzése

A transzgenikus hatékonysagok jellemzésére puromycin-nel torténd szelekciot
alkalmaztunk, melyhez megfeleld higitasban raktuk ki a sejteket a transzfekciot kovetd masodik
napon, igy a két hét alatt képzddott kolonidk szadma ardnyos a transzgenikussa valt sejtek
szdmaval. A koloniaesszében szamolt klonokat a transzfekcids hatékonysagra normalizaltuk,
melyet GFP expreszios vektor kotranszfekcidjaval kontrollaltunk és FACS-on mértiink. A kirakott

sejtek szdmanak ismeretében a transzfektalt sejtek aranyat figyelembe véve utdbbi szazalékaban
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fejeztiik ki a transzgenikus sejtek szadmat (transzgenikus rata). A transzpozaz dozisanak
emelésével HEK-293 sejten a kivagasi aktivitasokhoz hasonléan a transzgenikus rataban sem
lattunk gatlast sem az SB100X, sem az mPB esetén (31A. abra). HelLa sejten az SB100X
transzgenikus rataja telitéshez hasonld gorbét adott (31B. abra), ami ellentétes az irodalmi
adatokkal, ahol markans gatlast tapasztaltak [217]. A kapott transzgenikus gorbét némileg
alatamasztja a kivagasi aktivitas, ahol szintén nem volt tapasztalhatdé gatlas, hanem konstans
emelkedést lattunk (27B. abra). A kivagasban mutatott emelkedéssel Osszehasonlitva a
jelentésebb kivagasi aktivitas azonban nem feltétlen eredményezett magasabb transzgenikus ratat,
ahol inkabb telités lathat6. HeLa sejtben az mPB esetén a transzgenikus ratdban szintén
detektalhaté volt a gatlas a legnagyobb transzpozaz dozisban (31B. abra), ahogy a kivagasi
aktivitasban is jelentkezett (27B. abra). Mivel az irodalmi adatok alapjan az SB esetén a gatlas
markansabban jelentkezett alacsony transzpozon dozis mellett, mi is teszteltiik ezt a kondiciot a
gatlasra fogékonyabb Hela sejten. Az eddig alkalmazott transzpozon dozis tizedét
transzfektaltuk, és a transzpozaz dozis emelésével egyik SB varians esetén sem kaptunk gatlast a
transzgenikus rataban (31C. abra). Az alacsonyabb aktivitasi SB11 ¢s SB32 variansok esetén is
inkabb telitéshez hasonld gorbét kaptunk.

A kivagasi aktivitdshoz hasonldan a transzgenikus ratakat szintén dsszehasonlitottuk a két
sejttipuson 10:10 transzpozon / transzpozaz arany mellett. HeLa sejtben magasabb transzgenikus
ratakat kaptunk a hiperaktiv transzpozazokra mint HEK-293 sejten (32A. abra). Mindez
ellentétben all azzal, hogy a kivagasi aktivitasok magasabbnak bizonyultak a HEK-293 sejtben
(30A. abra). HeLa sejtben a legmagasabb transzgenikus ratat az SB100X eredményezte, és a
variansok, valamint az mPB ratdi a kivagasi aktivitasok tendencidit tobbé-kevésbé tiikrozték
(30A. abra). Erdekes modon HEK-293 sejtben a kivagasi tendenciak nem tiikrozédtek a
transzgenikus rataban 10:10 arany esetén (32A. abra).

Mivel az SB32 transzgenikus rataja jobbnak bizonyult, mint az SB100X-¢, ezért tobbféle
doziskombinacioban Osszehasonlitottuk a transzgenikus ratdkat HEK-293 sejten. 10:1 arany
esetén ugyanolyan tendenciat kaptunk, mint 10:10 aranynal (32B. abra), techat az SB32
hatékonyabb volt a transzgenikus ratdban, mint az SB100X. Ezzel szemben az alacsony
transzpozon do6zist 1:10 ardnyndl kapott transzgenikus ratdk jol korrelaltak a transzpozazok
kivagasi aktivitasaival (32B. abra). Ebben az Osszehasonlitisban az is latszik, hogy a magas
transzpozon doézis mellett a transzpozaz dézis emelésének eredményeként jelentkezd jelentds
kivagasi aktivitasnovekedés csak kevéssé emeli a transzgenikus ratat, mely az Gsszes rendszer

esetén megfigyelhetd (28A. és 32B. abra, 10:1 és 10:10).
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31. abra. Transzgenikus rata transzpozaz dozisfiiggése HEK-293 és HeLa sejteken.

SB és mPB rendszerek puromycines transzpozonnal végzett génbevitelének koloniaesszéje a transzpozaz
dozisanak fliggvényében konstans transzpozon dozis mellett. (A, B) Magas transzpozon doézis mellett
HEK-293 és HeLa sejteken. (C) Alacsony transzpozon doézis mellett HeLa sejten. Parallel transzfekciok

méréseinek atlagat abrazoltuk, a hibasavok egyszeres szorast jelolnek.
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Az egyetlen kivétel az SB11, ahol a 10:1 és 10:10 transzgenikus ratak jol tiikrozik a
kivagasi aktivitasokat (32B. abra). Az 6 esetében a magas doziskombinacio jo transzfekcios
hatékonysadg mellett a tobbi transzpozdzzal Osszemérhetd transzgenikus hatasfokkal bir. A
legaktivabb PB varidnst szintén teszteltiik a transzgenikus rata oldalardl. Annak ellenére, hogy a
hyPB a legmagasabb kivagasi aktivitast mutatta HEK-293 sejtben a tobbi rendszerhez képest
(28B. abra), transzgenikus rataja nem haladta meg az mPB hatékonysagat (32C. abra).

A HEK-293 és HeLa B Alacsony és magas déziskombinaciok
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32. abra. SB- és PB variansok transzgenikus ratdinak oésszehasonlitisa HEK-293 és HelLa

sejteken.

SB ¢és PB rendszerek puromycin-es transzpozonnal végzett génbevitelének koloniaesszéje tobbféle
doziskombinacidban. (A) Transzgenikus ratak Osszehasonlitaisa HEK-293 és Hela sejteken konstans
doziskombinacioban. (B) SB variansok és mPB Osszehasonlitaisa HEK-293 sejten (C) SB100X és PB
variansok Osszehasonlitaisa HEK-293 sejten. Parallel transzfekciok méréseinek atlagat abrazoltuk, a

hibasavok egyszeres szorast jeldlnek.
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Tobb sejtes faktorrol leirtdk, hogy interaktal az SB-vel €és emeli a transzpozon aktivitast
[90, 265]. Génkiiitott sejteket kiegészitve a hianyzé faktorral jelentGsen emelték a transzgenikus
sejtek szamat. Vizsgaltuk, hogy ezen faktorok expresszios kiillonbségei vajon hozzajarulhatnak-e a
HEK-293 ¢és HeLa sejtekben tapasztalt kivagasi és transzgenikus aktivitasi eltérésekhez. Mindkét
sejtben megmértilk a HMGBI -, illetve az NHEJ rendszerhez tartozo DNAPKcs-, Ku70-, és Ku80
expersszios szinteket QRT-PCR-el. Ezek expresszidja nem kiilonbozott szignifikansan a HEK-293
¢s HeLa sejtekben. Vizsgaltuk tovabba, hogy a transzpozonos rendszer transzfekcioja indukalja-e
a faktorok magasabb expresszidjat ezekben a sejtekben, amelyre szintén nemleges valaszt
kaptunk.

A harmadik altalunk vizsgalt sejttipuson, az embrionalis Ossejteken is elvégeztik a
transzgenikus hatékonysdgok vizsgalatat. Mivel a koloniaesszé a HUES9 esetén nem
kivitelezhetd, GFP-t expresszald transzpozonnal teszteltiik mind a kivagasi aktivitast, mind a
transzgenikus hatékonysagot. Ebben az esetben is kizarolag a transzpozon ITR-ek kiilonboztek a
donor konstrukciokban az SB és PB rendszerek Osszehasonlitasainal. Transzgenikus
tesztrendszerlink alapja a GFP-t expresszalod sejtek aranya volt, melyet megmértiink FACS-on a
transzfekcidt kovetd masodik napon, valamint az azt kdvetd 1 hét, illetve 2 hét elteltével. Az
utols6 idOpontban végzett mérés mar a transzgenikussa valt sejtek mennyiségét jellemzi. Az 1-,
illetve 2-hetes GFP%-ot normalizaltuk a transzfektalt sejtek kezdeti aranyaval, melyet GFP
indexként abrazoltunk. A GFP index ardnyos mennyiség a transzgenikus rataval. Az SB100X
dozisfiiggesét tesztelve a legnagyobb transzpozaz dézis mér alacsonyabb GFP indexet mutatott
10:20 aranynal, és a 10:10-nél alacsonyabb transzpozdz dozisok joval gyengébb génbevitelt
eredményeztek (33A. abra). Ebben az esetben is elmondhatjuk, hogy a magasabb kivagasi
aktivitasbol nem kovetkezett magasabb transzgenikus hatékonysag (29A. és 33A. abra), sét
valamiféle gatlds sem kizarhatd, amely els6sorban az integracids 1épésben érvényesiil. Az mPB
GFP indexének dozisfliggése korrelalt a kivagasi aktivitds tendencigjaval, a 10:10 és 10:20
aranyoknal telités jellegli volt. Osszehasonlitottuk HUES9 sejten a transzgenikus hatékonysagokat
a kiilonbozd rendszerekre szintén 10:10 doéziskombinacioban, amelyben mindkét rendszer
optimalisnak bizonyult. Elmondhatjuk, hogy az alacsonyabb kivagési aktivitdsu SB varidnsok
jelentésen gyengébb GFP indexet eredményeztek az SB100X-hoz képest, melynek mind a
kivagasi, mind a transzgenikus hatékonysaga hasonlonak bizonyult az mPB-hez HUES9 sejten
(33B. és C. abra). A hyPB pedig a magasabb kivagasi aktivitasanak megfeleléen magasabb
transzgenikus hatékonysagot eredményezett mind a két rendszerhez képest (29B. és 33C. abra),
bar a GFP indexben latott kiilonbség nem volt annyira szamottevd, mint a kivagasi hatékonysagok

esetén.

76



A SB100X dézisfiiggése B SB variansok és mPB

SB100X 10:10 transzpozon / transzpozaz
arany
0,8 1
0,7 1 1
x 0,6 - 0,8 -
.g 0,5 -/ 5
= 047 m 1. hét 206
w 03 by
o m 2. hét w 04 7
0,2 A . hé ]
0,1 1 0,2 -
0 0

10:0 10:1 10:5 10:10 10:20

Yo &R
Transzpozon / transzpozaz arany < & ‘3;9 &
C SB100X és PB variansok
10:10 transzpozon / transzpozaz arany
1
0,8
3
2 0 = 1. hét
e 0,4 m 2. hét
(G}
0,2
0

SB100X mPB  hyPB

33. abra. Transzgenikus hatékonysagok jellemzése HUES9 sejten.

GFP index: a transzfektalt sejtek azon hanyada, melyek megtartottadk a transzgén expressziojat a GFP
expresszald transzpozonos rendszerek kotranszfekcidjat kovetd hetekben. A GFP-t expresszalo sejtek
aranyat FACS-on mértiik. (A) SB100X doézisfiiggése. (B) SB variansok és mPB Gsszehasonlitasa konstans
doziskombinacioban. (C) SB100X és PB variansok Osszehasonlitdsa konstans déziskombinacioban. A

diagramokon reprezentativ méréseket abrazoltunk.

5.4.3. Transzpozonos génbeviteli kisérletek atlagos kopiaszamanak jellemzése

A génterapids alkalmazasok egyik feltétele, hogy a transzgén kopiaszdmat jellemezziik,
mely a transzgén expresszidjat jelentdsen befolyasolhatja. A kopiaszam a transzgenikus
hatékonysag masik paramétereként is felfoghato, mellyel az integracios aktivitas jellemezhetd. Az

SB-PGK-puromycin transzpozonnal végzett elobbiekben jellemzett génbevitelek atlagos
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kopiaszamat hataroztuk meg HEK-293 sejtekben harom hetes szelekciot kovetden, magas és
alacsony transzpozon / transzpozaz déziskombinaciokban. Magas transzpozon dozis mellett
valamennyi SB varians meglepéen magas atlagos kopiaszamot eredményezett (34A. abra), még
az SB11 is nyolc kopiat produkalt a magas transzgenikus ratat eredményez6 10:10 transzpozon /
transzpozaz arany alkalmazasanal. Erdekes modon az SB11 és az SB100X variansok esetén a
transzpozaz dozisanak 10:1-r61 10:10-re torténd emelésével alacsonyabb atlagos kopidkat
mértiink. A dozis emelése tehat jelentésen novelte a kivagasi aktivitasokat (28A. abra), a
transzgenikus ratat azonban az SB11 kivételével nem emelte szamottevéen (32B. abra), az
atlagos kopiaszamot pedig két esetben csokkentette (34A. abra). Jelent6sen kevesebb kopiat
mértiink az alacsony transzpozon dozissal transzfektalt sejtekben (34A. abra). Az SB variansok
1:10 aranynal mért atlagos kopiai a transzgenikus rataikhoz hasonldéan korreldltak a varidnsok
kivagasi aktivitasaival (32B. és 28A. abra). A jol transzfektalhato sejtekben megnyilvanulo
transzpozaz aktivitasok tehat akkor korreldltak mind a harom szinten, amikor a szubsztratot

limitaltuk és az enzimet maximaltuk.
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34. abra. Atlagos képiaszamok jellemzése HEK-293 sejten.

Tobbféle doziskombinacidban végzett transzpozonos génbevitel szelektalt sejtpopulacidinak atlagos
kopiaszam meghatarozasa qPCR-el. (A) SB variansok altal produkalt atlagos kopiaszamok puromycin-es
transzpozon és antibiotikumos szelekcid alkalmazasaval, az IRDR-L esszével mérve. (B) SB100X és PB
variansokkal torténd génbevitel atlagos kopiaszamai GFP tranzpozon és FACS-on végzett szortolas
alkalmazasaval, GFP specifikus esszével mérve. Parallel transzfekciokbol szarmazo szelektalt sejtek
pulozott gDNS-einek reprezentativ mérései. Az értékek harom parhuzamos mérés atlagat mutatjak, a

hibasavok 95%-o0s konfidencia intervallumokat jelolnek.
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A PB kopiaszamanak meghatarozasahoz értelemszertien nem tudtuk alkalmazni az SB
IRDR-eire tervezett esszéket. A GFP esszé alkalmasnak igérkezett arra, hogy ennek segitségével
hasonlitsuk 0ssze a PB rendszerrel produkalt kopiaszamokat az SB rendszerével. Ehhez a
HUES9-ben alkalmazott GFP expresszald transzpozonokat transzfektaltuk HEK-293 sejtbe. A
kotranszfekciokat kovetd 486-nal FACS segitségével szortoltuk a transzfektalt sejteket, majd két
hét elteltével ismét szortoltuk a transzgenikusan expresszald6 GFP pozitiv sejteket. Az igy kapott
populaciokbol hataroztuk meg az atlagos kopiaszamokat a GFP-re specifikus gPCR-el.
Mindharom déziskombinaciordl elmondhatjuk, hogy mind az mPB, mind a hyPB joval kevesebb
kopiaszamot eredményezett, mint az SB100X (34B. abra). Elmondhatjuk, hogy a hyPB atlagos
koépiaszdma nem tért el szamottevoen az mPB-t6l, annak ellenére, hogy a kivagasi aktivitdsa még
az SB100X-ét is meghaladta (28B. abra). Tehat a hyPB esetén volt a legmarkansabban
megfigyelheté a HEK-293 sejten, hogy mikdzben az Gsszes transzpozaz kozott a legmagasabb
kivagasi aktivitast mutatta, mindez egyik doziskombinacidban sem korrelalt a transzgenikus
hatékonysagokkal sem a transzgenikus rataban (32C. abra), sem az atlagos kopiaszamban. A
GFP transzpozonnal végzett 6sszehasonlitasban az SB100X ismételten alacsonyabb atlagos kopiat
eredményezett a transzpozaz doézisdnak 10:1-rél 10:10-re torténd novelésével, mely tendencia

gyengén a hyPB esetén is megfigyelhet6 volt (34B. abra).

5.5. Transzgénben alkalmazhat6 néhany promoter dsszehasonlitasa a génbevitelben

Az 5.1 fejezetben vizsgaltuk a GFP markert tartalmazé SB transzpozon expressziojat
er6snek szamitd6 CAG és CMV promoterek alkalmazasa mellett HEK-293 sejtben. Az SB100X-al
végzett génbevitelen atesett sejtpopulacioban a GFP expresszald sejtek megtartasa jelentds
kiilonbséget mutatott a két promoter esetén (16. abra). Mivel a csendesiilés lehetdségét a
vizsgalataink alapjan kizarhatjuk, a transzgenikus sejtek aranyanak kiilonbsége esetlegesen az
eltéré hatékonysagu génbevitelnek koszonhetd. A promoterek SB-vel torténd génbevitelben
jatszott szerepének kideritésére parallel modon vizsgaltunk tobb gyakran alkalmazott promotert:
CAG, CMV, PGK, SV40 (simian virus 40 promotere). A transzgenikus rata szamszeriisitésére a
jol alkalmazhat6 puromycin-es rendszert valasztottuk, és ez alkalommal csak a szé€ls6

dozisparositasokat vizsgaltuk a transzgenikus hatékonysagban (35A. abra).
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35. abra. SB100X transzgenikus hatékonysaganak jellemzése HEK-293 sejten a
transzgénben alkalmazott promoterek fiiggvényében.

Négyféle promoterrel szabalyozott puromycin-es transzpozonnal végzett génbevitelek 0sszehasonlitasa a
sz¢1s6 doziskombinaciokban. (A) Koloniaesszével meghatarozott transzgenikus ratak a CMV kolonia
fotoival. Parallel transzfekciok méréseinek atlagat abrazoltuk, a hibasavok egyszeres szorast jeldlnek. (B)
Ugyanezen transzfekciok 3 hetes szelekciot kovetd atlagos kopiaszama IRDR-L esszével. Parallel
transzfekciokbol szarmazo szelektalt sejtek pulozott gDNS-einek reprezentativ mérései. Az értékek hdrom

parhuzamos mérés atlagat mutatjak, a hibasavok 95%-os konfidencia intervallumokat jeldlnek.

A transzpozaz ab ovo aktivitasat jol jellemz6 alacsony transzpozon dozis esetén (1:10)
nem kaptunk jelentOs kiilonbségeket a kiilonb6z6 promoterek transzgenikus rataiban, talan a
CMV-puromycin esetén egy kicsit magasabb a transzgenikus sejtek szama. Nagyobb fluktuacio
mutatkozott a promoéterek kozott a transzgenikus rataban 10:1 aranynal, bar az egyes promoterek

esetén a CMV kivételével jelentds kiillonbségek nem voltak a 10:1 és 1:10 aranyok kozott (35A.
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abra). A CMV-puromycin esetén azonban a magas transzpozon dozis nem kedvezett a
transzgenikus ratanak, fele annyi transzgenikus sejtet kaptunk, mint az 1:10 aranynal. Erdemes
megjegyezni, hogy a CAG-GFP/CMV-GFP &sszehasonlitasban alkalmazott 10:1 arany esetén a
két promoter kozott nem volt jelentds kiilonbség a koloniaesszében. Tehat a GFP exresszio
megtartasanak jelentds kiilonbsége mogott elsésorban a CMV-GFP szelekcios hatranya allhat,
melynek a CAG promoterét meghaladd jelentds expresszivitds lehet az oka. Ezt alatdmasztja,
hogy a CMV-puromycin esetén a nagyobb kopiaszamot produkald nagy transzpozon dozis
kedvezotlenebb volt a transzgenikus sejtek 1étrehozasaban, mint az alacsony.

Megvizsgaltuk a puromycin-es szelekcioval létrehozott populaciok atlagos kopiaszamat,
mely a transzgenikus ratakbol nem kovetkezé meglepd kiilonbségekre mutatott ra a promoéterek
kozott (35B. abra). A CAG és CMV promoterek altal produkalt atlagos kopiaszamok mind a két
doziskombinacioban jelentésen alacsonyabbak voltak, mint a PGK és SV40 promoterek altal
szabalyozott transzgének esetén.

A kopiaszamokban tapasztalt jelentds kiilonbségek arra utalhatnak, hogy a transzpozaz
aktivitas eltérhet az egyes promoterek esetén, melyet a kivagas oldalardl is ki tudtunk mutatni (36.
abra). A kiilonboz6é promotereket tartalmazd transzpozonok kivagasi aktivitasa a
koépiaszdmokhoz hasonld tendenciat produkalt, melyet kétféle doéziskombindcidban tudtunk

igazolni.
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36. abra. SB100X Kkivagasi aktivitasanak jellemzése HEK-293 sejten a transzgénben
alkalmazott promoterek fiiggvényében.

Négyféle promoterrel szabalyozott transzpozon donor kivagodasanak relativ kvantifikalasa qPCR-el.
Pulozott bioldgiai parhuzamosok reprezentativ mérései. Az értékek harom parhuzamos mérés atlagat

mutatjak, a hibasavok 95%-0s konfidencia intervallumokat jel6lnek.
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Ebben a transzfekci6 sorban a 10:1 aranyban végzett transzfekciok esetén a CAG ¢s CMV
transzpozonok kivagasa olyan alacsonynak bizonyult, hogy nem volt megbizhatéoan
kvantifikdlhat6. Az alacsony transzpozon dozis magasabb kivagési aktivitasa latszolagos, a
kevesebb donorra torténd normalizélds az oka. Alacsony transzpozon dozis esetén a donor
magasabb hanyada vagodik ki, mint a nagy dozisnal.

A kiilonb6z0 promoter tartalmu transzpozon kazettdk eltérd transzpozicids affinitasa
mogott allhat a promoterek szekvencialis felépitése, de okozhatja akar az eltérd transzkripciods
aktivitas. Utobbi jol mérhetd, ha a transzgénrdl atirodo mRNS-t kvantifikaljuk. Ennek érdekében
létrehoztuk az egyes promoterek SB transzpozonjainak GFP-t expresszalo valtozatait, és onalléan
transzfektaltuk HEK-293 sejtbe. A tranziens expresszio alapjan a 48. drdaban FACS segitségével
levalogattuk a GFP-t expresszald sejteket, melyekbdl qRT-PCR-el megmértiik a GFP expressziot
(37. abra). A CAG és CMV promoterek joval erGsebb expressziot mutattak a PGK és SV40
promoterekhez képest, és az utdbbiak kozott is legalabb kétszeres kiilonbség figyelheté meg.
Elmondhatjuk tehat, hogy a transzpoziciés aktivitds forditottan korreldl a transzpozon
expresszivitasaval, amely azonban jol transzfektalhatd sejtek esetén a transzgenikus rataban nem

feltétlen jelentkezik.
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37. abra. Promoterek expresszivitasanak osszehasonlitasa HEK-293 sejten qRT-PCR-el.
Négyféle promoterrel szabalyozott SB GFP transzpozonnal transzfektalt GFP pozitiv sejteket szortoltunk
transzfekcidt kovetd masodik napon FACS segitségével, majd GFP mRNS szinteket mértiink. Az értékek

harom parhuzamos mérés atlagat jelentik, a hibasavok 95%-os konfidencia intervallumokat jeldlnek.
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6. EREDMENYEK MEGVITATASA

6.1. SB transzgén expessziojanak és csendesiilésének vizsgalata

A Sleeping Beauty transzpozonos rendszer laboratériumunkba torténd bevezetését olyan
vizsgalatokkal kezdtiik, melyek a génbevitel/génmegtartds dinamikajat vizsgaltak. Az ex vivo
génterapiat modellez6 sejtkultaras rendszeriinkben a szelekcido génmegtartasra gyakorolt markans
hatasa figyelheté meg, melyet szamos egyéb applikacio alkalmaval szintén tapasztaltunk. Barmely
transzpozon kazetta esetén megfigyelhetd, hogy a transzpozon donorral transzfektalt sejtek
dusitasa nélkiil joval kevesebb transzgenikus sejt marad a populacidban, mint amelyet a duésitott
transzfektalt sejtek aranyaban tapasztalhatunk. A dusitatlan populacioban a transzgenikus GFP
expresszalo sejtek aranya a negyedik héten kevesebb, mint negyede a transzfekciot kovetden mért
sejtmennyiségnek (14. abra). Ezzel ellentétben ugyanazon transzfekcio levalogatott transzfektalt
idépontban (16. abra). A transzgén expresszié szelekcios hatranyt jelent a transzgént tartalmazo
sejtek szamara a nem transzfektalt, illetve nem transzgenikus sejtekhez képest. Az expresszalod
sejtek kezdeti dusitasa a génterapias felhasznalasokban is elény6s lehet.

A génterapia sikerének egyik kulcsa a sejtekben kifejez6dé transzgén megfeleld
mennyisége, melyet a transzgén kopiaszama és az expressziot szabalyozd promoter erdssége
hataroz meg. Ezért az els6 kisérleti rendszeriinkben er6snek szamité promotereket alkalmaztunk,
melyek altalaban viralis enhancer elemeket tartalmaznak, mint a CAG és a CMV promoterek. Az
integralodott provirusokhoz hasonléan a virdlis elemeket tartalmazd transzgének esetén is
megfigyelhetd csendesiilés [266-268], elsdsorban a promoter régido metilacidjan keresztiil [269],
melyet allatmodellen alkalmazott viralis génbevitel esetén is tapasztaltak [270]. A transzgén
csendesiilésének mas okai is lehetnek, példaul a heterokromatikus régidkat érintd integraciok
pozicionalis hatasa [271, 272], vagy a véletlenszerii beépiiléseknél eléforduld konkatamer
integraciok [201]. A transzpozon integraciok nem eredményeznek multimer formakat, azonban az
ITR-ek transzpozon belseje felé iranyulo transzkripcios aktivitasa miatt bidirekcionalis (Szensz és
antiszensz) transzkriptumok varhatok [273, 274], melyek az RNS interferencia jelenségén
keresztiil csendesitettséget eredményezhetnek [275].

Génbeviteli modellrendszeriinkon két kiilonbozé idopontban teszteltik a CAG-GFP és
CMV-GFP transzgének expresszidjanak csendesiilését. Kozvetleniil a transzfekciot kovetden (48.
ora), mind a transzpozon donor plazmid kdzvetlen (episzémalis) expresszidjara hato csendesiilést,

mind pedig az esetlegesen mar integralodott transzgén csendesiilését detektalhattuk TSA kezelés
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alkalmazaséaval. A transzfektalt sejtek legalabb 10%-aban teljes csendesiilés volt megfigyelhetd
(13A. abra), mely sejtek eclveszithet6k, ha a tranziens expresszio alapjan duasitast végziink. A
négy azonos mennyiségli donorral végzett transzfekciobol egyetlen esetben jelentdsebb, a
transzfektalt sejtek 40%-at érintd csendesitettséget mértiink, mely valodsziniileg véletlenszert,
azonban statisztikus gyakorisaganak megallapitasara tobb transzfekcid TSA kezelésére lenne
sziikség. A teljes episzOmalis csendesiilést leggyakrabban a plazmid bakterialis gerincének
jelenléte valtja ki, mely kromatin modosuldson keresztiil valésul meg, és amely a gerinc
méretének minimalizalasaval csokkenthetd [276, 277]. HEK-293 sejteket vizsgalva
modellrendszeriink csak kevés sejtben valtott ki teljes mértékli csendesiilést. Ellentétben a CAG-
GFP-vel, a CMV-GFP esetén jelent6s intenzitasbeli csendesiilést is megfigyelhettiink a 48. 6raban
az expresszalo sejtekben (13B. abra), amely arra utal, hogy a tulzott mértékii expresszid a sejt
csillapitasat valtja ki a megterheléssel szemben, amennyiben nincs teljes mértékii csendesités. A
transzgén késObbi genomialis csendesitettségét kiilon vizsgaltuk. Szeparaltuk a transzfektalodott
sejteket, és a transzfekciot kovet6 hatodik héten Aza kezeléssel teszteltiik 6ket. A csendesitéssel
valo védekezés a sejt fitness-ének megdrzését célozza, ezért feltételeztiik, hogy ezek a sejtek nem
eliminaldédnak a populacidban tartott csoportbol és az ilyen sejtekben a derepresszald kezelés
hatdsara megjelenik a GFP expresszid. Aza kezelés hatdsara nem detektaltunk olyan sejteket,
amelyekben teljes genomialis csendesitettség tortént volna a génbevitelt kovetd 6. hétig (15A.
abra). Azonban mind a CAG-GFP, mind a CMV-GFP kazetta esetén megfigyelhet6 volt
intenzitasbeli csendesitettség (15B. abra), amely csillapitas mindkét promoter erdteljes
expresszivitasanak megterheld voltara utal.

A kedvezdtlenebb CMV-GFP expresszio a dusitott sejtpopulaciok GFP pozitivitdsanak
hosszi tavi kovetésében jelentds kiilonbséget eredményezett. Szemben a CAG-GFP
transzpozonnal a CMV-GFP expresszalo sejtek aranya allando csokkenést mutatott (16. abra). A
transzgén csendesiilésének lehetdségét a vizsgalataink alapjan kizarhatjuk, ezért a csokkenés a
CMYV promoter altal szabalyozott expresszio erdteljesebb szelekcids hatranyara utal. Noha teljes
transzgenikus csendesitettséget nem tapasztaltunk a CAG és CMV promoterek alkalmazasanal, a
jelentds aktivitas mindkét promotert kedvezotlenné teheti a transzgén expresszidjara, emellett a
kiilonbozo transzgének esetén eltérd sejtes tolerancia varhato. A szelekcids hatas kikiiszobolésére
¢és az optimalis dozis elérésére az intenzitasbeli csendesiilés elkeriilése fontos lehet. A génterapids
alkalmazasokban a virdlis promoterek endogén promoterre torténd cseréje kedvezobb transzgén
expressziot eredményez [278], mégis szamos esetben viralis promotert alkalmaznak a transzpozon

rendszerek génbeviteli hatékonysagainak tesztelése soran [217, 220, 221].
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6.2. Transzpozaz aktivitas, valamint képiaszam mérésére alkalmas modszerek

A transzpozaz aktivitast mind az in vitro mind az in vivo rendszerekben, szamos esetben a
kivagasi termék mennyiségével jellemzik [105, 192]. A kivagasi aktivitas gyors és egyszerii
gPCR-es monitorozasat valasztottuk dsszehasonlitd vizsgalataink elvégzésére, melyet a technikai
megbizhatosag tesztelésén kiviil azzal validaltunk, hogy a kiilonb6z6 SB transzpozaz variansok
hasonlo aktivitasi kiillonbségeket mutattak kiilonbozo sejttipusokban (25. abra). A transzpozaz
aktivitasanak fejlesztésében elfogadott tesztelési modszer a kivagas monitorozasa [190, 192],
melyet az adott tesztrendszerben elért eredménnyel jelolnek, és amelyet altalaban az eredeti
variansra vonatkoztatnak (pl. SB32, SB100X). A kiilonb6zé mérési modszerek eltérd szamszer(i
kiilonbségeket eredményezhetnek a kivagasi aktivitasban, amely azonban varhatéan
tendencialisan reprodukalhaté. Jin és kollégai a miénkhez teljesen hasonlo qPCR-es rendszert
allitottak be [193], azzal a kiilonbséggel, hogy TagMan kémiat alkalmaznak, ahol a proba a
kivagas helyének kozvetlen kornyezetére specifikus. A plazmidbol torténd kivagas javitasa
azonban jelent6s szamban hibakat eredményez (23. abra), melyek kozott hosszabb deléciok is
eléfordulnak [279], ezért a proba alkalmazasaval némely kivagasi terméket potencialisan nem
detektalhatunk. Mindazondaltal a szerzOk a gatlas jelenségét moddszeriikkel szintén tudtak
monitorozni.

Az integraciok kopiaszam mérésének bedllitdisa soran azt a célt tlztik ki, hogy
analizisiinkkel az egész szamu koépidkat meg tudjuk kiilonboztetni egymastdl a genetikailag
uniformis klonokban, melyet a kiilonb6z6 klonok mérési eredményének diszkrét eloszlasa igazolt
(21. abra). Az analizis beallitasi stratégiaja Szamos transzpozon tartalmua klon 1étrehozasa volt,
melyek koziil az egykopiasokat referenciaként alkalmazzuk és relativ kvantifikalast végziink. A
plazmid segitségével végezhetd abszolut kvantifikalas koriilményes, és eredménye gyakran
megerdsitésre szorul. Mégis szdmos genomidlis kopiaszdm meghatarozasban ezt a modszert
valasztjak [280-282], mert az ismert kopiaszamt referencia mintdk eldallitasa és validalasa
nehézkes, vagy egyaltalan nem megoldhat6. Optimalizalt méréseink tobb okbol tekinthetdk
megbizhatonak: 1., a relativ kvantifikalasban legkisebb jelszintet produkalé klonok jelszintjei
uniformisak (20B. abra); 2., ezek a klonok valoban a legalacsonyabb expressziot mutattak, és a
tobbi klon kopiaszamai is korrelaltak az expresszivitassal (19. és 20B. abra); 3., az egykdpias
klonok abszolut kvantifikalassal megerdsitheték (18. abra); 4., a transzgén kiilonbozo
szekvenciainak mérése egybehangzé kopiaszamot eredményez (21. abra); 5., hagyomanyos
modszerekkel meghatarozott ismert kopiaszamii klonok mérései a kordbban meghatdrozott

kopiaszamokat adtak (2. tablazat). Modszeriink nagy elénye, hogy a transzpozon IRDR-ekre
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specifikus esszék fliggetlenné teszik a mérést a transzgén tartalomtol, valamint mindkét IRDR
kvantifikalasa sziirést tesz lehetdvé a teljes transzpozon kazetta jelenlétére. Jin és kollégai szintén
megbizhatd SB kopiaszdm meghatarozast allitottak be [193]. Bar abszolut kvantifikalassal
mérnek, melyet az RNaz P-re is elvégeznek, azonban egykopias sejtklont alkalmaznak a standard
gorbe eldallitasara. Modszeriik valdjaban az egykopias referenciat alkalmazd relativ standard
gbrbe modszer alternativaja. Esszéjiikkel a transzpozon tartalom szekvenciajat kvantifikaljak,

amely mas transzgén esetén nem alkalmazhato.

6.3. SB integracios helyek meghatarozasa és karakterizalasa

Az SB transzpozazzal kivitelezett génbeviteleinket az integracios helyek meghatarozasaval
validaltuk. A szurdproba szerlien azonositott integraciok mindegyike transzpozaz aktivitasnak volt
koszonhetd, mert az IRDR-eket a TSD-k, valamint genomialis szekvenciak hataroltak. A harom
leghatékonyabb transzpozonos rendszer koziil az SB rendelkezik a leginkabb random integracios
profillal [210, 211]. A PB ¢és a Tol2 rendszerek ezzel ellentétben jobban preferaljak a géneket és
azok szabalyozo6 régioit [283-285]. Az altalunk azonositott integraciok kevés szama miatt a
random profil rendszeriinkben torténé teljesiilése nem megitélhetd. Mindazonaltal egyetlen
esetben sem talaltunk kodolo, vagy transzkripcios start hely kozeli 5UTR integracids szekvenciat
(3. tablazat). Az integraciok 7:3 aranyban takartak intergenikus, illetve intronikus szekvenciakat,
mely a fehérjét nem kodold és kodolod régiok aranyat tiikrozi a genomban [16]. Az 1p31 16kuszon
azonositott harom kiilonb6z6 integracio regionalis preferenciat takarhat, melynek statisztikus
megerdsitésére tobb fiiggetlen génbeviteli kisérlet integracidinak meghatarozéasara lenne sziikség.
A kiilonbo6z6 vizsgéalatokban nem szamoltak be az SB barmilyen integracios ,,forrépontjarol”,
ennek ellenére nem zarhato ki, hogy bizonyos koriilmények eredményezhetnek preferenciat.

Noha integracidink statisztikusan nem reprezentativak, mégis megfigyelheté az SB-re
jellemz6 integracios szekvencia karakteres ,flirész profil” Vstep gorbéje (26. abra) [263, 286,
287]. Az azonositott helyek kozott az egyes gorbe karakter kategoriak eloszlasa szignifikansan
kiilonbozik a genomban talalhatdo TA szekvencidk eloszlasatol (4. tablazat). A mi eredményiink
alapjan a teljes flirész profil relativ preferencidja 20-szoros a genomban talalhat6 leggyakoribb
indifferens profilhoz képest, mig a statisztikusan jelentdsebb vizsgalatokban 10-15-sz6ros
preferenciardl szamoltak be [263]. A szabalyossagot veszité hélix struktura térbeli optimumot
szolgaltat a transz-észterifikacids reakcid létrejottéhez, és a célhely DNS-ének hajlithatosagat
teszi lehetdvé a kotddo preintegracios komplex transzpozaz monomerei szamara. Karakteres hélix

struktira preferencia szamos bazisszekvenciatol fliggetlen, aspecifikus modon kapcsolodo fehérje
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esetén megfigyelhetd nem csak a DDE(D) tipust integrazoknal [61, 288, 289], hanem a
retrotranszpozon elemeknél is [290]. A nukleoszomak 1étrejottekor kotd hisztonok példaul az AT
gazdag részeket preferaljak [291], melyek szintén novelik a hajlithatosagot, és melynek
preferencidja az SB esetén is megfigyelhetd [287]. Az altalunk azonositott integracios helyek
szekvencialis kornyezetének AT denzitdsa azonban nem tért el szignifikansan a genomra jellemzé
atlagtol. Jollehet az SB célhelyeinek genomidlis eloszléasa teljesen véletlenszerii, azonban a DNS
strukturalis jellegzetességei miatt lokalisan nem random. Az integraciok fele az adott régioban

rendelkezésre allo TA helyeknek csak 10%-at érinti, igy a varhato poziciok megjosolhatok.
6.4. Thultermeléses gatlas

Mig egyes ,,cut and paste” transzpozazok monomerként-, némely Tcl/mariner transzpozaz
dimerként fordul el6 az oldatokban ¢és a gél-filtracios kisérletekben [75, 292-294]. Az
oligomerizacié valamilyen médon gatolhatja a transzpoziciot, jollehet a monomerek dimerizacioja
természetes velejarodja a transzpozoszoma létrejottének és a kanonikus transzpozicionak. Az in
vitro EMSA (electrophoretic mobility shift assay) kisérletekben a mariner transzpozaz
tobbségében dimer formajaban képez komplexet a transzpozon egyetlen szekvenciajaval (SEC2 —
Single End Complex 2) [68, 295, 296]. Emellett csak ez a forma képes katalizalni az elsé szal
vagasat [68, 295], mely a Hsmarl esetén még a szinaptikus komplex (PEC — Paired End
Complex) 1étrejotte elott lezajlik. A teljes szinaptikus komplex instabilitdsa miatt azonban in vitro
gyakran egyaltalan nem detektalhato.

A tények tiikkrében az OPI jelenség
magyarazatara felallitottdk az ugynevezett ® @)

ASO modellt (Assembly-Site Occlusion). A /<.
transzpozicio akkor valosul meg, ha csak az sgcg
egyik transzpozon szekvencia koti a

transzpozaz dimert (38. abra) [105]. Ebben F PEC

az esetben a SEC2 végiil befogja a masik Pa———
iires transzpozon szekvenciat, igy jon létre a Mgg::ﬁg%)
PEC (S-NEC, Synapsis by Naked End

Capture). Magasabb transzpoziz 38. abra. A tultermeléses gatlas (OPI)

koncentracid esetén (OPI) mindkét feltételezett mechanizmusa.

. Részlet azatot  1d. Gvegben.
transpozon végen SEC2 alakul ki, mely eszicles  magyarazato a  szovegben
T T (Bouuaert, Elife, 2013, 4braja alapjan.)
gatolja a PEC létrejottét.
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Az ASO modell elérejelzi, hogy a gatlas jelentkezését a szubsztrat-enzim arany hatarozza
meg, és nem az abszolut transzpozaz koncentracid, amit a Hsmarl esetén in vitro kisérletekkel
igazoltak [105]. A gatlast elsGsorban az teszi lehetévé, hogy a SEC2 affinitasa a masik kotetlen
transzpozon szekvencidhoz joval kisebb, mint az oldatban 1évé transzpozaz affinitasa [89]. Ennek
koszonhetden az iires transzpozon végen konnyebben alakul ki egy masik SEC2, mint a PEC. Az
allosztérikus jelenség annak koszonhetd, hogy a dimer ITR kotésével megsziinik a komplex
szimmetridja, igy a SEC2-ben az iires DNS ko6td domén alacsony szabadsagi fokkal rendelkezik.
Ugyanez a jelenség csokkenti az aberrans transzpozicid lehetdségét is.

Az ASO modell nem zarja ki, hogy az egyébként monomer formajaban jelen 1évo
transzpozazok esetén is létrejohet hasonld gatlas. A Himarl in vitro rendszerben vizsgalva,
tetramer formaban képez komplexet az ITR-el [295], jollehet a transzpozon szekvencidk csak
egyetlen transzpozaz kotShelyet tartalmaznak, és a PEC-ben minden bizonnyal dimer szerepel
aktiv multimerként. Ennek ellenére nem mutathato ki a Himarl ITR nélkiili dimer vagy multimer
formaja az oldatban [295], aminek alapjan feltételezhet6, hogy a multimer az ITR-en csak a
monomer kotését kovetden alakul ki, és az in vitro is megfigyelheté OPI jelenségét tiikrozheti (10.
az ITR-en torténé multimerizaciora, mint a masik ITR monomer kotésére. Az allosztéria pedig
csokkenti a PEC létrejottének esélyét (S-NEC), és noveli a masik ITR lefoglalasanak lehet6ségét.

Mas transzpozazok esetén nincs in vitro adat a gatlas vizsgalatara, azonban az in vivo
sejtes génbeviteli kisérletekben némely rendszernél megfigyelhet6. A PEC-ben dimerként
miikodo PB és a hAT csaladhoz tartozo Tol2 esetén csokken a hatékonysag valamely transzpozaz
dozis felett [215, 217]. Bar a Tol2 esetében megfigyeltek multimer format in vitro [297], a PB-nél
ilyet nem detektaltak [66]. Szintén megfigyelhetd a sejtes génbeviteli kisérletekben az OPI a
tetrameres szinaptikus komplexben miikodé SB esetén [217, 220-223]. Az ASO modell a
tetrameres miikodés esetén sem zarhato ki, mert a belsé DR kotohely affinitasa mindkét ITR-ben
magasabb, mint a kiilsé DR-¢ [265], amely feltételezi, hogy a szinapszis mar a belsé kotohely
részvételével is kialakulhat, de csak a tetramerizacié utan eredményez transzpoziciot. Tehat a
magasabb koncentracid okozta multimerizacio elsdként a magasabb affinitdsu kotOhelyet érinti,

A sejtes génbeviteli kisérletekben végzett vizsgalatok azonban nem mutatnak konzekvens
eredményeket az OPI tekintetében. A PB és a Tol2 esetén példaul nem minden vizsgalat mutatja
ki a gatlast, annak ellenére, hogy ugyanazon tanulmanyban masik transzpozonos rendszer esetén

észlelték [178, 215, 216]. Ennek hatterében allhatnak az eltérdé sejttipusok, illetve kisérletes
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koriilmények. Ugyanez elmondhatdo a Mosl-rél, ahol az in vitro transzpozicios esszékben nem
észlelheté OPI [59, 298], ennck ellenére in vivo megfigyelheté valamilyen gatlas [106].

A génbevitel optimalizalasanak részeként teszteltiik a tiltermeléses gatlas jelentkezését. A
donor helyrdl torténd kivagddas a transzpozaz aktivitasat kozvetleniil jellemzi, ezért a gatlas
jelenségét a kivagodas mérésével karakteresen lehet monitorozni [105, 193]. Vizsgalataink
alapjan sejtes génbeviteli rendszeriinkben detektalhatd volt az OPI a kivagddas oldalarol, mert a
kivagasi hatékonysag csokkenése a transzgenikus rataban is jelentkezett (27B. és 31B. abra,
10:20 arany). A gatlas azonban kizardlag a PB rendszerek esetén volt megfigyelhetd, mely
kielégitd hatékonysdgl transzfekcids modszerek alkalmazasa mellett a transzpozon donort
meghalado extrém transzpozdz doézisok esetén jelentkezett, és mértéke nem volt szdmottevd. A
hyPB esetén is megfigyeltilk a kivagasi hatékonysag csokkenését HUES9 sejten (29B. abra).
Ezzel ellentétben az SB100X-al végzett génbeviteli kisérletekben a transzpozdz doézisanak
novelése a kivagasi hatékonysag folytonos novekedését vonta maga utan minden esetben (27. és
29A. abra), amely a transzgenikus rataban azonban inkabb telitést eredményezett (31. abra).
Mindez szdges ellentétben all az irodalmi adatokkal, ahol az SB100X esetén markéans gatlast
tapasztaltak [217], melyet alacsony transzpozon dozis alkalmazasaval sem tudtunk eléallitani
(31C. abra). Az ASO modellben a transzpozon/transzpozaz arany hatarozza meg a gatlas
jelentkezését, amely kevés szubsztrat esetén mar alacsony transzpozaz dozisnal jelentkezik [105,
217].

Az OPI-t érint6 ellentmondasos eredmények felvetik annak a lehetségét, hogy a
génbevitelben alkalmazott transzpozonokndl sejtes faktorok kozvetithetik a tapasztalt gatlas
jelenségét. Ezzel Osszefligghet az a megfigyelés, hogy szamos GFP-vel fhziondlt transzpozaz
dozistol fliggé modon aggregatumokat képez a sejt kiilonboz6 lokalizacidiban [299].
Eredményeink azt tdmasztjak ala, hogy a sejtes kozegben mutatott taltermeléses gatlas kevésbé jol
koriilhatarolhatd jelenség, amely nem feltétlen prediktalhato, ezért a génbevitel optimalizalasa

minden applikacid esetén ajanlott.

6.5. SB és PB transzpozonos rendszerek hatékonysagvizsgalatai

Hatékonysagvizsgalataink egyik konkluzidja a transzpozonos rendszerek markans sejttipus
fliggése. Valamennyi transzpozonos rendszer esetén megfigyelheté volt, hogy a HEK-293 sejt
bizonyult a leginkabb permisszivnek a kivagasi aktivitasok tekintetében (30. abra). HelLa-hoz
képest néhanyszor magasabb kivagasi aktivitasokat tapasztaltunk (30A. abra). Az SB

transzpozazzal interaktdlo és aktivitast noveld NHEJ rendszer szerepét vizsgalatainkkal kizartuk,
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mert ezek expresszidja nem kiilonbozott a két sejttipus esetén, és a repair faktorok expresszios
indukaloédasa sem volt megfigyelhetd. A transzpozazok aktivitasara a HUES9 sejtvonal
mutatkozott a legkevésbé permisszivnek, ahol egy nagysagrenddel alacsonyabbak voltak a
kivagasi aktivitasok az SB és PB rendszerek esetén, mind a HEK-293, mind pedig a HelLa
sejtekhez képest (30B. abra). A jelentds aktivitasbeli kiilonbség tobbek kozott a sejtek
expresszivitasat is tiikkrozheti, amellyel a transzpozazt kifejezik. Az embrionalis Ossejtek példaul
jelentdsen csendesitik az exogén templatok expresszidjat, amely példaul magas de novo DNS-
metil-transzferaz aktivitasuknak koszonhet6 [300].

Az mPB kivagési aktivitasa HEK-293 sejten az SB32 varianséhoz volt mérhetd, mig HelLa
sejten az aktivitasa nem haladta meg az SB11-ét (30A. abra). Ugyanakkor HUES9 sejten az mPB
aktivitasa az SB100X-éhoz volt hasonld (29A. abra), amely a transzgenikus hatékonysagot
jellemz6 GFP indexekben is tiikr6z6dott (33B. és C. abra). Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a
PB sejttipus fliggése eltérd lehet az SB-hez képest, ¢s a PB szdmara az embrionalis dssejtek joval
kedvezébb kornyezetet jelentenek, amely sejtes faktorok szerepét valoszintisiti. A PB sejtes
faktorokkal vald kozremikodését eddig kevésbé vizsgaltak. Mindezt aldtdmasztjak az irodalmi
adatok, ahol az SB100X és PB variansok Osszehasonlitasaiban eltéré eredményeket mutatnak.
Optimalis donor/helper arany mellett HelLa sejten eredményeinkkel egybehangzé modon
hatékonyabbnak talaltak az SB100X-at, mint az mPB-t, bar a kiilonbség nem volt szamottevd
[217]. Ugyanakkor HSC-ken az SB100X altal elérheté génbeviteli hatékonysag joval meghaladja
az mPB hatékonysagat [217, 218]. Mas tanulmanyban pedig mind a hyPB-, mind az mPB-, de
még az eredeti PB is jobbnak mutatkozott az SB100X-hoz képest [191, 219], némely esetben
sokszoros kiilonbséggel. Vizsgalataink azt mutatjak, hogy ezeket az eltéréseket sejtes faktoroktol
valo fiiggés is okozhatja, és az daltalanos vélekedéssel ellentétben az OPI-ra valé hajlam
esetiinkben nem magyarazza. Ellentétben a HEK-293 és HeLa sejtekkel, embrionalis dssejteken
hasonld vagy magasabb hatékonysag elérésére képes mind az mPB, mind a hyPB az SB100X-hoz
képest (33B. és C. abra), és hasonloan alacsony atlagos kopiaszamok érheték el (~2-3). A hyPB
szintén hatékonyabbnak bizonyult T sejteken, valamint egérkisérletekben farokvénan keresztiil
végrehajtott in vivo alkalmazasban [191]. A PB koztudott integracids génpreferenciaja azonban
kevésbé elényos, és az SB100X hasonldan jo hatékonysaggal alkalmazhato példaul az embrionalis
Ossejteken akar a hyPB-hez képest is.

Osszefoglalva a transzgenikus ratdk tesztelését elmondhatjuk, hogy azok szdmos esetben
nem tiikrozték a kivagasi aktivitasokat. A kivagasi aktivitasban joval permisszivebb HEK-293
sejtben mutatott transzgenikus ratak alacsonyabbak voltak a HeLa sejthez képest, mely aldl az

SB11 talan kivétel (32A. abra). Masik markans eltérés, hogy amig az SB variansok kivagasi
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aktivitasa tiikrézte a tanszpozaz ,,fejlesztési” aktivitasat mindkét sejttipuson (25. abra), a HelLa
sejtekkel ellentétben HEK-293 sejten az SB32 kétféle doziskombinacioban is magasabb
transzgenikus ratat eredményezett, mint az SB100X (32B. abra). (A 28A. és 32B. abrak
ugyanazon transzfekciok kivagasi és transzgenikus mérései.) Harmadik szembet{ing ellentmondas,
hogy a kivagasban kimagasloan legaktivabb hyPB (28B. abra) transzgenikus rataja alig
kiilonbozott az mPB-t6l (32C. abra). (Az abrak ugyanazon transzfekciok mérései.) Tovabba a
transzpozaz dozisanak emelése a joval magasabb kivagési aktivitasok ellenére a transzgenikus
rataban telitést mutat az dsszes rendszer tekintetében (28. és 32B. C. abra), amely alol az SB11 az
egyetlen kivétel, ahol a transzgenikus ratak a transzpozaz dozisok kivagasi aktivitasait tiikrozik
HEK-293 sejtben. (A mérések szintén ugyanazon transzfekciokbol szarmaznak.) A limitalt
transzgenikus hatékonysagok felvetik a sejtek transzgénnel szembeni toleranciajanak problémajat,
jollehet a génbeviteli kisérletek soran altaldban nem tapasztalunk a sejtkultirakban szdmottevo
pusztulast a kontrollhoz képest.

Az integracios hatékonysagot az elérheté kopiaszamok szintén jellemzik, melyben
markans kiilonbség mutatkozott az SB és a PB rendszerek Osszehasonlitdsdban. Utobbiak joval
alacsonyabb kopiaszamok elérésére képesek, és a kivagasi aktivitasban még az SB100X-at is
tulszarnyal6 hyPB — a transzgenikus hatékonysaghoz hasonldéan — a kopiaszamban sem bizonyult
sokkal hatékonyabbnak az mPB-hez képest (28B. és 34B. abra). Az mPB ¢és a hyPB ugyanazon
transzgén bevitele mellett produkalt alacsony kdpiaszama gyenge integracios képességet tiikkroz a
HEK-293 sejtekben. Esetiikben nem a sejtek limitalt toleranciaja okozza a kivagas és az integracio
kozott jelentkezd kiilonbséget, hisz az SB100X magasabb kopiaszamokra képes. Megfigyelhetd
tovabba, hogy a transzpozdz dozisanak 10:1-rél 10:10-re torténd emelése tobb esetben
alacsonyabb atlagos kopiat eredményez — SB11, hyPB, és SB100X két fliggetlen kisérletben (34.
abra). Limitalt sejtes tolerancia esetén az atlagos kopiaszdmokban is limitaciot varnank
csokkenés helyett. Ezzel ellentétben inkabb valamiféle, az integracios oldalon megnyilvanulé
gatlas valoszinisithet6 ebben az esetben.

Elmondhatjuk tehat, hogy mind a transzgenikus ratak, mind az &tlagos kopiaszamok
szamos esetben nem tiikrozik a kivagasi aktivitast, amely nem feltétlen indokolhaté limitalt
tolerancidval. Barmi legyen is ennek hatterében, a kivagast nem minden esetben koveti integracio,
ami kiilondsen igaz a PB rendszerekre. Ezt alatamasztja, hogy az iPS eldéllitasara bevitt PB
kazetta kivagasat meg tudtak oldani az mPB transzpozaz onallo transzfekciojaval [236, 237].
Mindez arra utal, hogy a transzpozicio két 1épése nem kapcsolt, hanem kinetikailag elkiiloniilé
folyamatok, amelyre bizonyiték az integracio-defektiv transzpozaz variansok eldallitasanak

lehetdsége [238], ¢s amelyet az SB esetén is megoldottak (nem publikalt adat).
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Az eldbb targyaltak folvetik annak a lehetdségét, hogy a kivagasi €s integracids aktivitasok
ab ovo eltérhetnek az egyes transzpozaz variansok esetén. Mindemellett az aktivitas fejlesztésekor
rendszerint a kivagast monitorozzak, és a hiperaktiv variansok transzgenikus hatékonysaga
szintén nem korreldl a kivagassal az adott tesztrendszeren. (Az SB100X példaul szazszoros
kivagasi és csak 80-szoros integracios aktivitasemelkedést mutat [192], vagy a hyPB-t 17-szeres
kivagasi és csak 9-szeres integracios emelkedés jellemzi [190].) A szubsztrat limitacidjaval kapott
transzgenikus hatékonysagok azonban jol tiikrozik a kivagasi aktivitasokat HEK-293 sejten (32B.
abra, 1:10 arany), és ez cafolja a két 1épés hatékonysaganak ab ovo eltérését. A szubsztrat
limitacié jol modellezi a nehezen modosithatd sejteket, melyekben valdéban a legaktivabb
variansok eredményeznek kielégitd transzgenikus hatékonysagot, ahogy az Aaltalunk vizsgalt
HUES9-ben is (33B. és C. abra). A szubsztrat limitacidé egyben a kopiaszam csokkentésének is
hatékony modja (34. abra), és a transzpozon dozis mérsékelése jol transzfektalhato sejtekben nem

csokkenti szamottevden a hiperaktiv variansok transzgenikus hatékonysagat (32B. és C. abra).

6.6. Transzgénben alkalmazhat6 néhiany prométer 6sszehasonlitisa a génbevitelben

A transzgén expresszios megtartasi dinamikajat vizsgalo kisérleteink az erds promodterek
intenzitasbeli csillapitasat és szelekcios hatranyat mutatjak, kiilonésen a CMV promoter esetén.
Mindez felveti annak a lehetdségét, hogy a kiilonboz6 promoéterek a génbeviteli hatékonysagot
eleve befolyasolhatjdk a sejtek expresszioval szemben mutatott tolerancigja miatt,
hatékonysagvizsgalatainkban ezért alkalmaztuk jorészt a PGK endogén promotert. Ezek utan azt
vizsgaltuk, hogy a magas és alacsony transzpozon doézis hogyan befolyasolja a kiilonbozd
promoterek esetén a transzgenikus ratat. A CMV promoterrel szemben sejtett intoleranciat
igazolta a magas transzpozon dézisban tapasztalt alacsonyabb transzgenikus rata (35A. abra, 10:1
és 1:10 arany). Mindez a szintén erdsnek szamit6 CAG promoter esetén mar nem volt
megfigyelhetd, és az egyes promoterek transzgenikus ratai ettdl eltekintve nem mutattak jelentds
eltéréseket. Tovabba egyik promoter esetén sem tapasztaltunk OPI-t a transzgenikus rataban, mert
az 1:10 arany nem eredményezett alacsonyabb hatékonysagot. A kiilonb6zé promoterekkel kapott
atlagos kopiaszamok forditott korrelaciot mutattak az expresszivitassal (35B. és 37. abra), amely
szintén tiikrozheti akdr az expresszivitassal szemben mutatott toleranciat is. A kivagasi aktivitast
azonban feltehetden nem befolyasolja a sejtek késdbbi tolerancidja. A kivagasi hatékonysagok a
kopiaszamokhoz hasonloan forditottan korrelaltak az expresszivitiassal (36. abra), tehat a
prométer aktivitas ab ovo befolyasolja a transzpozicio hatékonysagat, amely jol transzfektalhato

sejtekben nem feltétlen tiikrozédik a transzgenikus rataban.
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Az SB transzpozon donor kromatinizaciés allapota befolyasolja a transzpozicid
hatékonysagat, mert az in vitro metilalt transzpozon donor hatékonyabb génbevitelt tesz lehetévé
az egérben, és a transzgén az embriondlis epigenetikai Ujraprogramozas soran felszabadul a
represszi6 aldl [301]. A hatékonysagnovekedést nem a metilalt IRDR-ek eltér6 affinitasa okozza,
hanem az egész transzpozon donor DNS kompaktsaga [302], amely az IRDR-eket kozel hozza
egymashoz. Hasonl6 okbol a donor plazmid szuperhelikalis struktarajanak 1étrehozasa az in vitro
hatékonysagot szintén noveli [105]. Feltételezhetd, hogy a transzkripcios apparatus folytonos
jelenléte sztérikus ok miatt neheziti az IRDR-ek szinapszisat.

Végiil, ha ,hasznalati utasitast” szeretnénk adni az SB transzpozonos rendszer sejteken
torténd alkalmazasahoz, eldszor fontos annak megitélése, hogy a célsejtek nehezen (max. 10-
15%), vagy konnyen (min. 40-50%) transzfektalhatok. Nehezen transzfektalhato sejteken a magas
transzpozon dézis és a legaktivabb SB100X alkalmazasa eredményez kielégitd transzgenikus
sejtszamot, és csak alacsony, atlagosan néhany kopiat. Konnyen transzfektdlhatd sejteken a
magasabb hatékonysag miatt az erés promoterek alkalmazasa (pl. CMV) a sejteket még a kevésbé
artalmas GFP transzgén esetén is megterheli, ezért az expresszids intenzitas csendesitésével
védekeznek, ¢és szelekcidos hatranyba keriilnek. Emiatt az erdés promoterek konnyen
transzfektalhato sejteken torténd alkalmazasa csak alacsony transzpozon dozis mellett javasolt. A
kozepes vagy gyenge erésségii endogén promoterek hasznalata eldnydsebb lehet (pl. PGK),
ezeket az SB hatékonyabban tudja mozgatni, és az expresszids szint a kopiaszamon keresztiil
,beallithatd”. Magas transzpozon donor dozis esetén magas atlagos kdpiaszamot varhatunk, mig
alacsony transzpozon dozis esetén csak néhany kopiat. A transzpozaz dozisa a tultermeléses gatlas
jelensége miatt azonban optimalizalasra szorulhat, bar mivel esetiinkben ez nem volt

megfigyelhetd, ezért a vizsgalt rendszerekben a transzpozaz magas dozisban is alkalmazhato.

A genetikai manipuldciok forradalmi fejlédést mutatnak jelen korunkban, mely az
eszkozok egyre szélesebb tarhazat biztositja a szamos organizmus modositasara, valamint a
kiilonboz6 kutatasi célokra. A transzpozonok a virusokéhoz hasonld hatékonysagot biztositanak
joval alacsonyabb karositdé eséllyel. (Féleg az SB rendszer.) A rendelkezésre allo eszkozok
elényei és hatranyai meghatarozzak a kiilonbozo célok elérésében valo alkalmazhatosagot, de az
egyes eszkozok kombinalasara is szamos példat talalunk. A ZFN/TALEN-nukledzok és a
CRISPR-Cas9 rendszerrel végrehajthatd ,,genom editalas” exponencialisan fejlodo teriilet, mely a
meglévé DNS szekvencidk célzott specifikus modositasat teszi lehetdove, ezért a génterapia
igéretes eszkozévé valhat. A biztonsdgossag €s a hatékonysag szempontjabol azonban egyeldre

fejlesztésre szorul, és elsésorban rovid DNS szakaszok célzott modositdsat teszi lehetové. A
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transzpozonos rendszerek méretes genetikai tartalom hatékony bejuttatasara képesek barmilyen
sejttipusban. Ez els0sorban annak kdszonhetd, hogy nem fiiggenek a homologia alapjan miikodé
javitoé rendszerektdl, amelyek bizonyos sejttipusokban korlatozottan miikodnek. Ezért a genom
editalas ezekben a sejtekben varhatéan alacsony hatékonysaggal lesz miikoddképes. Mindemellett
a nukleazok kozvetitette génmodositas természetébdl addddan jelentds off-target hatassal bir, nem
kivant DSB-ket indukadlva a genomban, amely jelentésebb kart okozhat, mint az inzercios
mutagenezis. Az exogén donorrol biztositott transzpozicié nem indukal DSB-ket a genomban, és
az inzerciés mutagenezis lehetdsége elobb-utobb kikiiszobolhetd lesz az iranyitott transzpozazok
alkalmazaséaval. A transzpozonok varhatéan még sokaig hatékony eszkozt fognak biztositani a

genetikai manipulaciok teriiletén.
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7. OSSZEFOGLALAS

A DNS transzpozon alapi génbeviteli eljarasok a hiperaktiv variansok fejlesztésének
koszonhetden hatékony alternativai a viralis rendszereknek, melyek tumorigenikus potencialjuk
miatt jelenleg visszaszoruldéban vannak a génterapia teriiletén. A transzpozonok felhasznalasanak
elofeltétele a kiillonbozo sejteken torténd karakterizalas, emellett hatékonysagukat a DNS
transzpozonokra jellemz6, a transzpozaz dozisatol fliggd taltermeléses gatlas (OPI) jelensége
csokkentheti. Célunk a DNS transzpozonnal torténd génbevitel sejtszintli vizsgalata ¢és
optimalizaldsa volt. Ennek érdekében a génbevitelben megfigyelhetd transzpozaz aktivitas
(transzpozon donor kivagddas) monitorozasara, valamint a végeredményként elért kopiaszamok
megbizhatd mérésére alkalmas esszéket dolgoztunk ki, vizsgaltuk tovabba a transzgenikus sejtek
szamat. Haromféle sejttipuson végeztiink kiilonféle kondiciok mellett génbeviteli kisérleteket a
két leghatékonyabb Sleeping Beauty (SB) és piggyBac (PB) rendszerekkel.

Az OPI jelensége kizarolag a PB rendszerek esetén volt tetten érhetd, mely a jo
hatékonysagu transzfekcios modszerek ellenére csak kis mértékben jelentkezett extrém
transzpozaz dozis esetén. Az irodalmi adatokkal ellentétben az SB100X tuladagolhatosagat nem
tapasztaltuk, mindazonaltal a transzgenikus sejtszamokban telit6dés jelentkezett. Vizsgalataink
sejttipustol fliggd eltéréseket mutattak. Valamennyi transzpozaz aktivitasara a HEK-293 sejtvonal
a leginkabb permissziv, ennek ellenére tobb Hel a sejt tehetd transzgenikussa, és az aktivitas egy
nagysagrenddel alacsonyabb az embrionalis 6ssejtekben. HeLa és HEK-293 sejtekben az mPB
aktivitasa joval gyengébb az SB100X-hoz képest, mig embrionalis dssejtekben a két rendszer
hasonloan jol alkalmazhato. A hiperaktiv PB (hyPB) rendelkezik a legjelentésebb kivagasi
aktivitassal minden sejtben, am nem eredményez tobb transzgenikus sejtet, mint az mPB. Ennek
ellenére Ossejteken kedvezébben alkalmazhatd, amely sejtek ugy tlinik, permisszivebbek a PB
szamara. Jelentds az eltérés az elérhetd atlagos kopiaszamokban, mely az SB esetén egészen
magas (akar 40 kopia/sejt), mig a PB esetén csak néhany kopia. A kopiaszam csokkentésének
hatékony modja a szubsztrat limitacioja, amely kielégit6 transzgenikus hatékonysagot biztosit a
hiperaktiv variansok magas do6zist alkalmazéasakor. A transzgenikus hatékonysagok, mind a sejtek
szama, mind a kopiaszam tekintetében sok esetben nem korrelaltak a kivagasi aktivitassal. Nem
minden kivagast kovet integracio, tehat ezek a lépések minden bizonnyal kinetikusan (akar térben
¢és 1ddben is) elkiiloniilnek egymastol.

Mindemellett karakterizaltuk az SB integracios helyeit, melyek specialis DNS strukturaj
célhelyek preferencigjat mutatjak. Tovabba a transzgénben alkalmazott kiilonb6zé promoterek
génbeviteli €és génmegtartdsi dinamikara gyakorolt eltérd hatasat figyeltilk meg. Eredményeink

alapjan a génbevitel dvatos tervezése/optimalizalasa javasolt minden egyes applikacio esetén.
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8. SUMMARY

Developement of hyperactive variants makes DNA transposons effective alternatives to
viruses in gene therapy, whose tumorigenic potential has made them unfavorable in the field.
Characterization as a tool for different cell types is a prerequisite for application of DNA
transposons in therapy, moreover their efficiency could be lost with high dose of transposase by
the overproduction inhibition phenomenon (OPI). The aim of our study was the cellular
examination and optimization of gene delivery with DNA transposons. Therefore we have
developed assays for monitoring the transposase activity (excision of transposon donor) during
cellular gene delivery, and for reliable measuring of the resulting copy numbers. In addition,
transgenic cell numbers were also determined. Different gene delivery conditions were tested in
three types of cells with the most efficient Sleeping Beauty (SB) and piggyBac (PB) systems.

Phenomenon of OPI was observed exclusively in the case of PB systems, and despite the
good transfection efficiency, it was detected only in a small extent, when extreme transposase
doses were applied. Contrary to the literature data, SB100X could not be overdosed, although
transgenic cell numbers were saturated with raising transposase amount. Our results pointed out
cell type dependent differences. HEK-293 cell was proved to be the most permissive for all of the
transposase Vvariant activities, nonetheless more HelLa cells could become transgenic, and
activities were an order of magnitude lower in embryonic stem cells. Activity of mPB was much
lower than SB100X in HelLa and in HEK-293 cells, while in embryonic stem cells the two
systems can be applied with comparable efficiency. Hyperactive PB (hyPB) has the highest
excision activity in all cell types, however does not produce more transgenic cells than the mPB.
Nevertheless, the PB system is favourably applicable in embryonic stem cells, which cells seem to
be more permissive for the PB systems. Significant difference is seen in achievable copy numbers,
as PB integrates only few copies, whereas SB could produce very high numbers (even 40
copies/cell). Substrate limitation is an efficient strategy to lower the copy number, which results in
sufficient transgenic cells when high dose of hyperactive variants are applied. Transgenic
efficiencies, with respect to either cell numbers, or copy numbers were not correlated with
excision activities. Not all excision is followed by integration, so these steps are certainly
separated from each other kinetically (even spatially and temporarily).

We have also characterised few integration sites of SB, which show remarkable preference
for target sequences with special DNA structure. In addition, different transgene promoters
affected gene transfer and persistence of expression differently. Our results indicate, that careful

design and optimisation is recommended for all application of DNA transposon systems.
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Ezlton szeretném megkdszonni témavezetdmnek Dr. Orban Tamasnak, hogy lehetévé
tette az ELTE BDI Klasszikus és Molekularis Genetika Doktori Programjaban val6 részvételemet,
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Szeretnék koszonetet mondani Dr. Sarkadi Baldzsnak a Biomembran kutatocsoport
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a) hozzéjarulok, hogy a doktori fokozat megszerzését kovetden a doktori értekezésem és a
tézisek nyilvanossagra keriiljenek az ELTE Digitalis Intézményi Tudastarban. Felhatalmazom
a Természettudomanyi Kar Dékani Hivatalanak Doktori, Habilitacios és Nemzetkozi Ugyek
Csoportja ligyintéz6jét, hogy az értekezést és a téziseket feltdltse az ELTE Digitalis
Intézményi Tudastarba, és ennek soran kitéltse a feltoltéshez sziikséges nyilatkozatokat.

b) kérem, hogy a mellékelt kérelemben részletezett szabadalmi, illetdleg oltalmi bejelentés
kozzétételéig a doktori értekezést ne bocsassak nyilvanossagra az Egyetemi Konyvtarban és
az ELTE Digitalis Intézményi Tudastarban;*'

¢) kérem, hogy a nemzetbiztonsagi okbdl mindsitett adatot tartalmazé doktori értekezést a
mindsités (ddtum)-ig tartd idétartama alatt ne bocsassak nyilvanossagra az Egyetemi
Konyvtarban €s az ELTE Digitélis Intézményi Tudastarban;

d) kérem, hogy a mi kiadasara vonatkozo mellékelt kiad6 szerzédésre tekintettel a doktori
értekezést a konyv megjelenéséig ne bocsassak nyilvanossagra az Egyetemi Konyvtarban, és
az ELTE Digitalis Intézményi Tudastarban csak a konyv bibliografiai adatait tegyék kozzé.
Ha a kdnyv a fokozatszerzést kovetdn egy évig nem jelenik meg, hozzajarulok, hogy a doktori
értekezésem és a tézisek nyilvanossagra keriiljenek az Egyetemi Konyvtarban és az ELTE
Digitalis Intézményi Tudéstarban.*

2. A doktori értekezés szerzdjeként kijelentem, hogy

a) az ELTE Digitalis Intézményi Tudastarba feltoltend6 doktori értekezés és a tézisek sajat
eredeti , 6nall6 szellemi munkam és legjobb tudomasom szerint nem sértem vele senki szerzoi
jogait;

b) a doktori értekezés és a tézisek nyomtatott valtozatai és az elektronikus adathordozén
benyujtott tartalmak (szoveg és abrak) mindenben megegyeznek.

3. A doktori értekezés szerzbjeként hozzajarulok a doktori értekezés és a tézisek szovegének
plagiumkeres6 adatbazisba helyezéséhez és plagiumellendrz vizsgalatok lefuttatdsahoz.

Kelt: Budapest, 2016.12.01. /@ ,@L/(, 52 O oY%
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a doktori értekezés szerzéjének alairasa

%% Beiktatta az Egyetemi Doktori Szabélyzat modositasarél sz616 CXXXIX/2014. (VL. 30.) Szen. sz. hatarozat.
Hatélyos: 2014. VII.1. napjatol.

3% A kari hivatal tigyintézoje tolti ki.

0 A megfeleld szoveg aldhtizando.

41 A doktori értekezés benyujtasaval egyidejiileg be kell adni a tudoméanyagi doktori tanacshoz a szabadalmi,
illetdleg oltalmi bejelentést tantisité okiratot és a nyilvanossagra hozatal elhalasztasa iranti kérelmet.

“2 A doktori értekezés benyujtasaval egyidejiileg be kell nyujtani a mindsitett adatra vonatkozé kézokiratot.

“ A doktori értekezés benyujtasaval egyidejiileg be kell nytjtani a mii kiadasérol sz616 kiadoi szerz6dést.



