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,.EQy modern felfedezés azért felfedezés, mert ellentétben all az 6sszes ismert tudassal.
Ha nem all ellentétben, akkor csak egy kis adalek.”
(Szent-Gyorgyi Albert)

1.1. A ,,nem-kddold” genomrdl réviden

A XX. szazad utolsé két évtizedében inditott genom projektek azzal a reménnyel
kecsegtettek, hogy egy ¢l6lény oOrokitéanyaganak, a dezoxiribonukleinsav (DNS)
bazissorrendjének a meghatarozasaval egyértelmiien fel lehet térképezni a miikodést biztositd
géneket és szabalyozo elemeket. Ez a kijelentés ugyan nyilvan megallja a helyét, az
eredmények azonban sok esetben sem a vart gének szdmaban, sem ezek egy genomon belili
aranyaban nem egyeztek meg a korabbi predikciokkal és varakozasokkal. Ennek az egyik
nyilvanvald oka az volt, hogy a megel6z6 idészak kutatasai alapjan géneknek legfoképpen a
»,kodol6” (értsd fehérjekddold) szekvencidkat tekintették, bar az alaposabb definiciok
megemlitették a mar akkor is ismert RNS-kddold géneket, mint példaul a riboszomalis (rRNS)
vagy a transzfer RNS (tRNS) géneket. A human genom esetében példaul az akkor ismert fehérje
repertoar alapjan a gének szamat 100 000 koriilire becsiilték, az emberi genomszekvencia elsé
,»piszkozata” azonban elég nagy csalodast okozott: minddsszesen ~30 000 fehérjekodold gent
sikeriilt azonositani, és ami még megdobbentdbb volt, hogy ezek a teljes genomnak csak egy
Kis toredékét, kevesebb mint 5%-at tették ki (Lander és mtsai, 2001; Venter és mtsai, 2001). Az
ezt koveto vizsgalatok és az egyre pontosabb annotalasok a fehérjekodold gének szamat tovabb
csokkentettek, és a legfrissebb adatok alapjan ezek szama az emberi genomban kicsivel 20 000
alattira tehet6 (Nurk és mtsai, 2022). A szdmok tobb szempontbol is zavarba ejtéek, hiszen az
emberi gének szama igy aranyaiban nem sokkal mulja fellll a kevésbé ,,komplexnek” gondolt
modellorganizmusok genjeinek a szamat. Ezek az eredmények nagyon sok kérdést vetettek fel,
és rengeteg tovabbi kutatasi iranyt jelltek ki, amelyek részben ravilagitottak a genomialis
mitkodés tobb, eddig ismeretlen aspektusara.

A genom szerkezetével kapcsolatos egyik legfontosabb probléma az volt, hogy a
fehérjekodolo gének szekvenciai az emberi genomnak miért csak a ~2%-at, az exonoknal
altalaban joval hosszabb intronokkal egyitt is csak ~5%-at teszik ki? (Pennisi, 2005) Mi van a
géneken ,,tal”? A genom nem-kddolo részei pusztan haszontalan ,,szemétnek”, ,,junk” DNS-
nek tekinthet6k? A kérdés megvalaszolaséra irdnyuld kutatasok egyre tobb esetben igazolték,

hogy a ,nem-kodol6” régioknak is nagyon fontos szerepe van a genetikai anyag


https://www.citatum.hu/szerzo/Szent-Gyorgyi_Albert

szabalyozésdban. A tobb parhuzamos szalon elindult kutatasok elsé igazan izgalmas,
ugyanakkor elgondolkodtatdé eredményeit minden kétséget kizarban az ENCODE
(Encyclopedia of DNA Elements) projekt szolgaltatta. Nagyszamu sejtvonal igen sokféle
vizsgalata alapjan a projekt legfontosabb Uzenete az volt, hogy az emberi genom minimum
80%-arol torténik valamilyen sejttipusban génatirds — hozzatéve, hogy az ebbdl a szempontbol
»legaktivabb” sejtekben is egyszerre maximum a genom ~57%-arol torténik transzkripcid. A
kutatok ugyanakkor hangsulyoztak, hogy a nagyszamu atirat jelentds részéhez egyeldre nem
tudnak ,,hagyomanyos” biokémiai funkcidt tarsitani, de az eredmények tikrében megis
fontosnak tartottdk, hogy a gén fogalman finomitsanak. A definicid szerint tovabbra is a DNS
egy adott szakaszat tekintjuk génnek, amely komplementer RNS molekulékat, transzkriptum
izoformakat kodol, de a tovabbiakban magukat a transzkriptumokat kell az 6roklédés alapvetd
egységeinek tekinteni. A gen fogalma ehhez kapcsolodva pedig egy magasabb rendii egységet
takar: adott transzkriptumok hdalézatat, amelyek egyittesen alakitanak ki egy fenotipust
(Djebali és mtsai, 2012). Az eredmények interpretaldsdnak azonban jocskan akadtak kritikusai
is: a szkeptikusok f6 érvei azon alapultak, hogy jelenleg nagyon nehéz definialni a ,,biologiai
zaj” fogalmat, es ismert funkcid hianyaban egy DNS szakasz esetleges atirodasa okan azt nem
lehet feltétlentil biologiailag fontos miikodésként interpretalni (Graur és mtsai, 2013).
Kétségtelen tény, hogy az ENCODE projekt a rengeteg adat mellett sok esetben nem szolgalt
magyardzattal j funkciokra, ugyanakkor a technoldgia robbanasszerii fejlédése kapcsan
elérhetévé valt ) metodikékkal igenis 0 utakat és iranyokat szabott a molekularis genetikai

kutatasoknak.

1.2. Az RNS interferenciadhoz kiotheté nem-kddolo elemek

Mi van tehat a géneken tal, mit talallunk a nem-kodolo régidkban? Az elmult két évtizedben
a technoldgiai forradalomnak koszonhetéen egyre részletesebben sikerilt megismerni a
korabban a kozmologiai kutatdsok mintajara ,,s6tét anyagnak” is elnevezett genomialis régiokat
(Johnson és mtsai, 2005), amely feltérképezésének egyik legizgalmasabb vetuletét a nagyszamu
RNS-kodol6 gén jelenti. Ma mar tudjuk, hogy ezek kozétt jelent6s szamban talalunk
szabalyozo funkcioju, agynevezett kisRNS géneket, amelyek az RNS interferencia (RNAI)
kiilonboz6 utvonalaihoz kapcsolodnak. Ezek kozos jellemzdje, hogy olyan ribonukleoprotein-
komplexek vesznek benne részt, amelyek révid (20-35 nukleotid hosszusagu), egyszald RNS
molekulat tartalmaznak, és mindig megtalalhat6 bennik az Argonaute fehérjecsalad egy

képviseldje. Funkciondlis szempontbdl ezek tobbségilikben géncsendesitést végzd szabalyozo
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komplexek, hatasukat pedig transzkripcionalis vagy poszttranszkripciondlis szinten fejtik ki: a
citoplazmaban miikodé komplexek neve ,,RISC” (=RNA-Induced Silencing Complex), mig a
sejtmagi komplexekeé ,,RITS” (=RNA-Induced Transcriptional Silencing) komplex (Ghildiyal
és Zamore, 2009). A kutatdsaink soran vizsgalt siRNS, illetve a piRNS utvonalak kdzos
jellemzdje, hogy egyfajta molekularis immunrendszerként mitkédve invaziv genetikai elemek,
elsésorban virusok vagy transzpozonok ellen védik a sejtek genetikai allomanyat. A miRNS
rendszer ugyanakkor az evollcio sordn a gazdagenom sajat génjeit regulalé endogen
szabalyozasi halozattd fejlodott ki, amely a legtobb eukaridta sejtben eléfordul, és
komplexitasaban Osszemérhetd a transzkripcids faktorok alkotta szabalyozasi halozattal
(Gebert és MacRae, 2019). Az elmult idészakban kutatasaink egyik célpontjat az siRNS és a

miRNS Utvonalak molekularis részleteinek a feltérképezése jelentette.

1.3. Mobilis genetikai elemek — a nem-kddold régidk fontos osszetevoi

Ma mar tudjuk, hogy nagyon sok genom meghatarozé részét, a repetitiv szekvenciak egy
jelentds hanyadat mobilis genetikai elemek, a transzpozonok teszik ki. Transzpozonok alatt
olyan, prokaridtakban és eukariotdkban egyarant eléforduld DNS szekvenciakat értlnk,
amelyek képesek athelyezddni egy DNS 10kuszrdl egy masikra. A transzpozonokat tobbféle
szempont alapjan lehet csoportositani (Wicker és mtsai, 2007): a legelterjedtebb, és egyben a
modern transzpozon osztalyozas alapjat is képezd szempont a transzpozicidoban résztvevo
intermedier alapjan torténd csoportositas, igy megkiilonboztetve az RNS (mé&s néven Retro-,
vagy Class 1) transzpozonokat a DNS (mas néven Class Il) transzpozonoktol. A
transzpozonok kozdtt vannak a mai napig aktiv molekularis parazitak, vannak az evolucids
folyamatok soran inaktivva valt ,halott” szekvencidk, és vannak olyan elemek, amelyek a
gazdagenom szempontjabdl hasznosulva endogén funkciokra domesztikalodtak (Cosby és
mtsai, 2019). Ehhez kapcsolodva az altalam vezetett laboratorium mésik kutatési célpontjat a
DNS transzpozonok jelentik. Kiemelten foglalkozunk a piggyBac szupercsalad evolucios
valtozasaival, illetve az aktiv transzpozonok miik6désének molekularis mechanizmusaival. Ez
a transzpozon azért is nagy jelent6ségii, mert széles korben alkalmazzak génbeviteli
eljardsokban, illetve génterapids fejlesztések soran egyarant (Ding és mtsai, 2005; Yusa és
mtsai, 2011). A disszertacio utolsé részében pedig azokat a vizsgalatokat mutatom be, amelyek
soran a DNS transzpozon alapu génbevitel kilonféle aspektusainak a jobb megismereset, és a

modszerek optimalizalasat végeztik.



A PhD fokozat megszerzése ota eltelt iddszakban kutatasaim a genomok ,,nem-kodoldnak”
vagy ,invazivnak” nevezett régidira iranyultak. Igyekeztem olyan tudomanyos kérdéseket
feltenni, amelyekkel nemcsak a vizsgalt RNS és DNS szekvencidk evollciosan kialakult
funkcidira deriilhet fény, hanem esetleg lehetdség nyilik ezen elemek molekuléris genetikai
vagy orvosbioldgiai felhasznalasara is. A jelen disszertacioban bemutatott vizsgalatokat
alapvet6en két témakdrben folytattam, az ezekhez kapcsolodo kutatasi célok pedig a kdvetkezé

pontokban fogalmazhatok meg:

1. Az RNS interferencia kiilonb6z6 folyamatainak a megértése, ezen belul:

O az siRNS dtvonal altal kivaltott RNS degradacié molekularis mechanizmusanak a

feltarasa;

® egy specialis miRNS csoport, a splicing folyamataval 6sszekapcsolt mirtron utvonal

feltérképezése emlds rendszerekben;
© a miRNS-ek érése soran a karhasznalat és az izomiR-ck képzddésének vizsgalata;

® aklaszterekben elhelyezkedé miRNS-ek specialis érési folyamatainak a vizsgalata.

erer

O a piggyBac elemek mikodésének és domesztikaciojanak vizsgalata kiilonb6zé

genomokban;

® a DNS transzpozonokkal végrehajtott génbevitel molekularis jellemz6i a Sleeping Beauty

és a piggyBac rendszerek példajan;

© transzgenikus sejt- és allatmodellek létrehozdsa és részletes karakterizalasa DNS

transzpozonok segitségével.



3.1. Az RNS interferenciahoz kotheté nem-kddold elemek vizsgalata

3.1.1. Az siRNS rendszer - a célzott RNS degradacié mechanizmusa

A Kkisérletekhez létrehoztunk tobb S2 (Schneider) Drosophila sejtvonalat, amelyek
kiilonboz6 riporter konstrukciokat expresszaltak: voltak intront tartalmazo és nem tartalmazo
riporterek, illetve ezeket konstitutiv aktin prométerrel, vagy indukélhatd metallothionein
prométerrel meghajtott konstrukciok. A vizsgalatok soran az RNS interferenciat a riporter
gének kozépsé szekvenciajara specifikus dSRNS molekuldk transzfektalasaval véltottuk ki,
majd a riporter konstrukciok 5’ és 3’ végeire specifikus probakkal, Northern analizis
segitségével vizsgaltuk a degradacié folyamatat. A kérdésiink az volt, hogy milyen
géntermékek vesznek részt a RISC altal Kijelolt cél-mRNS molekuldk elimindldsaban. Az
RNAI szempontjabdl kulcsfontossagu kérdés az volt, hogy az akkor ismert négy Drosophila
Argonaute fehérje kézul ebben a folyamatban melyik vesz részt a RISC komplex felépitésében.
Vizsgalataink egyértelmiien igazoltak, hogy az RNS degradacié mechanizmusaban az Ago2
jatszik szerepet, mig az Agol, a Piwi és az Aubergine fehérjék csendesitése a riportergén
expresszids szintjére nem volt hatassal. Akkori kisérleteinkben azonban mi még nem tudtuk
igazolni, késébb azonban mar bizonyitast nyert, hogy maga az Ago2 rendelkezik az
endonukleaz (,slicer”) aktivitassal (Ghildiyal és Zamore, 2009). A tovabbiakban kiilonb6z6
RNS lebomlasi Gtvonalak ismert komponenseit teszteltik: az 5’23’ degradacio
foszerepléjekent az Xrnl exonukleazt, miga 3’25’ degradacios folyamatok szerepléi koziil az
exoszoma tobb komponensét, illetve az Utvonalban fontos szerepet jatsz6 RNS-helikaz
komplex, a Ski-komplex &sszetevoit vizsgaltuk. Az eredmények azt mutattak, hogy az Xrnl
csendesitése a dsRNS altal megcélzott régiotol 3’ iranyban elhelyezkedd degradacios
intermediert stabilizalja, és a teljes hosszusagu riporter transzkriptummal szemben ennek az
intermediernek a féléletidejét jelentésen megnoveli. Ugyanakkor, ha az exoszoma és a Ski-
komplex komponenseit csendesitettiik, akkor viszont az 5 fragmentum stabilitdsa névekedett
meg. lgazolni tudtuk tovabba, hogy az 5’ intermedieren még megtaldlhatd az 5’-sapka
szerkezet, igy a lebontasi folyamatokban a ,,decapping” enzimek nem vesznek részt, a 3’
fragmentum esetében pedig kimutattuk, hogy tartalmaztak poliA szekvenciat, lebomlasukban

tehat a deadenildzok nem vesznek részt.



Az elébbiekben leirt kisérletek kapcsan felallitottunk egy modellt, amely a RISC altal
kivaltott, endonukleazos hasitassal kezd6d6 RNS degradacio altalanos modelljévé valt (Orban
és lzaurralde, 2005). A komplexben talalhato egyszali kisRNS molekula bazisparosodason
keresztul kijel6li a lebontasra kijelolt cél-RNS molekulat, és az érintett szakaszon megtorténik
a cukor-foszfat gerinc elhasitasa. Az RNS lebomlasa ezt kovetden a hasitasi ponttol folytatodik:
a 3’ intermedier lebontasat az Xrnl fehérje vegzi el, mig az 5’ intermedier lebomlasaért az
exoszoma a felel6s, amelynek a folyamathoz sziiksége van a Ski-komplexre is (1. abra). Masok
késébbi kisérletei igazoltak, hogy az altalunk leirt degradaciés mechanizmus valdban
altalanosnak bizonyult (Pillai, 2005; Zamore és Haley, 2005). A RISC Altal kivaltott
endonukleazos hasitas, és a cél-RNS molekulak lebomlasi folyamata gy tiinik, hogy az egész
eukariota vilagban hasonld modon zajlik le, és ennek a feltérképezésében a korabban emlitett

munkankkal mi is tevékeny részt vettiink.

mTGpppG AAAAAAAAAA
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1. &bra: Az siRNS utvonalon inicializalt mRNS degradécio kisérleteinken alapulé modellje.

3.1.2. Egy specialis miRNS érési ttvonal: a mirtronok

A mirtronok olyan miRNS szekvenciak a genomban, ahol a pre-miRNS tulajdonképpen egy
fehérjekddol6 gén egy intronjat jelenti. Az érésik a ,,gazda” mRNS splicing folyamatahoz
kotott: a Drosha/DGCR8 komplex helyett a splicing hozza létre pre-miRNS-t, amely ezutan
bekapcsolodik a kanonikus érési Utvonalba (2. abra). A mirtronokat, ezeket a Drosha-fliggetlen
uton éré MIRNS molekulakat Drosophila és C. elegans rendszerekben fedezték fel (Okamura
és mtsai, 2007; Ruby és mtsai, 2007), ugyanakkor az emlés genomok esetében funkcionalis
tesztek nélkil, pusztan bioinformatikai predikciokra hagyatkozva biztosra vették a mirtronok

eléfordulasat (Berezikov és mtsai, 2007).
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2. abra: A mirtron Utvonal 6sszehasonlitasa a kanonikus miRNS érési Utvonallal. A mirtronok révid,
a pre-miRNS-nek megfelelé intronok, amelyek legtobbszor fehérjekodold gének intronjainak
feleltethetok meg. Az intron 5” és 3’ végén a meghatarozo nukleotid szekvencidk, illetve az intronon
beliil a splicing szempontjabol kulcsfontossagu eldgazasi pont adenin nukleotidja vannak feltlintetve. A
lassz6 formaju intron az atszerkesztését kovet6en belép a kanonikus Gtvonalba.

Az abra a biorender.com alkalmazassal készUilt.

Kutatasaink soran kivalasztottunk néhany mirtronnak prediktalt human miRNS szekvenciat
és megvizsgaltuk, hogy ezek érési folyamatai mennyiben kapcsolédnak a splicing
folyamatdhoz. Sikerilt igazolnunk, hogy az emlds mirtronok érése is szigordan a splicing
folyamatéhoz kotddott, ugyanis az 5’ illesztési pontban mutéaciot hordozo konstrukciokbol nem
képzddtek miRNS-ek (3. abra). Ezek alapjan ugy tiint, hogy valodi human mirtronokat
azonositottunk, azonban egy bizonyitasra még sziikség volt: megvizsgaltuk a mirtronok, illetve
kontrollként kanonikus miRNS-ek érését DGCR8-deficiens sejtekben. Ilyen eml6s sejtekben
igazoltuk, hogy mig a kanonikus miRNS-t (pl. a hsa-miR-33b-t) kifejezé konstrukciok itt nem
miikodnek, az igazolt mirtron szekvenciakbol (pl. a hsa-miR-877) érett, funkcionalis miRNS-
ek képzddnek. Ezekkel a kisérletekkel bebizonyitottuk, hogy az emberi genomban is léteznek
valddi mirtronok, amelyekrdl alternativ utvonalon, a Drosha/DGCR8 komplextdl fliggetleniil,
a splicing folyamatanak felhasznalasaval indul el a lékuszon kodolt miRNS-ek érése.
Ugyanakkor ezen munkaink fontos tanulsdga volt, hogy nem minden rdvid intronban
elhelyezked6 miRNS viselkedik mirtronként (az altalunk vizsgalt hsa-miR-1233 példaul nem),
és az adott 16kusz vizsgélata mindenképpen biokémiai/molekuléris bioldgiai bizonyitést igenyel
(Schamberger és mtsai, 2012; Schamberger és Orban, 2014b).
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Eg 0.4 3 g% 0.4 T B
5 02 : 502
o] o]

szenzor / mutans szenzor szenzor / mutans szenzor

3. abra: Egy mirtron (hsa-miR-877) és egy kanonikus miRNS (hsa-miR-33b) dsszehasonlitd
vizsgalata HEK-293 sejtekben. (A) A riporter konstrukciok szerkezete. (B) A mikodd splicing
indikatora az EGFP fluoreszcencia, amely a splicing mutansok (sm) esetében nem detektalhatd. (C) Az
érett, mitk6dé miRNS-t a luciferaz szenzor aktivitdsanak csékkenése jelzi. A mirtron esetében a splicing
mutans konstrukciokrél nem képzddik érett miRNS. *: p<0,05.
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3.1.3. Valtozatok egy l6kuszrél: miRNS karhasznalat és a 3’ izomiR-ek

A huméan mirtronok vizsgalata kapcsan mertilt fel elészor a kérdés, hogy a funkcionalis
tesztelés soran egy adott I6kusznal a pre-miRNS melyik karjabol, az 5’ vagy a 3’ karbol ér6
potencialis miRNS-t vizsgaljuk. A tudomany korabbi allasa szerint minden miRNS l6kusz
esetén dominénsan az egyik karbol képzodik funkcionalis termék, a masik szal pedig a RISC
érése soran elimindlodik (Khvorova és mtsai, 2003; Schwarz és mtsai, 2003). Késébbi
vizsgalatok viszont arra utaltak, hogy a miRNS-ek érésének ezen 1épése is meglehetdsen
bonyolult szabalyozas alatt all, amely végsd soron ndveli a miRNS lokuszokrél képzodod
szabalyoz0 KkisRNS-ek repertoarjdt (4A abra). Ezekre az eredményekre alapozva (gy
dontottink, hogy a funkcionalis teszteket minden miRNS esetében az 5’ és a 3’ karra is egyarant
elvégzink. Ez a megkozelites nagyon szerencsésnek bizonyult, ugyanis a hsa-miR-877
esetében példaul sikerult igazolnunk, hogy tobb sejttipusban mind az 5°, mind pedig a 3’ karbdl
szarmazo érett miRNS-ek egyszerre vannak jelen az effektor komplexekben (4B abra).
Kisérletes eredményeink igy els6k kozott mutattak be egy miRNS l6kuszon az aktiv
karhasznalat szabalyozasanak tobb sejttipusban elvégzett szisztematikus vizsgalatat. Az
eredmények a szakteriiletiinkon nagy érdekl6dést valtottak ki, és a kdzleményunket elfogado
folyoirat aktualis szamaban az err6l szold abrank a cimlapra keriilt (Schamberger és mtsai,
2012).

A miRNS-ek ceélzott kimutatasa és szekvencidlis validalasa vezetett el minket egy masik
izgalmas, és kordbban kevésse ismert teriiletre, az érett miRNS molekulak vegeinek
szekvencidlis heterogenitasahoz. A miRNS-ek esetében az Uj generacios szekvenalasi adatok
ravilagitottak arra, hogy itt az adott lokuszrol sok esetben egy miRNS populéacio képzddik,
amelyben 5’ és 3’ szekvencia variansok, izomiR-ek vannak jelen (Burroughs és mtsai, 2011;
Neilsen és mtsai, 2012; Zhou és mtsai, 2012). Ezek sok esetben 1-2 nukleotid kiilénbséget
jelentenek a f6 izomiR-hez képest, de eléfordulnak a végiikon joval nagyobb hossziusdgban
kiilonb6z6 variansok is. Funkcionalis szempontbol az izomiR-eknek azért is van jelent6sége,
mert a miRNS-ek a célpont felismerése soran sokszor csak az 5° végik egy részén, a 2-8.
nukleotid &ltal meghatarozott magi régioban (seed sequence, 4A abra) mutatnak
komplementaritdst az mRNS szekvenciaval, igy az 5’ vegukon hosszabb izomiR-eknél
valtozhat a célpont specifitdsa. Az &ltalunk végzett vizsgalatokban az izomiR-ek jelenléte
technikai szempontbdl jelentett kihivast: amig a Northern analizis esetén (megfeleld
expresszids szint mellett) az izomiR-ek egyértelmiien azonosithatok, addig az expressziod

mérésere szintén altalanosan elterjedt real-time PCR modszer esetében a szekvencia
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heterogenitasa komolyan befolydsolhatja a megbizhatdsadgot. Tobb miRNS I6kusz esetében
megmutattuk, hogy a kilénféle izomiR-ekre tervezett real-time PCR esszék nem specifikusak,
ezért nem lehet az adott izomiR-ek mennyiségét ilyen mddszerekkel megbizhatoan kvantitalni
(Schamberger és Orban, 2014a). Az altalunk is leirt problémara azéta szilettek athidald
megoldasok, igy ma mar tobb modszer is létezik, amelyek alkalmasak az izomiR-ek pontosabb
mérésére (Honda és Kirino, 2015; Wang és mtsai, 2020; Franco és mtsai, 2022). A jelenség
részletesebb megismerése ugyanakkor ravilagitott a ,,nem-kodolé” gének képzodésének
sokszintiségére, amelyek populacids-, vagy akar egyedi-szintti kiillonbségekkel lehet6vé teszik

a génexpresszios szabalyozas nagyon dsszetett ,,finomhangolasat” (Orban, 2023).

A
™
I RISC (5
<
u bt 1 ; _
E ==+ Dicervagés
&
g seed (3) [
seed (5') . I
=N [ Drosha végas
— ==* (vagy splicing a mirtronoknal) -
5
3
pri-miRNS I I
mRNS mRNS
célpontok #1 célpontok #2
B
HEK-293 sejtvonal Hela sejtvonal
] PEGFP_mir-877 [ PEGFP_mir-877
Il negativ kontroll (pEGFP_mir-1226) Il negativ kontroll (pEGFP_mir-1226)
5" kar 3’ kar 5" kar 3" kar
s B e 1 1 - o~y 1
1.2 1
§ 1 E 1
= =3 *
i * TS
WE 08 RE os
By % ES &
5 .SLE 04 Q8 o4
c S 4]
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0 0

szenzor / mutans szenzor szenzor / mutans szenzor

4. abra: A pre-miRNS karok kozotti szelekcid szerepének vizsgélata. (A) A pre-miRNS altalanos
szerkezete és a karvalasztas egyszerisitett modellje. Adott sejttipusokban eltéré aranyban képzédhetnek
5’ vagy 3’ eredetli csendesitési komplexek (RISC-ek). (B) A mirtron eredeti hsa-miR-877 miRNS
karhasznélatanak funkciondlis vizsgalata luciferaz esszékkel. A sejtekben egyszerre vannak jelen az 5’
vagy a 3’ karbol ért miRNS-t tartalmazé RISC-ek. *: p<0,05.

12



3.1.4. miRNS-ek klaszterekben

A miRNS gének esetében gyakran eléfordul, hogy tobb miRNS egy k6z6s klasztert alkotva
egyuttes szabalyozas alatt all (Altuvia és mtsai, 2005; Kim és Kim, 2007; Ramalingam és mtsali,
2014; Gebert és MacRae, 2019). Az ilyen klaszterekben legtobbszor kevés szamu (<10) miRNS
talalhat6, extrém esetekben azonban akar 40-50 miRNS l6kusz is egy kdzOs transzkripcids
egyseget alkothat, amelynek evollcios elénye, hogy nagyszamu regulatort lehet egyszerre
,»Mozgositani”, ugyanakkor poszttranszkripcidos mechanizmusok tovabbra is lehetové teszik a
kozos klaszterbdl atirodott miRNS-ek individuélis finomhangolasat (Kim és mtsai, 2009;
Michlewski es Caceres, 2019). Kutatasaink soran a 19. huméan kromoszoman talalhatd miRNS
klaszter (C19MC) regulacidjaval foglalkoztunk részletesen, mert ez a 46 miRNS ldkuszt
tomoritdé régid tobb szempontbdl is felkeltette az érdeklddésiinket. A nagyméretii (>100
kilobadzis szekvenciat lefedé) kromoszomarégié szovetspecifikus expressziot mutat:
kifejezddik embriondlis Ossejtekben és trofoblaszt sejtekben, illetve jelentds mértékben
placenta sejtekben, mas szovetekben azonban (néhany tumor kivételével) nem lehet kimutatni
a transzkripciojat (Bar és mtsai, 2008; Ren és mtsai, 2009; Flor és Bullerdiek, 2012). A
I6kuszrdl egy nagyon hosszu transzkriptum irddik at, amely komplex splicing mintazatot is
mutat, ugyanakkor fehérjekddolo részeket a mai napig nem sikerult benne kimutatni, és Ggy
tlinik, hogy ez a régio ,.tisztan” nem-kdodold elemek, miRNS-ek és Alu szekvencidk forrasa
(Bortolin-Cavaille és mtsai, 2009). Vizsgalataink elsé izgalmas eredményét az embrionalis
Ossejtek és a placentaszdvet 6sszehasonlitd expresszios vizsgalatai hoztak. Kiderilt, hogy
placentaban jéval magasabb a C19MC expresszidja, az 6ssejtekben ugyanakkor az alacsony
expresszid mellett a miRNS-ek szintje a klaszter 3’ iranyaba egy er6teljes, pozicid fiiggd
fokozatos csokkenést mutat. A jelenség reszletes molekularis vizsgalata soran sikerdilt
kimutatni, hogy a placenta sejtekben miikodé enhanszer régidok képesek a Drosha fehérje
hatékony toborzasara, ezaltal jelentésen megndvelve a Mikroprocesszor-komplex lokélis
koncentracidjat. Ehhez hasonld, ugynevezett ,szuper-enhanszer” régiokhoz kot6do
mechanizmust mas I6kuszok esetén korabban mar leirtak, amelynek kapcsan a promaternél
Osszeall6 Drosha/DGCR8 komplex az RNS polimeraz holoenzimhez kotédve ko-
transzkripcionalis modon eldsegitheti a pre-miRNS-ek kivagodasat (Suzuki és mtsai, 2017). Az
eredmények alapjan azt feltételezzlk, hogy a vizsgalt miRNS-klaszter placenta-specifikus
promotere az dssejtekben mitkodo alternativ promoterrel szemben nemcsak a magasabb szintii
transzkripciéhoz, hanem a Mikroprocesszor-komplex hatékony ,,toborzasan” keresztil a

nagyszamu miRNS hatékony éréséhez is jelentésen hozzajarul (5. abra) (Fothi és mtsai, 2021).
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A mechanizmus részleteivel kapcsolatban természetesen még akadnak tisztdzando keérdések,
példaul a komplex masik tagjanak, a DGCR8 fehérjének a szerepe a Drosha ,,toborzasaban”
(Ree és mtsai, 2022). Ennek az 0jszerli mechanizmusnak a tanulmanyozasa, és a klaszterr6l
atirodo miRNS-ek vizsgalata ugyanakkor orvosbiologiai jelentdséggel is bir, hiszen kozelebb
vihet minket a koros placentamiikodésre visszavezethetd betegségek modern, genetikai alapu

diagndzisahoz, és az ezeken alapuld jovobeli gyogyitashoz is (Biro és mtsai, 2019).

A - a Mikroprocesszor-komplex toborzasa és miikbédése placenta sejtekben

Mikroprocesszor- =) G‘?Qo
komplex

B - a Mikroprocesszor-komplex toborzasa és miikédése embrionalis 6ssejtekben

dssejt specifikus >

promaoter

aktiv
Mikroprocesszor-
komplex

"'7Gppp

5. dbra: A C19MC miRNS-ek feldolgozasi mechanizmusanak az eredményeink alapjan felallitott
modellje. A placenta-specifikus prométer (A) hatékonyan képes a Drosha fehérjén keresztil toborozni
a Mikroprocesszor-komplexeket, amelyek igy a klaszter teljes hosszaban hatékonyan miikddnek,
szemben az embrionalis 6ssejtekben mitk6dé promoterrel (B).

Az abra a biorender.com alkalmazassal késziilt.
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3.2. Mobilis genetikai elemek — genomi szereplk és felhasznalasuk

3.2.1. piggyBac-szerii elemek a human genomban

Egyes genomokban a transzpozonok meglepden nagy aranyban vannak jelen: az emberi
genom legalabb 45%-a transzpozon eredetii, a kukorica genomjaban ez a szam 85% (Wells és
Feschotte, 2020)! Nagy kerdés persze, hogy ezeknek vajon mekkora hanyada aktiv
transzpozon, de ezzel egyiitt mégis hogyan lehetséges az, hogy ilyen nagyszamu invaziv elem
mellett a genom latszolag jol miikodik? A kérdés azért is zavarba ejtd, hiszen kezdetben a
transzpozonokra alapvetdéen mint genomi parazitdkra gondoltak: 6k a tipikus megtestesitdi a
Richard Dawkins altal elnevezett ,,6nz6 gének-nek (Dawkins, 2021). Szamos példat ismeriink
azonban a molekularis ,,domesztikacio” jelenségére, amelynek soran az inaktivalédott
transzpozonok a gazdagenom aktiv részeseivé, fehérje és/vagy RNS gének forrasaiva valtak
(Jangam és mtsai, 2017). A jelenséget kutatva kutatdcsoportunk a piggyBac szupercsalad tagjait
kezdte el vizsgalni (6. abra), amelynek els6 képvisel6jét a Trichoplusia ni nevii lepkefajban
azonositottak, késébb azonban a szupercsalad tobb képviseldjét az egysejtiiektol a primatakig
szamos ¢€l61ényben, igy emberben is megtalaltak (Fraser és mtsai, 1983; Bouallegue és mtsai,
2017). Ezekre alapozva kutatasaink soran azt tliztiik ki célul, hogy az 6sszes human PGBD
fehérje szisztematikus vizsgalatdval igyekszink feltérképezni a piggyBac transzpozonok
elemek, vagy inkabb mar domesztikalodott ,,rezidens” fehérjékként mikodnek. A kérdés azért
is érdekes, hiszen a piggyBac transzpozonos génbevitelt széles korben alkalmazzak, igy
kiemelten fontos megvizsgalni, hogy a rovar alapu rendszer képes-e barmilyen keresztreakciora

a human elemekkel.

Bal terminalis szekvencia Jobb terminalis szekvencia
(left end terminal inverted repeat, (right end terminal inverted repeat,
LE-TIR) RE-TIR)

| ‘ 'R promoéter régi transzpozazt kédolo szekvencia | potia szignat H_Tr>[|

[l : belsé repetitiv szekvencia (19 bp)
I : kiilsé repetitiv szekvencia (13 bp)

I] : célszekvencia duplikacid, itt ‘TTAA’ szekvencia
(target site duplication, TSD)

6. &bra: A természetes piggyBac transzpozon szerkezete. A transzpozazt kddolo transzkripcids egységet
hatarol6 terminalis szekvenciak ugyan eltérd hosszusagtiak (a LE-TIR hosszabb), de mindkét TIR

szekvenciaban megtalalhato egy belso €s egy kiils6 repetitiv szekvenciaelem, ellentétes orientacidoban.
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A vizsgalatok els6 1épéseként megmutattuk, hogy a transzpozaz eredetii human PGBD gének
expresszios mintazatai markans, de egymastol eltérd szovetspecifikus expressziot mutatnak. A
PGBD3 példaul egy természetes ,,géncsapdakent” a Cockayne Syndrome group B (CSB) gén
5. intronjaban helyezkedik el, és a lokusz egy komplex alternativ splicing mintazatot mutat
(Newman és mtsai, 2008). Az altalunk erre a régiora specialisan kifejlesztett real-time PCR
esszé (Kolacsek és mtsai, 2017) segitségével igazoltuk, hogy a splicing variansok expresszids
szintje szOvetspecifikus mintazatot mutat, amely aktiv szabalyozasra, és fontos endogén
regulacids szerepre utal. Az expresszidos mintazatok mellett a féemldsdkon beliil a PGBD
fehérjék evolulciés konzervaltsagat a Ka/Ks analizis segitségével is megvizsgaltuk, az
eredmények pedig azt tdmasztottdk ala, hogy a PGBD géneknek fontos endogén funkciodik
lehetnek, amelyek feltérképezése tovabbi vizsgalatokat igenyel (Kolacsek és mtsai, 2022).

A kovetkez6 1épésben egy atfogd analizissel szerettiik volna tisztazni, hogy barmelyik
piggyBac-eredetli human szekvencia megdrizte-€ a transzpozicios képességét. A vizsgalatokat
egy kétkomponensii, antibiotikum rezisztencidn alapl szelekcids rendszerben végeztik,
amelynek keretében bizonyitottuk, hogy a human PGBD elemek egyike sem képes mar a
transzpozicio els 1épésére, a szubsztrat kivagasara sem (7. abra). Tovabbi vizsgalataink soran
kulonfele stresszhatasoknak kitett sejtekben, igy hipoxias &llapotban, KBrOs-tal kivaltott
oxidativ stressz, illetve az UV kezelés indukalta stresszfolyamat soran vizsgaltuk a human
PGBD-k expresszidjat. Eredményeink mindegyik PGBD fehérje esetében egymastol eltérd €s
sejttipustdl fiiggd mintazatot mutattak, amely arra utal, hogy a human PGBD fehérjék endogén
funkcidkra domesztikalddtak. Az expresszids vizsgalatok ugyanakkor arra is ravilagitottak,
hogy kiilonb6z6 PGBD fehérjék valoszinlleg eltéré szereppel birnak, igy a milkodésiik
megértéséhez mindegyikiiket egyedileg kell vizsgalni (Kolacsek és mtsai, 2022). A jelenleg is
folyo ilyen iranyt kutatasaink elsd izgalmas eredményét Izsvak Zsuzsanna kutatdcsoportjaval
kdzosen publikaltuk, amelyben igazoltuk, hogy a PGBDL1 fehérje a NEAT1 hosszu nem-kodold
RNS regulacidjan keresztiil szabalyozza a sejtmagi ,,paraspeckle” struktarak kialakulasat, és
ezen keresztul a neurondlis progenitor sejtek differenciaciojat (Rasko és mtsai, 2022). Ezek az
érdekes és ujszerii eredmények ravilagitottak arra, hogy az emberi evolucié soran bizonyos
transzpozonok a domesztikacidjuk sordn jelentds mértékben hozzéjarultak 0j endogén funkciok
kialakuldsdhoz, amelyek akér 0j sejtstrukturdk kialakulasanak a molekularis hétterét is
biztosithatjak.
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A - a kétkomponensii rendszerben hasznalt konstrukciok szerkezete
a donor plazmidokon taldlhaté kazettak a segéd plazmidokon talalhato kazették

RMERT75B8-LE-TIR ER758-RE-TIRJ
, piggyBac transzpozaz

— - = =| CMV prom. POlIA SZig. |== =

PGBDx cds.

E—

PB-RE-TIR

PB-LE-TIR PGK prom._| puromicin rezisztencia cds. | poliA szig.

L MERS5-LE-TIR MERS5-RE-TIR

B - exciziés vizsgéalatok (PCR)

o
2 3 ° L=, =
3 e e 5 o = - w "a;
2 @ 5 2 8 8 F B 8 100 bp
5 8 B o 2 9 n B @ @ @ @ © pNs
o x 4 £ © w U] o © o o o -
o o o A = & 4o & 4 & E léra
o = = ) w w
+ + +
o = =
100bp 7 a a + + + exc. s 500 by
8 8 8 @ o m J
DNsS 7] ] ] o o o
létra o o a E E E MER75B-puro
v AMD. e ——— i — V0P
500 bp
- exc
exc. s 500 bp
—
MER85-puro
500 by ,I
p . e e e s | amp. AMP.  — — — — — — 00 bp
—
exc. - B - S00bp
PB-puro

'
ANP. o — e — — T 500 bP

7. &bra: A kétkomponensii transzpozonos rendszer: a plazmidok szerkezete és az excizid vizsgélata.
(A) A kisérletek soran a donor plazmidokon a transzkripcids egységet két oldalrol az &bran jelolt TIR
szekvenciaparok egyike hatarolja, a segéd plazmidokrdl pedig az aktiv transzpozaz, vagy a tesztelendd
transzpozaz eredetii fehérjék (,,PGBDX”) fejezddnek ki. PB: rovar piggyBac. (B) A transzpozon exciziot
kimutatd diagnosztikus PCR vizsgélatok reprezentativ eredményei. A transzpozon kivagddasa esetén
egy 381 bp hosszusagu termék (,,exc.”) jelenik meg, amely a kisérleteink soran csak és kizarélag a rovar
piggyBac transzpozaz és a rovar TIR szekvenciakkal hatarolt transzpozonok kombinécioja esetében volt
detektalhatd (nyilakkal jeldlve). Az ,,amp.” felirat az izolalt plazmidok gerincén talalhatd ampicillin
rezisztencia génre specifikus, 340 bp hosszisagu kontroll PCR terméket jeloli. mPB: a rovar eredetii
piggyBac transzpozdz eml6s kodon-optimalizalt véltozata; PGBD3N/D: a DDD-motivumban

helyreallitott fehérje; PGBD5alt: egy korabbi hibas annotaciébol szarmazé fehérje.

3.2.2. piggyBac transzpozazok: rendezetlenség a végeken

Kutatdsaink soran részletesen tanulmanyoztuk a rovar eredetli piggyBac transzpozaz
szerkezet-funkcio 6sszefliggéseit. A kordbban leirt funkcionalis doméneken kivil a piggyBac
transzpozéznak van az N-terminélisan egy olyan hosszabb, rendezetlennek prediktalt régio (N-
terminal disordered region, NTDR), amelynek a szerepe sokéig tisztazatlan volt (Chen és
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mtsai, 2020). Ugy dontéttiink, hogy részletes vizsgalatokkal igyeksziink feltarni az NTDR
szerepét a transzpozicié sordn. A vizsgalatokhoz létrehoztuk a rovar piggyBac transzpozaz
emlds rendszerekre kodon-optimalizalt variansanak (mPB) tdbbféle mutans valtozatat. Az
mPBdel esetében a fehérjébdl eltavolitottuk az NTDR-nek prediktalt els6 100 aminosavat,
illetve létrehoztunk tébb ,,scrambled” varianst, amelyek az NTDR-t alkot6 6sszes aminosavat
Osszekeverve tartalmaztdk (gy, hogy a régié rendezetlen karakterisztikidja megmaradt
(mPBvarl4 és mPBvar73 variansok, 8. abra). Ezekre azért volt szlikség, mert lenyeges kérdés
volt, hogy a funkcié szempontjabdl vajon csak a régié rendezetlen volta, vagy az NTDR
szekvencidja is egyarant fontos szereppel bir. A létrehozott transzpozédz variansokat a mar
kordbban ismertetett kétkomponensti tesztrendszerben vizsgalva kimutattuk, hogy mindegyik
mutans esetében a transzpozicio excizids lépése megtorténik, bar az alkalmazott diagnosztikus
(nem kvantitativ) PCR a reakcidé hatékonysagarél nem ad informaciét (8C abra). Az
antibiotikum szelekcion alapul6 kolonia esszék viszont azt mutattak, hogy a transzpozicié az
NTDR hidnyos mPBdel transzpozaz esetében szignifikansan kisebb hatékonysaggal, a HEK-
293 sejtvonal esetében kozel 40%-kal csokkent mértékben megy végbe (8D abra). Fontos
eredmény volt tovabba, hogy a kevert mutansok a fenotipust nem komplementaltak, s6t inkabb
tovabb csokkentették a transzpozicid hatékonysdgat (8D &bra). A vizsgalatokat két masik
sejtvonalon (HeLa és MCF-7) is elvégezve azt tapasztaltuk, hogy az NTDR delécié mindenhol
a transzpozicios hatékonysdg csokkenéséhez vezet, de ennck a mértéke erésen fiigg a
sejttipustdl. Egy specialis, Ivics Zoltan laboratériumabol szarmazo riporter sejtvonalon azt is
sikeriilt igazolni, hogy az NTDR szerepe nagyrészt a transzpozicid excizios lépésének a
modulélasaban van, az integracios lépést mar kevesbé befolydsolja. Az eredmények arra
utaltak, hogy a piggyBac transzpozaz NTDR szegmense pozitiv modon befolyasolja a
transzpoziciot, és a rendezetlenség mellett ebben fontos szerepe lehet a régid szekvenciajanak
is. Feltételeztik, hogy a transzpozicio ilyen fajta ,,finomhangolasa” az NTDR mas fehérjékkel
torténd interakciojan keresztil valosulhat meg, és ezek sejtspecifikus expresszios szintje vagy
elérhetdsége magyarazhatja az altalunk tapasztalt sejttipus fliggé mintazatot. Vegezetil a
piggyBac szupercsalad tagjainak bioinformatikai vizsgalataval azt is igazoltuk, hogy az NTDR
szegmens a legtobb ilyen transzpozaz eredetii fehérjében megtalalhaté, igy transzpoziciora nem

képes, domesztikalodott fehérjék mitkodésében is fontos szerepe lehet (Wachtl és mtsai, 2022).
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8. abra: piggyBac transzpozdz mutansok tesztelése HEK-293 sejtekben. (A) A kétkomponensii

tesztrendszerben hasznalt plazmidok szerkezete. CAG: citomegalovirus-aktin-globin mesterséges hibrid

promoter; rez.: rezisztencia. (B) A mutans transzpozédz fehérjék sematikus szerkezete. A katalitikus

domén DDD-motivumat alkotd aminosavakat a rajzok felett kilon jeleztik; a fekete téglalapok a

»dimerizacios és DNS-kot6 domén” ket elvalasztott részét jelolik. NTDR: N-terminélis rendezetlen

régio; CRD: ciszteinben gazdag domén; seql4/seq73: az N-terminalison kevert szekvenciat tartalmazé

variansok (magyarazat a szovegben). (C) A transzpozon exciziét kimutato reprezentativ PCR eredmény.
exc.: az exciziora specifikus PCR termék (381 bp); amp.: kontroll PCR termék (340 bp). (D) A kolénia

esszék reprezentativ eredményei és kvantitalasuk. Minden érték az ,,mPB+PB-Puro” reakcio esetén

kapott értékre (100%) normalizalt atlagot jelent, a hibazaszlok szérast jelélnek. *: p<0,05.
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3.2.3. A transzpozon alapu rendszerek tulajdonsagai — a kopiaszam pontos meghatarozasa

A molekularis genetika fejlodése sziikségszerien igényelte olyan technoldgiak
kifejlesztését, amelyek segitségével gyorsan és hatékonyan lehetett kilonféle
modellorganizmusok genetikai alloméanyat manipulélni. Az elterjedten hasznalt viralis
rendszerek mellett a DNS transzpozonok egy lehetséges és hatékony alternativat jelentenek,
igaz, a sejtekbe vald bejuttatasuk sokszor technikai kihivast jelent (Ivics és Izsvak, 2006). A
gerinceseken, koztiik az emberi sejteken torténd alkalmazasukat azonban sokaig hatraltatta az
a tény, hogy nem volt ismert az ezekben a genomokban is aktivan miikodé DNS transzpozon.
Egy magyar hazaspar, 1zsvak Zsuzsanna és Ivics Zoltan korszakalkotd munkéajaval azonban ez
megvaltozott: a kutatoparos ,.felélesztett” egy inaktiv transzpozont, amely miikodéképesnek
bizonyult gerincesek sejtjeiben, koztilk emberi eredetii sejtekben is (lvics és mtsai, 1997). Az
»eletre csokolt” transzpozon a ,,Csipkerdzsika” (Sleeping Beauty) nevet kapta, és egy csapasra
forradalmasitotta nemcsak a génbeviteli eljarasokat, hanem az erre épiilé génterapias fejlesztési
irdnyokat is (Hudecek es mtsai, 2017). A kiilonféle sejttipusokban és céllal torténd
alkalmazasuk kapcséan a transzpozonos rendszerek azonban tovabbra is folyamatos fejlesztést
igényelnek. Az elmult években kutatocsoportommal ehhez kapcsoldédéan aktivan
hozzajarultunk a kuldnfele transzpozonos rendszerek fejlesztéséhez, illetve erre épitve Uj
transzgenikus modellrendszereket hoztunk létre.

A transzgenezisre hasznalt vektorrendszerek esetében fontos kritérium, hogy amennyiben a
transzgén tartdosan beépiilésre keriil a gazdasejt genomjaba, ugy ez lehetdleg alacsony
kopiaszamban, €és a genom miitkodése szempontjabodl leginkabb ,,semleges” régiokba torténjen.
A transzgenikus eljarasok kapcsdn szamos modszerrel monitorozhatd a transzgének
kopiaszdma, ezek azonban sokszor korilményesek és specidlis reagenseket vagy felszerelést
igényelnek, alkalmazéasuk pedig a legtobbszor az aktualisan hasznlt transzgen kimutatésara
optimalizalt, igy egy Ujabb transzgénre vagy modellszervezetre vald attérés gyakran
hosszadalmas elékisérleteket igényel. Ez a probléma a Sleeping Beauty transzpozonos rendszer
alkalmazasa soran a mi laboratériumunkban is el6keriilt, és felmerult az igény egy gyors, az
alkalmazott transzgént6l fiiggetlen kopiaszam meghatérozasi modszer kidolgozésara. A
TagMan® technoldgia segitségével a Sleeping Beauty transzpozon jobb és bal terminalis
régidjara egyarant real-time PCR esszéket terveztink (9. abra), és az ezek segitségével mért
kopiaszamokat 6sszehasonlitottuk a transzpozonban talalhatdo GFP szekvenciara tervezett esszé
altali mérések eredményeivel. Hamar kiderilt, hogy sziikség van még egy megbizhaté endogén
referencia génre, amely a haploid genomban lehetéség szerint egy kdpiaban fordul el6: ehhez
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a masok altal mér tobbszér megbizhatonak talalt RPPH1 gént hasznéltuk, amely a human
RN&zP enzimkomplex egyik alegységének a H1 elnevezésiit RNS komponensét kddolja (Baer
és mtsai, 1990). Ezekkel a technikai feltételekkel az altaldnosan elterjedt ACt mddszer
segitségével megmeértiik a Sleeping Beauty transzpozon kopiaszdmat transzgenikus
sejtvonalakban. Tovabbi problémaként merllt fel azonban, hogy a pontos méréseket
befolyasolja az adott sejtvonal genomidalis Osszetétele: a sejttenyésztés soran hasznalt
»Kozkedvelt” sejtvonalak gyakran aneuploidok, és a referencia gént tartalmazd régiok
esetlegesen eltéré kopiaszama torzithatja a méréseket. A preciz kvantitalas erdekében ezért a
vizsgalando sejttipusokbol ismert transzpozon kdpiaszamu kldnokat allitottunk el6, amelyeket
referencia mintaként hasznalva a AACt modszer (Livak és Schmittgen, 2001) segitségével a
lehetd legpontosabb kopiaszam meghatarozast tudtuk elérni. A modszert els6ként HEK-293 és
HelLa sejtek esetén alkalmaztuk, kés6bb azonban mas sejttipusokbol, példaul human
klonokat. A mddszer arra is alkalmas, hogy vegyes sejtpopulaciok esetén megbecsiiljik a
sejtekben talalhatd transzgének atlagos kdpiaszamat, amely sok vizsgalat esetén clegendé
informécid a kisérletek tovabbi tervezéseéhez. Hogy bizonyitsuk az altalunk kifejlesztett eljaras
megbizhatdsagat, a mddszerlinket sikeresen teszteltik olyan, a Sleeping Beauty rendszerrel
eléallitott sejtklonokon, amelyeken mas modszerrel mi vagy masok kordbban mar megmeérték
a transzgének kopiaszamat. Osszességében elmondhatjuk, hogy kidolgoztunk egy megbizhato,
az alkalmazott transzgéntdl fiiggetlen, a Sleeping Beauty transzpozonos rendszerre specifikus
kopiaszam meghatarozasi modszert, amely a transzgenikus sejtek eléallitasanak fontos
Iépeseként sikeresen alkalmazhato6 adott kopiaszamu klénok azonositasahoz és kivalogatasahoz
(Kolacsek és mtsai, 2011).

h CAG promoter GFP kodolo szekvencia I pA [T AHIGTI G Puromicin rezisztencia szek.l pA l—l >
0—0
TQ-RE

0—0 0—0
TQ-LE TQ-GFP
(hatékonysag: 92,05%) (hatékonysdqg: 92,99%) (hatékonysag: 87,35%)

0—0
genomialis endogén kontroil:
TQ-RPPH1
(hatékonysdg: 93,92%)

9. abra: A Sleeping Beauty transzpozonra specifikus kopiaszdam meghatdrozas kidolgozasa.
A mddszerhez hasznélt transzpozon sematikus szerkezete, alul jel6lve a transzpozonra, illetve a
transzgénre specifikus esszék tapadasi helyét. Legalul feltiintettilk az RPPH1 génre specifikus kontroll

esszét is, illetve minden esszé esetben a hatékonysagi értéket. TQ: TagMan®,
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3.2.4. A transzpozon alapu rendszerek tulajdonsagai — a génbevitel finomhangolasa

A transzpozon alapu génbeviteli rendszerek esetében is nagyon fontos kérdés, hogy
mennyire rugalmasan szabalyozhatok a génbevitel aspektusai kiilonb6z6 sejtes rendszerek
esetén, vagy egy-egy adott modellsejten kilonféle célok elérése érdekében. A Sleeping Beauty
rendszer esetében példaul az eddigi leghatékonyabb transzpozaz (az un. ,,.SB100X” varians)
bizonyos koértlmenyek kozott az eredetileg ,,feltAmasztott” fehérjénél szézszor nagyobb
aktivitast mutat, mas sejtes esszékben azonban ez az elény kevésbe kifejezett (Mates és mtsai,
2009). Felmeril a kérdés: milyen vizsgalatokkal lehet a leheté legegyszeriibben, de a
lehetdségekhez képest a legmegbizhatobban jellemezni egy transzpozaz hatékonysagat?
Kisérletes rendszereink optimalizaldasa soran ehhez kapcsoloddan azt vizsgaltuk, hogy a
transzpozicio kezdeti Iépesenek, az excizionak a kvantitativ jellemzése vajon mennyire ad
megbizhatd tdmpontot egy transzpozéaz hatékonysaganak a megitéléseben. A transzpozazok
mikodését gyakran tesztelik az excizid vizsgalataval, legtobbszor egy diagnosztikus ,,nested”
PCR segitségével, ez a hagyomanyos PCR maddszer azonban énmagaban nem kvantitativ.
Korébbi tapasztalataink alapjan ugyanakkor ugy gondoltuk, hogy a donor plazmidon talalhatd,
a transzpozont hatarolo szekvenciakra specifikus primerek felhasznalasaval kifejleszthet6 egy
olyan real-time PCR esszé, amely a kivagas hatékonysagat megbizhatdéan méri. A transzpozaz
reakcié sajatossdga, hogy a kivadgas nem 100%-o0s precizitassal torténik, igy mivel a
~hatrahagyott” szekvencia nem mindig pontosan ugyanaz, a TagMan® technoldgia itt nem
alkalmazhaté megbizhatéan. A real-time PCR modszer ugyanakkor mas modon, példaul a
SYBR Green festék alkalmazésaval is elvégezhet6, amely esetben elegendé a célszekvenciat
hatarol6 primereket alkalmazni: az aprobb szekvencidlis kiilonbségek itt nem okoznak gondot,
és a detektalt szekvenciapopulacio mennyisége megbizhatdéan reprezentalja a kivagas
hatékonysagat. Ennek figyelembe vételével kidolgoztunk egy real-time PCR alapu mddszert,
amely alkalmas kiilonb6z6 transzpozazok kivagasi hatékonysaganak jellemzésére, de kivaldoan
miikddik egy adott transzpozaz varians kiilonbozd koriilmények kozott végbemend excizids
aktivitdsdnak monitorozésara is (Kolacsek és mtsai, 2014b).

A transzpozon alapu génbevitel egyik sarkalatos kérdése a bevitt transzpozaz optimalis
mennyiségének a beéllitdsa. Régr6l ismert ugyanis, hogy a magas transzpozaz dozis
taltermeléses gatldshoz, az un. ,overproduction inhibition” jelenségéhez vezet: az
enzimkoncentracio novelése a reakciot elészor telitésbe viszi, egy ponton til azonban egyre
nagyobb mértékben gatolja (Lohe és Hartl, 1996). A kétkomponensii plazmidos rendszer

eldnye, hogy a transzpozon €s transzpozdz mennyisége tobb kombinacioban is kiprobalhato, és
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kivalaszthatd az adott rendszerben legoptimalisabb keverési arany. A Sleeping Beauty és a
piggyBac transzpozonos rendszereck ebbdl a szempontbol torténé vizsgalata érdekes
eredményeket hozott: az excizids hatekonysagot vizsgalva a korabbi eredményekkel ellentétben
az SB100X transzpozaz esetében nem, mig az mPB transzpozazt vizsgalva is csak bizonyos
sejtekben tudtuk kimutatni ,,overproduction inhibition” jelenségét. Az antibiotikum
rezisztencian alapuld, kolonia esszék segitségével mért transzpozicios hatékonysagot vizsgalva
azonban mas eredményeket kaptunk. Az SB100X transzpozaz esetében a Hel a sejtekben mar
jelentkezett a taltermeléses gatlds, az mPB transzpozazt alkalmazva pedig minden vizsgalt
sejtvonalon kimutathatd volt a jelenség. A tultermeléses gatlas természetesen komolyan
befolyasolhatja az integral6dé transzgén kdpiaszamat is: magas transzpozaz dozist alkalmazva
minden altalunk vizsgalt transzpozdz varians esetén a sejtpopulacion mérhet6 atlagos
kopiaszam jelentds mértékben csokkent. Részletes vizsgalataink arra utaltak, hogy még a
hiperaktiv transzpozaz varidnsok alkalmazésa esetén is rendkivil fontos a reakcidokoriilmények
koriiltekintd optimalizalasa, mert a sikeres transzgenezisnek minden esetben ez a kulcsa
(Kolacsek es mtsai, 2014a).

Egy masik eérdekes jelenségre akkor figyeltink fel, amikor tesztelni kezdtik a
transzpozonban talalhaté promoter tipusat. Vizsgélataink sordn azt tapasztaltuk, hogy az
er0sebb transzkripcié a transzpozicid hatékonysagat is befolyéasolja: az SB100X rendszer
hasznalata esetén az aktivabb promoterek egyre nagyobb mertékben gatoltak az excizid

hatékonysagat (10. abra).
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10. &bra: A promoter aktivitas hatasa a transzpozon excizidra. (A) A promoterek altal kivaltott mRNS
expresszios szintek vizsgalata real-time PCR mddszerrel, GFP transzgén esetén, HEK-293 sejteken. (B)
A kulonféle promoterekkel meghajtott  transzgéneket tartalmazd transzpozonok —excizios
hatékonysaganak 6sszehasonlitasa real-time PCR mddszerrel: a gyengébb promoterek esetében

magasabb excizids hatékonysagot detektaltunk. **: p<0,01; ***: p<0,001.
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A jelenséget eddig csak a Sleeping Beauty rendszer esetében vizsgaltuk, de ennek
karakterizaldsa mas transzpozonos rendszerek alkalmazésa sorén is indokolt lehet (Kolacsek és
Orban, 2018). Osszességében elmondhatd, hogy az ebben a fejezetben bemutatott kisérleteink
ravilagitottak arra: a transzpozon alapu génbevitel nagyon sok szempontbol optimalizalhato,
ami nemcsak a génbevitel hatékonyséagat, hanem a létrehozott transzgenikus sejtek hosszu tavu
stabilitasat is befolyasolhatja, és amely igy kuléndsen fontos a génterapias célu alkalmazasok

fejlesztése soran.

3.2.5. Transzgenikus sejt- és allatmodellek transzpozonokkal: a szivizomtol a patkanyveséig

Az elmult években a Sleeping Beauty transzpozonos rendszer segitségével szamos
transzgenikus sejtmodellt hoztunk Iétre, amely koziil kétségkiviil az embrionalis Gssejtek
modositésa jelentette a legizgalmasabb feladatot, de egyben a legnagyobb kihivast is. Amikor
2007 kornyékén ezekbe a kisérletekbe belefogtunk, még nem volt ismert, hogy a kiterjedt
genomialis védelmi mechanizmusokkal rendelkez6 embrionalis Ossejtek vajon képesek-e
gatolni egy ismeretlen DNS transzpozon, jelen esetben a Sleeping Beauty miikodését (Krishnan
és mtsai, 2006; Liew és mtsai, 2007). Bebizonyitottuk, hogy ez a transzpozonos rendszer
alkalmazhaté human embrionalis dssejteken is, illetve hosszas kisérletsorozattal kidolgoztuk
erre a sejttipusra a legoptimalisabb transzgenezis feltételeit. A vizsgalatok reszet képezte a
megfeleld promoterek kivalasztasa, aminek kapcsan igazoltuk, hogy a viralis eredeti
promoterek (pl. a CMV) az 6ssejtekben hamar csendesiilnek, igy a transzgének hosszu tavl
stabil expresszidjahoz nem hasznalhatok (Orban és mtsai, 2009; Orban és mtsai, 2011).

A transzgenikus Ossejtekkel folytatott differenciacids kiserleteink érdekes hozadéka volt
ugyanakkor egy olyan 0j megfigyelés, miszerint az altalunk hasznalt CAG promoter varians
hataséara a spontan 6sszehuzddasra képes szivizomsejtekben nagyon megemelkedett a transzgén
expresszidja. A GFP esetében a fluoreszcens szignal intenzitasa példaul olyan mértékben
megnott, hogy az ilyen tipusu sejtek a tenyésztéedényben fluoreszcencia mikroszkop nélkiil,
szabad szemmel is azonosithatoak voltak. Ez azért is volt izgalmas megfigyelés, mert ezzel
felfedeztink egy ,egyet fizet — kettét kap” (,,double-feature”) tipusd proméotert, amely
egyszerre hasznalhatdo a génbevitel és a transzfekcios hatékonysag ellenérzésére (hiszen a
legtébb sejttipusban aktiv), ugyanakkor az aktivitds szintje alapjan bizonyos sejtek
megbizhatdan elkiilonithetéek mas sejttipusoktol (itt példaul a szivizomsejtek mas sejtektol).
Mindenképpen szerettilk volna a jelenség molekularis hatterét feltarni, és elsé korben azt

bizonyitottuk, hogy a szivizomsejtekben a CAG promoter hatdsara megemelkedd expresszid
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lentivirusokkal létrehozott dssejtklénokban is detektalhatd. Ezt kovetéen igazoltuk, hogy a
transzgén expresszidja transzkripcios szinten kifejezetten a szivizomsejtekben emelkedik meg,
és feltartuk az alkalmazott CAG promoter ezért felel6s szekvencialis részleteit. Eredmenyeink
egyértelmiien igazoltdk a CAG promoter kettds tulajdonsagat: egyfajta konstitutiv
promoéterként minden sejttipusban miikodik, de kifejezetten erds aktivitdst mutat
szivizomsejtekben, igy azok ezen promoter aktivitasa alapjan megbizhatdan elkiilonitheték mas
sejtektdl. A CAG promoter ezen karakterisztikdjat tovabb erdsitette, hogy a jelenséget human
eredetii  sejtek mellett a késdbbiekben egér embriondlis dssejtekbdl differencialt
szivizomsejteken is sikerilt igazolni (Orban és mtsai, 2009). A jelenség orvosbiol4giai
szempontbdl is fontosnak bizonyult, amit az is bizonyit, hogy a szivizomsejtek ezen médszerrel
torténd izolalasara beadott szabadalmi igénytinket Eurépaban elfogadtak (az europai regionalis
fazis alapszama: EP 08839475.4)

Az elmult évtizedben a transzpozonos rendszerek segitségével nem csak transzgenikus
sejtvonalakat, hanem kiilonféle transzgenikus allatmodelleket is sikeriilt eléallitanunk. Ezek
kdzul mindenképp kiemelném azt a farmakologiai kutatasi célokra létrehozott patkanyvonalat,
amely homozigota formaban minden sejtjében hordozza a GCaMP2 elnevezési fluoreszcens
kalcium szenzorfehérje génjét (Nakai és mtsai, 2001; Tallini és mtsai, 2006). A vonal egyedein
tobbféle szoveti miikodéshez kapcsolodd élettani és farmakoldgiai vizsgalatsorozatot
vegeztink: teszteltlk példaul kalonféle hatéanyagok kardiovaszkularis mellékhatasait
(Szebenyi és mtsai, 2015b), elemeztilk a szivmiikkédés hemodinamikai jellemz6it (Olah és
mtsai, 2019), illetve a GCaMP2 kalciumszenzor segitségével vizsgaltuk a majsejtek
toxikologiai miikodését (Jemnitz és mtsai, 2017), vagy az idegrendszerben az asztrociték
szikronizaciojat (Szabo és mtsai, 2017). Nem utolsé sorban pedig ezen az allatmodellen sikertlt
bizonyitani, hogy a veseszdvetben egy adott idoben a proximalis tubulusok csak egy része
végez aktiv sziirést, és ezeket a sejtjeik magasabb citoplazmatikus kalcium szintje miatt a

GCaMP2 szenzor rendszerrel vizualizélni lehet (Szebenyi és mtsai, 2015a).
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A doktori értekezésemben bemutatott eredményeket két fobb kutatdsi téma, az RNS
interferencia, illetve a DNS transzpozonok miitkodése koré lehet csoportositani, és a kutatasaim

eredményeit a kdvetkezd pontokban lehet dsszefoglalni:

1. Hozzajarultunk az RNS interferencia folyamatainak pontosabb megértéséhez, a

molekularis mechanizmusok részleteinek feltarasahoz, ezen belil:

O Leirtuk az siRNS atvonal altal kijelolt mRNS molekuldk degradaciés mechanizmusat.
Igazoltuk, hogy a RISC altal kivaltott endonukleolitikus hasitast kovetéen az 5’
intermediert a Ski-komplex segitségével az exoszoma-komplex bontja le, mig a 3’

crer

altalanosnak bizonyult minden genetikai modellrendszer esetében.

® Részletesen vizsgaltuk egy alternativ Gtvonalon ér6 miRNS csoport, a mirtronok
képzddésének molekularis részleteit. Ezen miRNS-ek prekurzorai mas gének rovid
intronjaként talalhatok meg a genomban, és az érésiik kezdeti Iépéeset a splicing apparatus
végzi (,,Drosha-fiiggetlen” miRNS-ek). Més kutatdcsoportokkal egy idében igazoltuk,
hogy a mirtron utvonal létezik emlds rendszerekben is, de felhivtuk a figyelmet a

bioinformatikai predikcio elégtelen voltara, és a kisérletes validalas szlikségességére.

© Igazoltuk, hogy a miRNS gének terméke a kezdeti elkepzelésekkel szemben nem egy
diszkrét RNS molekula, hanem egy komplex kisRNS populéacié. Az érési folyamatokban
fontos szerepe van az 5’ vagy a 3’ kar kivalasztasanak, és az izomiR-ek képz6désének,

és igazoltuk, hogy ezek pontos kvantitalasa komoly technikai kihivast jelent.

® Megmutattuk, hogy a klaszterekben elhelyezkedé miRNS-ek érését specialis tényezok
befolyasoljak. Az egyedi miRNS-ekre hato faktorok mellett a Mikroprocesszor-komplex
komponenseinek a lokalis koncentracidja limitald tényezo lehet, és a klaszterrél képz6do
mMiRNS-ek szekvencialis sorrendjének megfelel6 KkiSRNS mennyiségi gradiens

kialakulasat, egyfajta pozicié hatast eredményezhet.

2. Részletesen vizsgaltuk a DNS transzpozonok miikodését és evolucidjat, ezen beliil:

O Szisztematikus vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy a human genomban talalhatd
piggyBac-eredetii fehérjék (PGBD1-5) nem képesek transzpozicidra, és méar endogén
funkcidkra domesztikalédtak. A rovar piggyBac fehérje N-terminalis rendezetlen
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régiojarél megmutattuk, hogy részt vesz a transzpozicio finomhangolasaban, és féleg a
transzpozicio excizios 1épésére van jelentds hatassal. Mivel az N-terminalis rendezetlen
régid a piggyBac szupercsalad képviseldinek talnyomo tébbsegében megtalalhatd, ezert

feltételezziik, hogy a domesztikalt fehérjék szabalyozasaban is jelentds szerepe lehet.

® A piggyBac és a Sleeping Beauty rendszerek részletes vizsgalataval behatdan elemeztiik
a transzpozon alapu génbevitel tulajdonsagait, és tobbféle sejtes rendszerben
meghataroztuk a hatékony transzgenezis optimalis parameétereit. Kidolgoztunk olyan
real-time PCR alapi modszereket, amelyekkel a beépiilt transzpozonok kopiaszama,

illetve a transzpozicid excizids Iépésének hatékonysaga nagyon pontosan kvantitalhato.

© Az dltalunk optimalizalt Sleeping Beauty transzpozonos rendszerrel sokféle sejt- és
allatmodellt hoztunk létre. Ezek kozll komoly kihivast jelentett a human embrionalis
Ossejtvonalak modositasanak kidolgozasa, amelynek izgalmas ,,melléktermékeként”
azonositottunk egy szokatlan tulajdonsagu, an. ,,double-feature” promotert. Ez a CAG
konstitutiv promoterként a génbevitel indikatoraként is hasznalhatd, ugyanakkor a
szivizomsejtekben tapasztalhatd erGs aktivitasat felhasznalva ezen sejttipusok
megbizhatoan elkiilonithetok mas sejtektdl. Az altalunk Iétrehozott transzgenikus
allatmodellek koziil kiemelendd a GCaMP2 kalcium szenzorfehérjét kifejezo
patk&dnyvonal, amely kifejezetten alkalmas a szivizom-, illetve a vesesejtek élettani és

farmakoldgiai vizsgalatara.

A doktori értekezésemben bemutatott eredmények kdzOs metszetét a genom ,,nem-
kodolonak™ titulalt elemei jelentik — ez a definicié azonban lassan kezd idejétmultta vaini.
Ahogy egyre tobbet tarunk fel genomunk titkaibol, ugy kezdik lassan a ,,nem-kodolé” gének
szamossagban is felilmulni a fehérjekddold géneket. Ugyanakkor egyre vilagosabba valik,
hogy ezekre az &ltalunk generalt mesterséges kategoridkra nem fiiggetlen entitdsokként kell
tekintentink, hiszen ezek 6sszehangolt miikodése tette lehetévé a minket koriilvevo €l61ények
vegtelen valtozatossagat. A kodold es nem-kodolo szekvencidk pazar dsszjatékanak az egyik
legszebb példai éppen a transzpozonok, ahol a transzpozaz fehérjék a repetitiv. DNS
szakaszokkal egylttesen képesek egyfajta parazita viselkedésre, masrészt viszont pozitiv
modon is képesek hozzajarulni a genomok fejlédéséhez. Kiilon 6rom szdmomra, hogy az RNS
alapu szabalyozasi mechanizmusok feltarasa mellett a mobilis genetikai elemek molekularis
vizsgalataval egydtt bepillanthattam a genomok, azok kdzott is az emberi genom evolicidjanak
eddig ismeretlen rétegeibe, és a tudomanyos palyam még eldttem allo részében is arra fogok

torekedni, hogy ezt az izgalmas utazast tovabb folytassam.
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A doktori értekezésemben bemutatott kutatdsokban sokféle molekularis biolégiai és
sejtbiologiai modszert alkalmaztunk, amelyek részletes bemutatasa megtalalhato a disszertacio
alapjat képez6 tudomanyos kozleményekben. A jelen fejezetben ennélfogva csak réviden,
tematikailag csoportositva sorolom fel a fontosabb anyagokat és modszereket.

Baktérium gazdasejtként az Escherichia coli K12 torzsének az XL1-Blue és a DH5a
valtozatait hasznaltuk, és a szok&sos mikrobiologiai korilmények kozott tenyesztettik. A
kisérleteink soran alkalmazott plazmidvektorokat a hagyomanyos molekularis kldnozassal
allitottuk el6, konstrukciok végso ellenérzése Sanger-szekvenalassal tortént.

A Kisérletekben a tudomanyos kutatasokban altalanosan elfogadott eukariota sejtvonalakat
hasznaltunk (HEK-293, HeLa, MCF-7, stb.), amelyeket a nemzetkozi standardoknak megfelel6
modszerekkel és korilmények kozott tenyésztettiink. A human pluripotens 6ssejtvonalak
fenntartasat és differencialtatasat Apati Agota laboratoriumaban végezték.

A transzgenikus patkanyvonalak eldallitasa az altalunk kidolgozott modszertannal tortént,
ennek részletei a (Szebenyi és mtsai, 2015b) kdzleményiunkben keriltek bemutatésra.

A kilonféle RNS és fehérje expresszios vizsgdlatokhoz az adott kisérleti rendszerre
leginkabb optimalis mddszereket alkalmaztuk (pl. Northern és Western analizist, vagy és real-
time PCR modszereket), a nemzetkdzileg elfogadott ~mddszertani  ajanlasok
figyelembevételével. A kisRNS molekuldk funkcionélis vizsgalatara luciferaz-esszéket
alkalmaztunk.

A DNS transzpozonok miikodését excizios és kolonia esszékkel vizsgaltuk. A
transzpozonok kopiaszamanak pontos meghatarozasara kidolgozott modszeriink az errdl sz6lo
kdzleményinkben talalhatd meg részletesen (Kolacsek és mtsai, 2011).

A relevans kisérleteinkben hasznalt bioinformatikai predikciokat és elemzéseket az
interneten szabadon hozzaférhetd platformokon és szoftverekkel végeztiik, a részletek az egyes
kdzleményekben megtalalhatok. A vizsgalatok és mérések soran generdlt adatok statisztikai

analizisei a biologiai mintakra adaptalt nemzetkdzi ajanlasok alapjan késziltek.
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A doktori értekezésem alapjat olyan, a PhD fokozat megszerzését (2003) kovetd években

megjelent kézlemények jelentik, amelyekben meghatarozé (elsé vagy utolso/levelezé (*) )

szerz0 vagyok. Ezek a kozlemények idérendben a kdvetkezok:

1.

Orban, T. I, and E. Izaurralde: Decay of mMRNAs targeted by RISC requires XRN1, the
Ski complex, and the exosome. RNA 2005, 11(4):459-4609.
doi: https://doi.org/10.1261/rna.7231505.

impakt faktor: 6,140 (D1); fliggetlen idézetek szama: 269
Orban, T. I, A. Apati, A. Nemeth, N. Varga, V. Krizsik, A. Schamberger, K. Szebenyi,
Z. Erdei, G. Varady, E. Karaszi, L. Homolya, K. Nemet, E. Gocza, C. Miskey, L. Mates,
Z. lvics, Z. lzsvak, and B. Sarkadi: Applying a "double-feature” promoter to identify

cardiomyocytes differentiated from human embryonic stem cells following transposon-
based gene delivery. Stem Cells 2009, 27(5):1077-1087.
doi: https://doi.org/10.1002/stem.45.

impakt faktor: 7,750 (D1); fuggetlen idézetek szama: 25
Kolacsek, O., V. Krizsik, A. Schamberger, Z. Erdei, A. Apati, G. Varady, L. Mates, Z.
Izsvak, Z. lvics, B. Sarkadi, and T. I. Orban*: Reliable transgene-independent method for

determining Sleeping Beauty transposon copy numbers. Mob DNA 2011, 2(1):5. doi:
https://doi.org/10.1186/1759-8753-2-5.
impakt faktor: 2,430 (Q2); fliggetlen idézetek szama: 19

Schamberger, A., B. Sarkadi, and T. I. Orban*: Human mirtrons can express functional
microRNAs simultaneously from both arms in a flanking exon-independent manner. RNA
Biol 2012, 9():1177-1185. (cover page story)
doi: https://doi.org/10.4161/rna.21359.

impakt faktor: 4,841 (Q1); fliggetlen idézetek szama: 15

Schamberger, A., and T. I. Orban*: 3' IsomiR species and DNA contamination influence
reliable quantification of microRNAs by stem-loop quantitative PCR. PLoS One 2014,
9(8):106315. doi: https://doi.org/10.1371/journal.pone.0106315.

impakt faktor: 3,234 (D1); fliggetlen idézetek szama: 46

Schamberger, A., and T. I. Orban*: Experimental validation of predicted mammalian
microRNAs of mirtron origin. Methods Mol Biol 2014, 1182:245-263. doi:
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-1062-5_22. ; kbnyvfejezet; fliggetlen idézetek szama: 1
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10.

11.

12.

Kolacsek, O., Z. Erdei, A. Apati, S. Sandor, Z. Izsvak, Z. lvics, B. Sarkadi, and T. I.
Orban*: Excision efficiency is not strongly coupled to transgenic rate: cell type-dependent
transposition efficiency of sleeping beauty and piggyBac DNA transposons. Hum Gene
Ther Methods 2014, 25(4):241-252.
doi: https://doi.org/10.1089/hgth.2013.149.

impakt faktor: 2,436 (Q1); fliggetlen idézetek szama: 13

Kolacsek, O., Z. Izsvak, Z. lvics, B. Sarkadi, and T. I. Orban*: Quantitative analysis of
DNA transposon-mediated gene delivery: the Sleeping Beauty system as an example. in:
Genomics 11l - Methods, Techniques and Applications; iConcept Press Ltd. 2014, pages:
97-123.

impakt faktor: (konyvfejezet); fliggetlen idézetek szama: -

Szebenyi, K., A. Furedi, O. Kolacsek, E. Pergel, Z. Bosze, B. Bender, P. Vajdovich, J.

Tovari, L. Homolya, G. Szakacs, L. Heja, A. Enyedi, B. Sarkadi, A. Apati, and T. I.

Orban*: Generation of a Homozygous Transgenic Rat Strain Stably Expressing a Calcium

Sensor Protein for Direct Examination of Calcium Signaling. Sci Rep 2015, 5:12645. doi:
https://doi.org/10.1038/srep12645.

impakt faktor: 5,228 (D1); fliggetlen idézetek szama: 3

Kolacsek, O., E. Pergel, N. Varga, A. Apati, and T. I. Orban*: Ct shift: A novel and

accurate real-time PCR quantification model for direct comparison of different nucleic acid

sequences and its application for transposon quantifications. Gene 2017, 598:43-49. doi:
https://doi.org/10.1016/j.gene.2016.10.035.
impakt faktor: 2,498 (Q1); fliggetlen idézetek szama: 6

Kolacsek, O., and T. I. Orban*: Transcription activity of transposon sequence limits
Sleeping Beauty transposition. Gene 2018, 676:184-188.
doi: https://doi.org/10.1016/j.gene.2018.07.045.

impakt faktor: 2,638 (Q1); fliggetlen idézetek szama: 1

Fothi, A., O. Biro, Z. Erdei, A. Apati, and T. I. Orban*: Tissue-specific and transcription-
dependent mechanisms regulate primary microRNA processing efficiency of the human
chromosome 19 MicroRNA cluster. RNA Biol 2021, 18(8):1170-1180. doi:
https://doi.org/10.1080/15476286.2020.1836457.

impakt faktor: 4,766 (Q1); flggetlen idézetek szama: 6
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14.

15.

Kolacsek, O., G. Wachtl, A. Fothi, A. Schamberger, S. Sandor, E. Pergel, N. Varga, T.
Rasko, Z. Izsvak, A. Apati, and T. I. Orban*: Functional indications for transposase
domestications - Characterization of the human piggyBac transposase derived (PGBD)
activities. Gene 2022, 834:1466009.
doi: https://doi.org/10.1016/j.gene.2022.146609.

impakt faktor: 3,500 (Q2); fuggetlen idézetek szama: 1
Wachtl, G., E. Schad, K. Huszar, A. Palazzo, Z. lvics, A. Tantos, and T. I. Orban*:
Functional Characterization of the N-Terminal Disordered Region of the piggyBac
Transposase. Int J Mol Sci 2022, 23(18).
doi: https://doi.org/10.3390/ijms231810317.

impakt faktor: 5,600 (D1); fuggetlen idézetek szama: 1

Orban, T. I.*: One locus, several functional RNAs-emerging roles of the mechanisms
responsible for the sequence variability of microRNAs. Biol Futur 2023, 74(1-2):17-28.
(invited review — Special Issue: Novel Contributions to the RNA Story: Karikd’s Legacy)
doi: https://doi.org/10.1007/s42977-023-00154-7.

impakt faktor *22: 2,100 (Q2); fliggetlen idézetek szama: 1
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A modern kori kutatasok, a bioldgia teriiletén kiilondsképpen, ma mar elképzelhetetlenek jo
csapatmunka, es az ehhez tartozo kivaldo mentorok nélkil. Ennek megfeleléen én is szamtalan
embernek tartozom kdszonettel azért, hogy eljuthattam idaig.

A posztdoktori kutatdsaim meghataroz6 mentora volt Elisa lzaurralde, akinek a
németorszagi laboratériuméban, a heidelbergi EMBL-ben elt6ltott évek alatt, a sok nehézséggel
is fliszerezett rengeteg tapasztalat kapcsan eldontdttem, hogy a tudomanyos palyan szeretnék
maradni. Sajnos 6 par éve mar nincs kozottlink, igy ennek az értekezésnek a megsziletését sem
érhette meg.

Tudoményos karrierem és szakmai munk&m soran legfontosabb mentoromnak Sarkadi
Balazst tartom, aki a posztdoktori kutatasaim masodik, magyarorszagi fazisatol kezdédéen a
mai napig egyengette az utamat, és akivel a tudomanyos problémakat és az élet nagy kérdéseit
egyarant meg lehet vitatni. Es bar mindvégig tamogatott, és pontosan ismeri a kutatasi
projektjeinket, nekem az az érzésem, hogy a mai napig nem hisz (teljesen) az RNS-ekben...

Rengeteg kdszonettel tartozom volt és jelenlegi hallgatéimnak, akik komolyan hozzajarultak
tudomanyos sikereimhez, és sajat laborvezetdi képességeim csiszolasahoz, javitasdhoz. Halas
vagyok ezért Schamberger Anitanak, Kolacsek Orsolyanak, Sandor Saranak, Fothi Abelnek,
Wachtl Gerdanak és Gal Lucanak (idérendben), hogy PhD hallgatoként meghataroz6 formaloi
voltak az altalam vezetett labornak. Kdszéném tovabba Jordanidisz Theoddranak, Pergel
Enikdének, Bolyacz Martonnak, Tibori Kinganak, Késa Juditnak, Kerekes Péternek, Balazs
Samuelnek és Lavay Petrdnak, hogy MSc vagy BSc hallgatoként szintén hozzajarultak az
altalam vezetett szakmai munkahoz. Egy laboratorium miikodése elképzelhetetlen jo
asszisztens nélkiul — kilénosen igaz ez Némethy Kornéliara, aki faradhatatlan lelkesedéssel és
megfeleld szigorral képes kordaban tartani a kisérletek lazaban gyakorta elszabadulo kutatoi
zlrzavart. Koszondm neki, hogy lassan egy évtizede segit megteremteni azt a stabil
laborhatteret, amely nélkil a kutatasaink elképzelhetetlenek lennének. Koszénom korabbi
asszisztenseimnek, Sebestyén Zsuzsannanak és Nagy Zsuzsannanak, hogy odaaddan segitettek
a munkankat, amikor a kezdetekben fel kellett épiteni és ki kellett alakitani az akkor formalodo
molekularis bioldgiai laboratériumot.

Oriasi halaval tartozom ,szakmai szobatarsaimnak”, Apéti Agotanak és Szakacs
Gergelynek, hogy tudomanyos ¢éleslatasukkal, kezdeményezd- ¢és segitOkészségiikkel
hozzajarultak koz6s szakmai sikereinkhez, humorukkal pedig a viddm mindennapok

hangulatdhoz. Az elmult évek meghatarozo szakmai pezsgését koszénhetem a Sarkadi Balazs
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és Véradi Andras altal létrehozott ,,Biomembran” kozosségnek, ahol a két alapitd mellett
rengeteg szakmai és barati kapcsolat is szovodott: koziiliik kiemelném Homolya Laszlot, Német
Katalint, Hegedtis Tamast és Welker Ervint, akikkel rengeteg vidam szakmai id6t tolthettem
egyiitt. Koszondm a szakmai egyiittmiikodéseket Apati Agota laborjabol Szebényi
Kornélianak, Erdei Zsuzsanak és Varga Noranak, Szakacs Gergely laborjabol Firedi
Andrésnak, illetve Welker Ervin laborjabdl Huszar Krisztindnak. A munkénkhoz tartozd
adminisztrativ feladatok és a mindennapi szervezési munkak atvallalasa oriasi segitséget jelent,
amiért Oszintén halas vagyok elsésorban Rieth Katalinnak és Lesti Juditnak, illetve Mohos
Krisztinanak. Kdszondm Kardos Juliannanak, Buday Laszlonak és Hunyady Laszlénak, hogy
intézet igazgatoként lattak bennem fantdziat, és csoportvezetOként mindig tamogattak a
munkamat.

Rengeteg koszonet illeti szakmai egylittmiik6dd partnereimet, akik nélkiil szintén
elképzelhetetlen lett volna ezen izgalmas tudomanyos eredmeények elérése: 1zsvadk Zsuzsanna
és lvics Zoltan, valamint Métés Lajos, Miskey Csaba és Krizsik Virdg a transzpozonos
projektekben voltak segitségemre; Silhavy Daniellel, Varallyay Evaval és Havelda Zoltannal a
kisRNS-ekhez kapcsolodo projektekben, mig Bender Balazzsal, Hoffmann Orsolyaval, Gocza
Elennel és Héja Laszldval a transzgenikus patkanymodell kapcsan dolgoztunk egyditt. Halas
vagyok Bir6 Orsolyanak, Rig6 Janosnak és Than Gabor Nandornak a terhességi korképekhez
kapcsolddd RNS interferencia kutatasokhoz nyujtott segitsegukeért; Vellai Tibornak és Vellai-
Takécs Krisztinanak a kizos kutatasokért és a szakmai beszélgetésekért; Tantos Agnesnek és
Schad Evanak pedig, hogy megnyitottik eléttiink a rendezetlen fehérjék izgalmas vilagat.
Kdszondm a céges partnereinknek a sok timogatast: Hirka Gabornak a Toxi-Coop Zrt-t61, Prém
Péternének az Akadimpex Zrt-t61, és Kacskovics Imrének az ImmunoGenes Zrt-t6l. Ezuton
mondok kdszonetet minden szervezetnek, amelyek pénziigyileg tamogattak a kutatasaimat
(Magyar Tudomanyos Akademia, OTKA, NKFIH, RNA Society, E6tvos Lorand Kutatasi
Halbzat).

A szakmai munka hatterében mindig megbujik egy tamogatd és Onzetlen csalad: nagy
szeretettel és halaval tartozom édesanydmnak, feleségemnek és harom gyermekemnek,
valamint testvéremnek, akik mindig elfogadtak, s6t tamogattak a kutatasaimmal jard
nélkiilozéseket. Azoknak a csaladtagoknak is koszondm, akik a mii elkésziiltét sajnos mar nem
érhették meg.

Es végezetiil persze kiilon koszonet illeti a ,,nem-kodol6” RNS-eket és a transzpozonokat,

amelyek nélkiil sem ez a mii, sem ennek ir6ja, de még az olvasoi sem johettek volna létre. ..
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