Beszamolé az OTKA PD-101421 azonositdju palyazathoz

A rak ma vilagszerte az egyik vezetd haldlok. Az intenziv kutatasok ellenére, genetikai
sokféleségének koszonhetben a kifejl6déséhez sziikséges genetikai valtozasok nehezen
felderithet6ek. A radkos sejtek géndllomanya természetiknél fogva valtozékony igy a
betegség kifejl6dése szempontjabdl jelentGséggel bird un. ,driver” mutaciok elkilonitése, a
hattérben nagy gyakorisaggal megjelend un. , passenger” mutacidktél, komoly nehézségekbe
atkozik. A ,,driver” mutdciok jellemzéen szomatikusan alakulnak ki a betegség kifejl6dése
soran, ezért a klasszikusan a csiravonal médositasaval el6allitott transzgénikus allatmodellek
az ilyen mutécidk létrehozasara/vizsgalatdra sokszor alkalmatlanok. Eppen ezért a jelen
OTKA palyazat els6dleges célkitlizése egy olyan szomatikus génbeviteli és szelekcids rendszer
el6allitasa volt amely a csiravonal médositasanak elkeriilésével, akar tobb mesterségesen
létrehozott ,driver” mutdcio egyidejl és gyors szomatikus vizsgdlatat is lehet6vé teszi egér
modellben. Az OTKA tamogatds segitségével sikerrel fejlesztettiik ki ezt a genetikai
rendszert, amely a rak kialakuldsanak in vivo egér modellben torténé vizsgdlatdra minden
eddiginél alkalmasabb.

Els6 lépésben létrehoztuk és karakterizaltuk a Fah”" egér torzset (1. Abra), amely a
transzplantacids kisérleteink recipiens torzse.
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1. Abra A Fah knockout egér térzs létrehozdsa és karakterizaldasa

(A) Az irdnyitott genetikai beavatkozds sematikus reprezentdcidja.

(B) Heterozigota keresztezésekbdl szarmazo egerek DNS mintdinak Southern hibridizdcidja az (A)
panelen jel6lt proba felhaszndldsaval.

(C) Vad tipusu és mutdns egerek szerveibdl prepardlt totdl RNS mintdk Northern hibridizdcioja Fah cDNS
probdval.



A midj egy kivaldo regenerdcios képességgel rendelkezd szerv, amely ragcsdldokban
mindossze 10% fennmaradd intakt majszovetbdl kiindulva is teljes regeneraciora képes.
Ennek kovetkeztében mutans genetikai hattéren, ahol a transzplantdlt vad tipusu majsejtek
szelekcids el6nnyel rendelkeznek, nagyfoku szerv Ujrakolonizalds érhet6 el. A Fah”" egeér
torzs az emberi I. tipusu tirozinémia egér modellje, amely ilyen mutans genetikai hattérként
alkalmazva hasznosithatéva teszi szamunkra a maj egyedi regeneraciés képességét a
szomatikus transzgenezis céljaira. A Fah” egér torzset inbred C57BL6 genetikai hattéren
allitottuk eld a transzplantalt majsejtek kil6k6désének minimalizalasa érdekében.

A Fah” térzs felhasznalasaval sikeresen bedllitottuk a primér majsejtek izolalasara,
vizsgalni kivant transzgének bevitele a Fah terapias génnel 6sszekapcsolva torténik, a Fah™
egér torzs lehet a transzplantaciéhoz felhasznalt donor torzs is (2. Abra B). Ezzel a
tovabbfejlesztett, génterapiaval egybekotott, transzgén beviteli eljarassal a repopulaciéban
résztvevd majsejtek 100%-a transzgén hordozova is valik.
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2. Abra A szomatikus génbeviteli rendszer miik6dése

(A) Az mCherry markergént a hiperaktiv Sleeping Beauty (SB) transzpozon rendszer segitségével épitettiik
be a Fah*/* mdjsejtek genomjdba transzplantdcidjukat megelézéen.

(B) Az mCherry markergént a terdpids Fah génnel egyiitt juttattuk be SB transzpozon rendszer segitségével
Fah”- mdjsejtek genomjdba transzplantdcidjukat megelézéen .

Felsé panelek: A felhaszndlt SB transzpozon és transzpozdz konstrukciok vdzlatos dbrdzoldsa. Alsé panelek:

Repopuldléddé mdjak lathaté fény és fluoreszcens képei 7 héttel a transzplantdcidt kévetden. (A teljes

repopuldcié kériilbeliil 10 hetet vesz igénybe.) Fekete nyilak, SB transzpozon ,inverted terminal repeats”

(ITRs); piros nyilak, promdterek; T2A, Thoseaasigna virus 2A peptid.



A palyazat tovabbi célkitlizése volt a fenti génbeviteli rendszer karkterizadldsa az egér AlkB
homoldgok célzott csendesitésén keresztiil. A DNS hibajavitd mechanizmusainak karosodasa
fontos szerepet jatszik a rak kialakuasaban. Ezen mechanizmusok érdekes alcsoportja a DNS
egyes karosodasainak un. direkt javitdsa. A bakterialis AlkB fehérje is ezen direkt hibajavité
fehérjék csoportjaba tartozik. Egérben a bakterialis AlkB fehérjének 8 homoldgja (Alkbh1-8)
ismert. Kozulik az Alkbh2 és Alkbh3 a DNS, mig az Alkbh3 és Alkbh5 az RNS metilacids
karosodasainak javitdsaban vesz részt. A tovabbi AlkB homoldgok funkcidja nukleinsavak
hibajavitasahoz a szakirodalmi adatok alapjan nem kothetd.

Az Alkbh1-8 fehérjéket kddold cDNS-eket szubkldnoztuk egér szovetekbdl. Tovabba QRT-
PCR mddszerrel karakterizaltuk az Alkbh1-8 gének expresszidjat egér majban (3. Abra), és
szovetkulturaban optimalizaltuk a nukleinsavak hibajavitdasaban résztvevé AlkB homoldgok
miR alapu csendesitését.

A sikerrel létrehozott génbeviteli rendszer felhasznaldsaval szakirodalmi adatok és az egér
Alkbh1-8 gének majban vald kifejez8dési intenzitasai (3. Abra) alapjan jelenleg vizsgaljuk az
Alkbh2, Alkbh3 és Alkbh5 csendesitésének kovetkezményeit mozaikos egér modellben.

6,00

5,00 [

4,00

3,00

2,00

1,00 0,67
0,42 0,48
0,23

0,31
2 o .
0,00 m

Alkbh1 Alkbh2 Alkbh3 Alkbh4 Alkbh5 Alkbh6 Alkbh7 Alkbh8

3. Abra Az Alkbh1-8 gének kifejez6dése mdjban
A HPRT és 518 belsé szetnderdekre normalizélva.



