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Mik is azok a transzpozonok? - 1.

> ,ugrdlé gének" - a mobilis genetikai elemek helyesebb

> Barbara McClintock felfedezése kukoricaban
kisérletek: 1940-es és 50-es évek
Nobel-dij: 1983

Ac és Ds elemek




Egy kis nevezéktan

> prokariota nevezéktan kicsit megtéveszta:

IS=inszercids szekvencia IS=inszercids szekvencia

A .
' Y ' Y

transzpozaz kozrefogott DNS szakasz transzpozaz

——

.a transzpozon”

> valdjaban pontosabb:

transzpozon = mobilis genetikai elem




Mik is azok a transzpozonok? - 2.

> molekuldris parazitdk? ..6nz6 gének"?
- csak részben!

> az evollcid fontos mozgatorugoi:
- rezisztencia gének ferjesztése
(féleg baktériumok)
- genomi atrendezdédések, Uj gének:
.domesztikacio",
pl. RAG rekombindz, Drosophila telomerdz




Transzpozonok/transzpozicio tipusai

Conservative transposition Replicative transposition
(cut-and-paste) (copy-and-paste)
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Eukariota mobilis elemek osztalyozasa
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(Nat Rev Genet, 2007; 8:973)



Transzpozonok mindenhol...
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Figure 2.

The relative amount of retrotransposons and DNA transposons in diverse eukaryotic genomes.
The graph shows the contribution of DNA transposons and retrotransposons in percentage
relative to the total number of transposable elements in each species. The data were compiled
from papers reporting draft genome sequences (references available upon request) and from
the Repeatmasker output tables available at the UCSC Genome Browser (http://
genome.ucsc.edu) or from the following sources: E. histolvtica and E. invadens: (159): T.
vaginalis: E. Pritham. unpublished data. Species abbreviations: Sc: Saccharomyces
cerevisiae. Sp: Schizosaccharomyces pombe: Hs: Homo sapiens: Mm: Mus musculus: Os:
Orvza sativa: Ce: Caenorhabditis elegans. Dm: Drosophila melanogaster. Ag: Anopheles
gambiae, malaria mosquito; Aa: dedes aegvpti, yellow fever mosquito; Eh: Entamoeba
histolvtica: Ei: Entamoeba invadens: Tv: Trichomonas vaginalis.

Annu Rev Genet, 2007; 41:331




A transzpoziciéo néhdany mechanizmusa

a DNA tranzposon
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Nat Rev Mol Cell Biol, 2011, 12(4):246

A(z eukariota) genom is védekezik, pl.:

> promoter metildcio,
kromatin modositdsok

» RNS interferencia:
- endogén siRNS-ek
- piRNS-ek
(- akdr bizonyos miRNS-ek is)




Egy kis (transzpozon) evoldcio 1.
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Egy kis (transzpozon) evoldcio 2.

DNA transposons
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Cell, 2008, 135(1):23

A LINE1  aktivitdsa  neurondlis
progenitorokban megugrik ->
idegsejtek mozaicizmusal

(Trend Neurosci 2010; 33(8):345)

Az 'Alu’ elemek nagy szamban vannak
jelen a primatdakban; a genomidlis
evolicioban ekkor tértént egy nagy
expanzié >
vajon ok vagy kovetkezmény?
(PNAS, 2011, 108(7):2837,
NSMB, 2016, 23(11):1011)




Kérdeések...




A transzpozonok mint genetikai ..fegyvertar”

- inszerzios mutagenezis
- géncsapddk, klonozas
- génbevitel 2 transzgénikus élélények

- D. melanogaster > P-elem (4jdonsdg!)
- C. elegans > Tcl/Mariner csalad

- retrotranszpozonok nem olyan jok:
® magasabb mutdcids rata (rev. transzkripcid)
® Gjra mobilizdlhatok (instabilitds)
® nem jo integrdcids profil




A haszndlt transzpozonos rendszerek

Eukaridéta transzpozonok:
»IT. Osztdly (DNS transzpozonok)

»Tcl/mariner szupercsalad

.Sleeping Beauty" .Frog Prince”




Sleeping Beauty / Frog Prince eredete

halbdl / békabal izolalt, inaktiv
transzpozonokbdl indultak ki

a transzpozdz

— aktivitdsdnak
tosr:clr;e:ijl-S-

visszadllitasa

irdnyitott

mutagenezissel

0 restorad DNA-
=" binding activity

Zoltdan Ivics, Perry B. Hackett, Ronald H. Plasterk and Zsuzsanna Izsvdk, Cell, 1997, 91:501
Csaba Miskey, Zsuzsanna Izsvdk, Ronald H. Plasterk and Zoltdn Ivics, NAR, 2003, 31.6873




Az aktiv transzpozon szerkezete

IR-DR NLS DDE-box IR-DR
(——{o—no-=—-1)
N

DNA recogmtlon DNA cleavage

and | jomlng

STRL Kivdszrorrgén T 1"

Ivics and Izsvak, Methods in Molecular Biology, 2004 260: 255-276.




DNS transzpozonok: génbeviteli eszkéztar

:'m-mt‘ﬁ. >

SB transzpozaz poly(A) szigniil mutans transzpozaz RARTR

Transzfekcio
Antibiotikum szelekcio

HEK293 sejtek

Sleeping Beauty (SB) és piggyBac (PB)

Kolacsek et al. (2011) Mobile DNA
Kolacsek et al. (2014) Human Gene Therapy Methods




Miért épp a DNS transzpozonok?
(a virdlis rendszerekkel szemben)

»Olcsobb, konnyebb kivitelezni.

> Az etikai aggdlyok kisebbek.

»Random integrdcio,
nincs preferencia a miikodé gének iranyaba (= SB).
(< piggyBac, vagy Tol2 )

»Nem o0sztddd sejtekben is mikodik.

> Sz(ik keresztmetszet a transzfekcids hatékonysdg...




Még egy indok... az SB100x

Molecular evolution of a novel hyperactive Sleeping
Beauty transposase enables robust stable gene transfer
in vertebrates

Lajos Matés™®, Marinee K L Chuah®®, Eyayu Belay?, Boris Jerchow!, Namitha Manoj!, Abel Acosta-Sanchez?,
Dawid P Grzela!, Andrea Schmitt!, Katja Becker!, Janka Matrai’, Ling Ma?, Ermira Samara-Kuko?,

y Gy s*, Diana Pryputniewicz', Csaba Miskey', Bradley Fletcher®, Thierry VandenDriessche?,
Zoltan lvics' & Zsuzsanna Izsvak!”

Nat Genet, 2009, 441(6):753

Az Uj hiperaktiv SB100x transzpozdz aktivitdsa 6sszemérhetd a
leghatékonyabb virdlis génbeviteli rendszerekkel.

Az SB100x transzpozaz 2009-ben az év molekuldja -

a Science folydirat dltal kivalasztva:

http://www.biotechniques.com/news/Sleeping-
Beauty-named-Molecule-of-the-Year/biotechniques-187068.html?autnID 4191663




Kérdeések...




Génbevitel human embriondlis dssejtekbe
a Sleeping Beauty rendszerrel




A human embrionalis ossejtvonalak eredete

a hdlyagcsira dllapotd
embrioban mdr két
eltérd fejlédési
képességgel
rendelkezd sejttipus
taldlhaté izolalt belsd

sejtcsomo (ICM)
* belsd sejtcsomo
sejtjei

- trofoektoderma

sej’rek enzimatikus
passzalas

a belsé sejtcsomo
(ICM) sejtjeit
tenyésztik tovabb




Bizonyitek a transzpoziciora: integracios helyek

IR-DR(L) CAG prom. GFP kédolé szekvencia poly(A) szigndl IR-DR(R)
~

plazmid agctcggatccctata

Hs chr. 12q13  catgtggccatacata!

Hs chr. 2q21 ccatgcggaacccgta feiiiias
Hs chr. 5q23 gaatagcagataggta [ty
Hs chr. 12q12  ttcaccaaaggaagta [&isiis
Hs chr. 22p13  cctgtgatgcatggta e

Hs chr. 14q13 cccgtgaaagaaggta feiyiias

Orban et al. (2009) Stem Cells




GFP Kklonok pluripotenciaja 1. : Oct4 fehérje

GFP+Oct-4+DAPI® = &

Orbadn et al. (2009) Stem Cells




Ossejtklénok differenciacioja

»spontdn differencidcid .embrioid testek”-en (EB) keresztiil:
(teratomaszerd struktiaradk)

6 napos EB-k

72\

neuronalis rozettak pulzalo cardiomyocytak

CAG promoter:
erds transzgén expresszio
a szivizomsejtekben ?!

Orban et al. (2009) Stem Cells




Cardiomyocyta iranyd differencidcio

SB-CAG-6GFP SB-EF1a-6FP

/ 7/

LV-CAG-GFP

/

Orban et al. (2009) Stem Cells




Farmakologiai tesztelések

+adrenalin / +verapamil
Orbadn et al. (2009) Stem Cells




Kérdeések...




Transzgenikus patkanyok transzpozonokkal

Transzpozon- Transzpozon-
termindlis szekvencia termindlis szekvencia

/ \ )

< L= promiter | (-ja-érzékeny EGFEP oty szignitp—{ ¢

SB transzpozaz poly(A) szignil

wSleeping Beauty”
transzpozonos rendszer

| TransRat projekt - KMR_12-1-2012-0112

-GCaMP2 / -RGECO

Szebényi et al. (2015) J Am Soc Nephrol
Szebényi et al. (2015) Scientific Reports




Kalciumjelek GCAMP2-vel

GCaMP2. - kalcium-szenzitiv GFP
- calmodulin domén beépitésével




Transzgén mikroinjektalds

SB100x transzpozdz mRNS
formdjaban

1. Mikroinjektalds az apai elémagba
2. Beiiltetés alterhes néstényekbe

3. Megsziiletik az alapité (FO) generdcio

(Sprague-Dawley torzsbél szarmazé petesejt Wistar ndstény recipiensekbe)




FO egyedek genetikai sziirése

PCR és real-time PCR > madr itt kopiaszam alapu vadlogatas!

75 Qjsziilottbol 16 hordozé > ~21%-os hatékonysdg!
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Szebényi et al. (2015) Scientific Reports




F1 generdcio létrehozdsa és sziirése

Alacsony kopiaszamu FO egyedek keresztezése vad tipusd egyedekkel

Az F1 utodok fenotipusos sziirése:
GCaMP2 expresszio vérsejtekben, FACS alapi méréssel
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Szebényi et al. (2015) Scientific Reports
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Stabil kétkopias vonal létrehozdsa
(haploid egykopias)

- Vad tipussal keresztezés, ,tisztazas"
- Heterozigota egyedek keresztezése, beltenyésztés

- A vonal jellemzése: genetikai stabilitds, fenotipusos jellemzés:

stabil (2) normalis és stabil
és
mar 6 generdcion keresztiil

GGGACTAGGTTGGGCTAAGAGTGAAGACTCTTTAGC
TGTCGTTCTATGGCAATCCTGACAGGATITCCACTCCC ﬂ ,}
CTTGTAAAGCAGGTACAGTTGAAGTCGGAAGTTTA -
CATACACCTTAGCCAATCACTAGTGAATTCGCGGC ) O ngong N
CGCCT

s 88 o &
Line I. — Sleeping Beauty transposon integration locus
in the rat genome/ Chromosome 9. itergenic region
Ref. seq: NC 005108.3, nucleotide position: 78819834
(bold: IRDR-R transposon sequence)

L3 |
a4

Szebényi et al. (2015) Scientific Reports




Sziv szeletek, In vitro kultarak

Atrium Ventricle
lonomycin EGTA . lonomycin  EGTA

Ventricle

EGTA
Nt

lonomycin
+ 1]

£ . Thapsigargin ATP
I CacCl,

Szebényi et al. (2015) Scientific Reports




A CAG-GCaMP2 Ca?*!indikator fehérje
expresszioja patkany vesében in vivo

Miért ennyire heterogén?

Szebényi et al. (2015) J Am Soc Nephrol




A CAG-GCaMP2 Ca?**indikator fehérje
expresszioja patkany vesében in vivo
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Szebényi et al. (2015) J Am Soc Nephrol




Koszonom a figyelmet!




