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VÁLASZ 

 

Dr. Vértessy G. Beáta opponensi véleményére 

 

 

Hálásan köszönöm Vértessy G. Beáta Professzor Asszony reszletes es alapos 
ertekeleset. Professzor Asszony megjegyzesere es kerdeseire alabbiakban valaszolok: 
 
Eloszor a megjegyzesre ternek ki. A publikacioval kapcsolatos talanynak prozai 
magyarazata van: PhD hallgatom, aki ezen a projekten dolgozott, menet kozben sikerrel 
megvedte PhD-jat es allast kapott mashol. Az a helyzet alakult ki (nem eloszor 
palyafutasom soran), hogy bizonyos kiserletek elvegzeset ill. megismetleset fontosnak 
tartottam a kezirat bekuldesehez, azonban az elso szerzo (a kiserletekert leginkabb 
felelos foszereplo) mar nem tartozkodott a laboromban. A kiserletek teljes befejezese 
tehat elhuzodott. Mindazonaltal orommel jelentem, hogy a keziratot decemberben 
bekuldtem a Mobile DNA „peer-reviewed“ szaklapnak, igy remenyeim szerint a vedesig a 
publikacio elfogadasra fog kerulni. A Mobile DNA egyebkent egy transzpozonokkal, 
transzpozicioval, altalaban mobilis genetikai elemekkel foglalkozo, viszonylag uj szaklap. 

A kerdesekre adott valaszaim: 

1) Jogos a kerdesfelvetes, hogy a gazdasejt bizonyos faktorai milyen modon lepnek 
kolcsonhatasba egy szamukra idegen feherjevel. A magyarazat nagy 
valoszinuseggel a feherjek szekvenciabeli, de meg inkabb strukturalis 
konzervaltsagaban rejlik. Peldaul a HMGB1 feherje interaktorai kozott szep 
szammal talalhatoak homeodomain feherjek, melyek kozott a homeodomain 
struktura megleten kivul egyeb kozos vonas nincs. Az SB transzpozaz N-terminalis 
helix-turn-helix domainje szinten a homeodomain strukturat veszi fel, ezt nevezzuk 
PAIRED box-nak, es nagy valoszinuseggel a transzkripcios faktorok PAIRED 
domainje osi transzpozazokbol alakult ki. Tehat a HMGB1 feherje egyeb 
faktorokkal valo kolcsonhatasat valoszinuleg inkabb a struktura, mintsem a primer 
aminosav sorrend hatarozza meg. Valoszinuleg ugyanez ervenyes magara a 
HMGB1 feherjere is: a DNS kotesert is felelos HMG-box evolucios ertelemben 
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(hasonloan a homeodomainhez) nagy mertekben konzervalt. Hasonlo lehet a 
helyzet a Ku DNS repair faktorral is. Idokozben kimutattak, hogy nemcsak az SB 
transzpozaz, de a transzpozazokbol evolvalodott Rag1 rekombinaz is 
kolcsonhatasba lep ezekkel a repair feherjekkel (Raval et al. Evidence for 
Ku70/Ku80 association with full-length RAG1. NAR. 2008.36:2060-72. doi: 
10.1093/nar/gkn049). Miutan az SB transzpozaz es a Rag1 rekombinaz kozott 
szamottevo szekvencia hasonlosag nem mutathato ki, nagy valoszinuseggel itt is 
strukturalis konzervaltsag hatarozza meg az interakciokat (sajnos sem az SB 
transzpozaz, sem a Rag1 rekombinaz eseteben nem all rendelkezesunkre valodi, 
feherjeszerkezetre vonatkozo adat). Vegezetul el kell mondani, hogy az SB 
transzpozaz eddig megismert interaktorai (HMGB1, Ku, Miz1, HMG2L1) mind 
nagyfoku, primer aminosav szekvencia szintjen is megjeleno konzervaltsagot 
mutatnak gerincesekben halaktol az emberig. Tehat igaz ugyan, hogy az SB 
transzpozaz egy emberi sejtben idegennek szamit, de halakbol szarmazo 
sejtekben mar nem. A halaktol emberig terjedo konzervaltsag pedig lehetove teszi 
a feherje-feherje kolcsonhatast nem hal-eredetu sejtekben is. 

2) A kerdes reszben osszefugg az elozovel, legalabbis annyiban, hogy azon 
gazdasejt altal kodolt faktorok, melyek szuksegesek magahoz a transzpozicios 
folyamathoz (pl. Ku), nagyfoku konzervaltsagot mutatnak gerincesekben. Ennek 
megfeleloen az SB transzpozon minden egyes eddig tesztelt gerinces fajban 
mukodott. Masreszrol viszont igaz, hogy ezen faktorok expresszios szintje 
valtozatos lehet az egyes fajok fuggvenyeben: pl. a Ku szintje jelentos elterest 
mutathat kulonbozo fajokban (emberben pl. magasabb, mint egerben), es ez a 
fajok kozott megfigyelheto, transzpozicios hatekonysagban meglevo variabilitas 
egyik magyarazata lehet. 

3) Kvantitativ, enzim-kinetikai adatok sajnos nem allnak rendelkezesre. Mi magunk 
probaltuk az SB transzpozont transzpoziciora birni in vitro reakciokban, mindmaig 
sajnos eredmenytelenul. Ennek lehetnek technikai okai, pl. nem megfelelo feherje-
folding ill. oldhatosag, valamint biokemiai okai, pl. valamely a transzpozicio 
szempontjabol lenyeges faktor hianya vagy nem megfelelo reprezentaltsaga a 
reakcioban. A gerinces rendszerekben is mukodokepes transzpozonok kozul 
egyedul a piggyBac-re vonatkozoan allnak rendelkezesre in vitro adatok (ezek is 
inkabb a transzpozicio molekularis mechanizmusara mintsem a transzpozaz 
enzim-kinetikai tulajdonsagaira vonatkozoan informativak). In vitro adatok 
hianyaban altalaban transzfektalt sejtekben merjuk a transzpozicio hatekonysagat 
oly modon, hogy merjuk egy adott sejtpopulacioban a transzpozicion atesett sejtek 
aranyat, ill. a transzpozon atlagos sejtenkenti kopiaszamat. A ket adatbol 
kovetkeztetunk arra nezve, hogy egy adott sejtpopulacioban adott ido alatt 
osszesen hany transzpozicios esemeny kovetkezett be. Eredmenyeink azt 
mutatjak, hogy human HeLa es CD34+ ossejtekben a rangsor igy alakul: 
SB100X>PB>Tol2. A Frog Prince, a Harbinger es a Hsmar1 transzpozonok human 
HeLa sejtekben elmaradnak hatekonysagban az elozo csoporttol. 

4) A mai tudasunk alapjan ugy latom, messze a Sleeping Beauty transzpozon all a 
legkozelebb genterapias alkalmazasokhoz. Az elso klinikai kiprobalas 2012 
tavaszatol folyik az USA-ban rakos betegeken. A masodik nagy valoszinuseggel 
Svedorszagban lesz Alzheimer-koros betegeken, a harmadik pedig remenyeink 
szerint AMD-s (age-related macular degeneration) betegeken a mi aktiv 
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kozremukodesunkkel egy 2012 novembereben indult EU FP7 kutatasi program 
kereteben. Ennek nagyreszt torteneti okai vannak, hiszen az SB transzpozon volt 
a legelso, melyrol ki lehetett mutatni, hogy hatekony genbevitelre kepes emberi 
sejtekben, es ezaltal megnyitotta a kaput a terapias alkalmazasok iranyaba. Ennel 
fogva tobb kutatas iranyult eddig az SB-re, mint az osszes tobbi itt targyalt 
transzpozonra egyuttveve. 

5) Mindket transzpozon nagy hatasfoku transzpoziciora kepes emberi sejtekben, es 
transzgen-hordozo kapacitasuk is nagyjabol hasonlo. Mindket transzpozon un. 
Class II (cut and paste) transzpozon, tehat a transzpozicio alapveto 
mechanizmusa ugyanaz mindket transzpozon eseteben. Vagyis a transzpozaz koti 
a transzpozon vegeit, kivagja a donor DNS-bol, es inszertalja a cel DNS-be. 
Ebben a tekintetben tehat nincs kulonbseg. A molekularis reszletekben azonban 
tobb lenyeges kulonbseg is van: 

a) A PB transzpozon vegein 1-1 transzpozaz koto hely van, az SB transzpozon 
vegein pedig 2-2 ilyen hely van. 

b) Az SB transzpozon kivagodasa un „footprint“-et hagy maga utan. Ez az 5 bp-s 
szekvencia oly modon keletkezik, hogy bizonyos restrikcios endonukleazokhoz 
hasonloan az SB transzpozaz tulnyulo veget general a megtort DNS vegein, 
mely NHEJ repair-t kovetoen egy jellegzetes szekvencia motivumot hagy maga 
utan. A PB transzpozaz szinten tulnyulo veget general kivagodaskor, de a 
tulnyulo veg a flanking DNS-ben van, nem pedig a transzpozon sajat 
szekvenciajaban, igy NHEJ repair-t kovetoen az eredeti szekvencia teljesen 
helyreall (nincs footprint). 

c) Az SB transzpozon vektorhoz kotheto transzkripcios aktivitas marginalis (a 
disszertacioban targyalt III. publikacio), mig a PB transzpozon 5’ vegehez 
jelentos transzkripcios aktivitas kotheto (Cadinanos and Bradley, NAR, 2007, 
doi:10.1093/nar/gkm446). 

d) Az SB transzpozon egy emberi sejtben „idegen“ olyan szempontbol, hogy a 
human genom nem tartalmaz SB-hez hasonlito transzpozont vagy 
transzpozazt. Ezzel szemben a human genom tartalmaz PB-hez hasonlo 
transzpozon szekvenciakat es emberi sejtek expresszalnak „haziasitott“ PB 
transzpozazokat. 

e) A celszekvenciakban jelentos kulonbseg van: az SB mindig TA-ba 
inszertalodik, a PB majdnem mindig TTAA-ba. Az SB inszerciok random 
modon terkepezodnek a human genomban, a PB inszerciok preferenciat 
mutatnak a genek 5’ regulalo regioira. 

Mindez a kovetkezo relativ elonyoket es hatranyokat eredmenyezi genterapias 
alkalmazhatosag tekinteteben: 

a) Az SB transzpozon vegein talalhato ismetlodo transzpozaz-koto helyek 
magasabb foku precizitast eredmenyeznek a transzpozicio folyamataban. 
A 4 transzpozaz molekulabol es 2 transzpozon vegbol allo feherje-DNS 
komplex egy szigoru szabalyozast eredmenyez; a transzpozicio katalitikus 
lepesei csak akkor indulhatnak be, ha ez a komplex megfeleloen osszeallt. 
A PB eseteben ez a szabalyozas relaxaltabb, hiszen itt osszesen csak 2 
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transzpozaz koto hely van, es ennek eredmenyekebben a reakcio fidelitasa 
alacsonyabb; gyakran figyelhetok meg lokalis deleciok a transzpozon 
donor lokuszon. 

b) Elvben elofordulhat, hogy a primer transzpozicios esemenyt egy ujabb 
kivagodas es ujabb inszercio koveti a genomban (szekunder transzpozicios 
esemenyek). Ezen szekunder esemenyek gyakorisaga jelenleg nem 
ismert. Amennyiben a primer inszercio egy kodolo szekvenciaban 
(exonban) kovetkezett be (ennek gyakorisaga az SB eseteben az 
inszercios esemenyek kb. 1%-a), ugy az ujboli kivagodas eltolja a 
leolvasasi keretet, mert az SB egy 5 bp-os footprintet general a kivagodasi 
helyen. Tehat az esemeny mutagenizalo hatasu. A PB mutagenizalo 
hatasa ebben a tekintetben alacsonyabb, mert a kivagodas mechanizmusa 
nem general footprintet. 

c) A genterapias vektor-rendszerek kifejlesztesenek kiemelt feladata, hogy az 
inszercios hely kornyezeteben ne tortenjen transzkripcios valtozas a sejt 
sajat genjeinek tekinteteben. Pl. proto-onkogenek transzkripcios aktivalasa 
rak kialakulasahoz vezethet. Mivel az SB vektorok marginalis 
transzkripcios aktivitassal birnak, ilyen szempontbol biztonsagosabbak, 
mint a PB rendszer. 

d) Elvben elofordulhat, hogy a PB transzpozaz mobilizal endogen human 
szekvenciakat, ill. hogy a „haziasitott“, endogen PB transzpozazok 
mobilizaljak a PB vektorral bejuttatott transzgeneket; az eredmeny mindket 
esetben a genom instabilitasa. Ezzel szemben az SB transzpozicioja 
teljesen kiszamithato, mivel transzpozicio egyedul az SB transzpozaz 
jelenleteben jatszodhat le, amely nem kepes human szekvenciakat 
mobilizalni. 

e) Az SB transzpozon random inszercioja nagyobb foku biztonsagot garantal, 
mint a PB gen-specifikus inszercioja. Ez a proto-onkogenek lehetseges 
transzkripcios aktivalasa szempontjabol nem mellekes szempont. 

6) A dolgozat beadasa ota a kovetkezo fontos eredmenyek szulettek: 
 

a) Validaltuk az iranyitott transzpoziciot cink finger feherjekkel es az AAV virus 
Rep DNS-koto feherjejevel fiziologiasan is relevans, endogen human 
celszekvenciakba. 
Retargeting sleeping beauty transposon insertions by engineered zinc finger DNA-
binding domains. 
Voigt K, Gogol-Döring A, Miskey C, Chen W, Cathomen T, Izsvák Z, Ivics Z. 
Mol Ther. 2012 Oct;20(10):1852-62. doi: 10.1038/mt.2012.126. Epub 2012 Jul 10. 
PMID:22776959 
Retargeting transposon insertions by the adeno-associated virus Rep protein. 
Ammar I, Gogol-Döring A, Miskey C, Chen W, Cathomen T, Izsvák Z, Ivics Z. 
Nucleic Acids Res. 2012 Aug;40(14):6693-712. doi: 10.1093/nar/gks317. Epub 2012 
Apr 19. 
PMID:22523082 
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b) Kidolgoztunk egy nagy hatekonysagu modszert transzgenikus allatok 
eloallitasara SB transzpozon vektorokkal. 
Germline transgenic pigs by Sleeping Beauty transposition in porcine zygotes and 
targeted integration in the pig genome. 
Garrels W, Mátés L, Holler S, Dalda A, Taylor U, Petersen B, Niemann H, Izsvák Z, 
Ivics Z, Kues WA. 
PLoS One. 2011;6(8):e23573. doi: 10.1371/journal.pone.0023573. Epub 2011 Aug 29. 
PMID:21897845 
Precision genetic engineering in large mammals. 
Garrels W, Ivics Z, Kues WA. 
Trends Biotechnol. 2012 Jul;30(7):386-93. doi: 10.1016/j.tibtech.2012.03.008. Epub 
2012 Apr 20. Review. 
PMID:22521716 
 

c) Megalapoztuk az SB rendszer indukalt pluripotens ossejtek (iPS) eloallitasara 
valo alkalmazasat eger, sertes es human sejtekben. 
Derivation and Characterization of Sleeping Beauty Transposon-Mediated Porcine 
Induced Pluripotent Stem Cells. 
Kues WA, Herrmann D, Barg-Kues B, Haridoss S, Nowak-Imialek M, Buchholz T, 
Streeck M, Grebe A, Grabundzija I, Merkert S, Martin U, Hall VJ, Rasmussen MA, Ivics 
Z, Hyttel P, Niemann H. 
Stem Cells Dev. 2012 Nov 2. [Epub ahead of print] 
PMID:22989381 
Sleeping Beauty Transposon-based System for Cellular Reprogramming and Targeted 
Gene Insertion in Induced Pluripotent Stem Cells 
Grabundzija I, Wang J, Sebe A, Erdei Z, Kajdi R, Devaraj A, Steinemann D, Szuhai K, Stein 

U, Cantz T, Schambach A, Baum C, Izsvák Z, Sarkadi B, Ivics Z. 
Nucleic Acids Res. (in press) 
 

d) Beinditottunk egy EU FP7 altal finanszirozott kutatasi programot, melynek celja az 
SB rendszer AMD-s betegek genterapiajara valo kidolgozasa es alkalmazasa 
(http://www.vision-research.eu/index.php?id=785). 
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