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Biralat Orban Tamas Istvan ,,Nem-kdédol6” és invaziv elemek az eukariota genomokban: szerepiik és
orvosbiologiai hasznositasuk” cim(i MTA Doktori értekezésérdl

Készitette: Boros Imre Miklds DSc

Orban Tamas Istvan MTA doktori értekezése a szerz6 2005-t61 2022-ig terjed6 idészakban
megjelent kozleményiben leirt eredményeit foglalja 6ssze. A dolgozatban targyalt két témakorben elért,
azaz a mikro RNS-ekre és a transzpozonokra vonatkozé eredményeirdl, Orban Tamas az emlitett
id6szakban 15 (14 primer adatot kozl6 és 1 6sszefoglald) kozleményt készitett meghatarozé szerz6i
hozzajaruldssal (ezekben 3 alkalommal elsé és 12 alkalommal levelez§ szerz8). A kézlemények két 6téde
miRNSekkel, harom 6tdde transzpozonokkal foglakozik. A dolgozat témajahoz kapcsoléddéként emlit a
szerz@ tovabba 13 tovabbi kdzleményt és helyenként ezekbdl eredményeket idéz munkdjaban. E
kézlemények téma szerinti megoszlasa az el6bbiekhez hasonld. Transzpozonokra vonatkozé munkaja
eredményeinek gyakorlati alkalmazasdra pedig munkatdrsaival hdrom szabadalmi bejelentést tett az
emlitett id&szakban.

Orban Tamas dolgozataban dsszefoglalt munkdjat nemzetkdzi vonatkozasban korszer( és
izgalmas témakorokben végezte. A molekularis biolégia ezredforduldn és azt kovetGen elért eredményei
kozott szamos adott okot egyidejlileg 6romre és megdobbenésre tuddsunk bdéviilése, illetve korlatozott
voltanak felismerése miatt. Az ugrasszer(i ismeretgazdagodas az organizmusok genomjardl, egyiitt jart a
megdobbentd felismeréssel, hogy mennyire kevéssé értjiik e genomok mikodését. Ma sincs
magyarazatunk arra, hogy hogyan biztositjak hasonld szamu gén egyittesek rendkiviil eltéré életformak
mUikodését. Az alig néhany szazaléknyi genom részt kitevs fehérje kddold exonok és vellik kapcsolt intron
szekvencidk mellett a genomok nagyobb részét alkotd ismétléds részek — a nagyrészben transzpozon és
transzpozon-eredetd szekvenciak felismerése viszonylag egyszer( volt — jelentGségikrdl és szerepikrdl
azonban ma is csak részleges ismereteink vannak. Azt kbvetGen is, hogy az ENCODE projektek feltartak: a
genomok e részei se csendesek - jelentds részik atirasra keril és transzkripcidjuk termékei a nem-kédold
RNS-ek valtozatos és rendkiviil komplex vildgat alkotjak.

Orban Tamas kutatasai pontosan ezekre a nagyon korszeri és kompetitiv terliletekre esnek.
Kutatasi kérdései mikro RNSek és transzpozonok képzGdésére és szerepére vonatkoznak. Kérdéseire
adott valaszai e két, az ismereteinket tekintve még a genomok feltdratlan vildgaba tartozé
molekulacsoportrdl adnak értékes, Uj adatokat és jarulnak hozza tuddsunk béviiléséhez. Dolgozataban
ismertetett munkaja elsé része a 20-24 nukleotid hosszu, szabalyozd RNS molekuldk képz6désének és
mUikodésének megértésére irdnyult. A megismerés lépései miatt ezek, mint siRNS-ek és miRNS-ek és
szdmos mas jeldléssel jelentek meg a tudomanyban, mig egyre vildgosabba valt, hogy valdjaban tdbb
ponton 6sszekapcsolddd és atfedd, bonyolult szabalyozd rendszerek kozremikodai.

Orban Tamas munkai négy vonatkozasban: (1.) kis RNS-et tartalmazé komplex altal elinditott
MRNS bontdsban résztvevd sejt komponensek azonositasaval, (2.) egy sajatos, intron-eredetl miRNS
csoport képzédésének kimutatasaval emlbs sejtekben, (3.) a miRNS-ek sokféleségéhez hozzajaruld
képz6dési sajatossagok és a heterogén miRNS formak kimutatasanak problémaira torténé ramutatassal,
valamint (4.) egy komplex, nagyszamu miRNS szintézisét biztositd transzkripcids egységen érvényesilé
szabalyozasrdl alkotott modellel, jarulnak hozza a tudomanyos ismeretek béviiléséhez a nem kddold




RNS-ek e fontos csoportjardl. A szerz6 ezekben a témakban kozolt és a dolgozatdban dsszefoglalt
eredményei részben 3ltala el6szor leirt, részben a szakterilet mds kutatdival egyidejlileg tett
felismerések, valamint olyan mddszerek és eljarasok, amelyeket szakterilet hasznal, vagy
tovabbfejlesztett. Munkai eredményeit a tudomanyos kdzosség elfogadta, az azokat leird cikkek jelent6s
idézettségi szammal birnak (324 citacié a témaban irt négy adatkozl6 kozleményre). A dolgozat e
teriletre vonatkozd, négy pontban 6sszefoglalt Uj tudomanyos eredményeit birdldként elfogadom,
azokat jelentdsnek és hitelesen bemutatottnak vélem. Rovid 6sszefoglalasukat az aldbbiakban latom:

Orban Tamas egyik legnagyobb nemzetkdzi visszhangot kapott munkajaval géncsendesitést
alkalmazva meghatdrozta, hogy az ecetmuslicdban ismert négy Argonaute fehérje kozil az Ago2 vesz
részt a RISC komplex felépitésében és hogy a RISC dltal elGidézett hasitast kovetSen a cél RNS darabokat
a sejt endogén lebonté rendszere, specifikusan az exoszoma és az Xm1 exonukleaz bontja tovabb. E
kisérleteket tovabb kiterjesztve kimutatta azt is, hogy de-capping enzim és de-adenildzok nem vesznek
részt az RNS lebontasdban. Igy tehat munkdjaval egy sajatos RNS dagradaciés mechanizmust mutatott ki,
amiben egy komplementer kis RNS altal kijel6lt részen torténd hasitdst 5’ és 3’ irdnyba kiterjed6en, két
kiilonbo6z6 enzim kozremiikddésével megvaldsuld bontas kdvet. Ez a modell tobb labor altal mas kisérleti
rendszerekben is megerdsitést nyert és altalanosnak bizonyult.

Egy masik kisérlet sorozat az eml6s miRNS-ek egy nem kanonikus érési folyamatanak Iépéseit és ennek
eredményeként, az eml8s mirtronok képzddését tarja fel. A mirtronok olyan miRNSek, amelyek
elémolekuldi fehérje gének intron szekvencidi. Tekintettel, hogy az intronok mérete jelent&sen valtozik
az organizmusok evolucids szintjével, nem meglepd, hogy a mirtronok érése a rovar és féreg
rendszerekhez viszonyitva, eml&sdkben eltéréseket mutat. Orban Tamas bioinformatikai mddszerekkel
azonositott mirtronokbdl rekombinans géneket hozott létre. Ezek splice mutans valtozatait és olyan
sejteket haszndlva, amelyekben a kanonikus miRNS érésben szerepet jatszo funkcid hianyzott, kimutatta
mirtronok képzédését emlbs sejtben és, hogy ezt a mRNS érés folyamata (splicing) inditja el.

A mirtronok képz6édését vizsgalé munkajanak egy kiterjesztéseként azt vizsgalta, hogy a prekurzor
formaban hajtlszerl, egyesszali RNS molekula 5’ és 3’ része egyarant miRNS-sé érhet-e. Ez a kérdés
egyrészt a képezhet6 miRNS-ek szamanak bdviilése, masrészt a szabalyozas mddja miatt érdekes. ,,Cover
page” publikacidban kozolt eredményeivel a szakirodalomban az elsék kdzott bizonyitotta, hogy a hajtd
mindkét aga, azaz a prekurzor RNSek 5’ és a 3’ része egyarant, érett miRNS komplexek része lehet. Ez a
megfigyelés, kiegészitve az azdta tett felismerésekkel, hogy sejttipusonként a két kar hasznalata eltérhet,
jelentésen novelheti a miRNS vildg és az altala biztositott szabalyozas eddig is nehezen beldthato
komplexitasat. Ugy vélem, hogy ha nem is tudjuk még pontosan hogyan, de ezek az eredmények a
kordbban emlitett k6zel azonos szdmu gén - nagyon eltéré organizmusok probléma valamikori
megoldasanak irdnyaba tett |épéseket jelentenek.

Orban Tamas egy tovdbbi munkaja a miRNSek mennyiségi kimutatasanak megbizhaté mddszerére
irdnyult és ezzel 6sszefliggésben az 5’- és 3’ végi szekvencia variabilitdsra (az izomiR-ek léte).
Munkatarsaval k6zolt kozleményiikben felhivjak a figyelmet az RNS mennyiségi meghatarozas ebbdl
addédo problémaira és haszndlhatd mddszert ajanlanak a kikliszobolésikre.

miRNS-ekre vonatkozé munkdja negyedik részével a szerz6 miRNS képz6&dés transzkripcionalis és poszt-
transzkripcids szabalyozasat vizsgalta a human C19MC miRNS géncsoporton. Errél a 100 kb-t meghaladd
kiterjedésd miRNS klaszterrél egyetlen transzkriptum irédik at, szévetspecifikus expresszidval. A
transzkriptumbdl 46 érett miRNS képzédik, expresszids szintjlikben polaritast mutatva. A szerzé és mti.



kimutattak, hogy ennek szabalyozast részben transzkripcid, részben transzkripciéhoz kapcsolddé miRNS
érés biztositja és modellt ajanlottak, amiben 6sszefoglaljak a feltételezhet6en mdas miRNS klaszterekben
is érvényesil6 szabdlyozdsban résztvevé molekularis kapcsolatokat.

miRNS-ekre vonatkozé munkadja logikus folytatdsaként Orban Tamas tovabb Iép, e molekuldk
biomarkerként torténd alkalmazasi lehetGségeinek feltdrasa. A dolgozat szovegébdl kitlinik, hogy van
ilyen irdnyu prébalkozdsa, az azonban nem része a dolgozatban targyalt eredményeknek.

Véleményem szerint tehat, Orban Tamas munkadjaval jelent6sen hozzajarult a kis RNSek vilagardl
alkotott ismerethalmaz bdéviiléséhez. Eredményei altalanos érvénylinek tekinthetd lebontasi Gtvonalat
hataroztak meg, human intron eredetl miRNS-ek létét és képz6dését bizonyitjak, valamint
hozzajarulnak a miRNSek sokféleségét okozé okok és ez ebbdl adéddan sziikséges mérési modszerek
bdévitéséhez és a szovetspecifikus, koordinalt expresszidt biztosité mechanizmusok feltarasahoz.

Dolgozata masodik részében Orban Tamas transzpozonokra vonatkozé munkait foglalja 6ssze.
llyen irdnyu kutatasanak mozgatdrugdi a transzpozonok evollcids szerepére és mozgasuk
mechanizmusanak részleteire irdnyuld kivancsisag és a transzpozonok, mint génbeviteli eszkdzok
tokéletesitési vagya volt. Ha a kis RNS-ek vildga komplex és rejtélyes, akkor a transzpozonoké
tobbszorosen az. Olyan alapvet6 kérdések nem megvalaszoltak pl., hogy mozgdsképes-e a genomunkban
kb. 2000 szekvencia részletben felismerhet6 piggyBac DNS elem. A génterapias alkalmazasokban jél
haszndlhato transzpozon mozgasa ugyanis nyilvanvaldan sulyos kévetkezményekkel jarhat. Az ennek
meghatdrozdsdra végzett munkajaval Orban Tamas az 6t human piggyBac transzpozazt kédolé gént
(PGBDs) vizsgalta annak meghatarozasara, hogy ezek valamelyike képes-e aktiv transzpozaz enzim
szintézisét biztositani. A koriltekint6 és tobboldalu analizis eredménye szerint egyik PGDB fehérje se
rendelkezik transzpozaz aktivitassal és a mobilizalas elsé |épését, a kivagddast sem képesek katalizalni a
hasznalt cél (TIR) szekvencidk esetén. Expresszidjuk sajatossagai ugyanakkor arra utal, hogy e fehérjék
,domesztikalodtak” és még fel nem tart szereppel rendelkeznek. Ennek felderitésén — ami az evolucio
egy sajatos madjanak tettenérését jelenti - a szerz6 munkacsoportja jelenleg is dolgozik, és
egyuttm(ikodésben mar érdekes adatokat tartak fel az egyik PGBD fehérje szerepérdl, amivel az a NEAT1
IncRNS-en at, a neuronalis differenciaciot szabalyozza.

A piggyBac transzpozonokra vonatkozé mas munkaiban Orban Tamas a transzpozaznak egy eddig nem
azonositott funkciéju, rendezetlen doménjét (NTDR) vizsgalta. Megallapitotta, hogy a fehérjének ez a
része sejttipustol fliggéen befolydsolja a transzpozicid hatékonysagot, és szerepe a kivagddasi lépésben
szamottevl. A transzpozaz fehérjének e részére vonatkozé eredményei részben ellentmondanak mas
laboratdrium adataival. A szerz6 a dolgozatban kritikusan értékeli sajat és masok eredményeit és a
helyes kovetkeztetést vonja le, hogy a nyitott kérdések tisztazasa tovabbi vizsgalatokat igényel.

A transzpozonok hatékony génbeviteli eszk6zok modell rendszerekben és potencialisan human
génterdpiaban is. Haszndlatuk azonban megkivanja a nagyon pontos kvantitativ ismereteket
hatékonysagukrél, beépilésiik gyakorisagardl, annak lehetséges mddositasardl. Orban Tamas ilyen
irdnyu munkajdval a Sleeping Beauty transpozonos rendszer fejlesztésén dolgozott. Megbizhato PCR
alapu képiaszam meghatarozé maddszert dolgozott ki a Sleeping Beauty transzpozonos rendszerre és
modern riporter gén konstrukcidkat hasznalva a transzpozicié els6 [épésén alapuldé mddszert fejlesztett a
transzpozaz hatékonysag mérésére. Osszegezve: eredményei a transzpozon alapu génbevitel
optimalizaldsdhoz adnak adatokat és mérési eljarasokat.



Dolgozata befejez6 részében Orban Tamas olyan sejt és allat modelleket ismertet réviden, amelyeket
munkacsoportjaval és egylittm{koddSkkel transzpozonok alkalmazasaval hozott létre. A létrehozott
modellek egyike GFP-t expresszald dssejtek. A kutatdi szerencse és annak felismerése eredményeként
ezek kialakitasa sordn altalanosan aktiv és szivizom sejtekben transzkripciésan nagyon aktiv —, double
feature” prométert tudott azonositani, ami tobb tekintetben gyakorlati alkalmazast nyerhet és
szabadalmi védettséget is érdemelt. Egy masik irdny a modellek kialakitasaban kalcium szenzorfehérjét
kifejez6 transzgenikus patkany sikeres el6allitasa volt.

Transzpozonokkal kapcsolatos kutaté munkaja eredményeit Orban Tamas harom tézispontban
Osszegezi. Ezeket a téziseket, azaz (1) a piggyBac transzpozaz human genomban azonositott elemeire
vonatkozo adatait és a transzpozaz rendezetlen doménjére vonatkozo adatait, (2) a Sleeping Beauty
transzpozazon alapulé génbeviteli rendszer optimalizalasaban és mennyiségi jellemzésében elért
eredményeit és (3) az utdbbi rendszer hasznalataval elGallitott sejt és allat modelleket, biraloként uj és
értékes tudomanyos eredményeknek vélem. Megjegyzem, hogy bar a transzpozonokra vonatkozé
munkairdl a szerz6 tobb kdzleményt kozolt, mint a miRNSekre vonatkozdkrél, a kordbbiak idézettsége
jelent6sen elmarad az utébbiakhoz képest. Ezt talan részben az id6, részben a téma sajatossaga
indokolhatja és remélhetd, hogy a jév6ben e munkak is jobban integralédnak a tudomany e teriletének

ismereteibe.

Ismertetett véleményemnek megfelel6en, Orban Tamas doktori cim elnyerésére benyujtott dolgozatat
nyilvanos vitara alkalmasnak tartom és javasolom.

Kérdéseim:

1, Az siRNSek “immunrendszerszer(i” védekez6 funkciét toltenek be pl. invaziv RNS-sel szemben, aminek
a mechanizmusa mRNS degradacid, vagy transzkripcio gatlas. Egy invaziv dsRNS esetében milyen
mechanizmus tudja biztositani, hogy a gatlé siRNS mRNS komplementer lesz?

2. A PGBD expressziora vonatkozé adatai mind RNS mérésen alapultak, vagy van méd és hasznalt ilyet a
fehérjék képzédésének kimutatdsara és mennyiségi jellemzésére is kiilénb6z6 sejtvonalakban és
fiziolégias kortilmények kozott?

3. A piggyBac transzpozaz rendezetlen NTDR részre vonatkozé adatok mennyire meghbizhatdak,
tekintettel, hogy a mérés lényegében egy heteroldg rendszer, rovar enzim human sejtvonalakban?
Tovabba, hogyan kell értelmezni az NTDR-t6l fliggd, egyes sejtvonalakban mérhet6 Iényeges eltéréséket
egy autondm transzpoziciora képes elem esetében? Epigenetikai eltérések allhatnak ezek hatterében?

4. Az el6bbivel 6sszefliggb kérdés, hogy milyen mértékben mdédosithatja a transzpozaz aktivitasra
vonatkozdé mérési eredményeket az, hogy a mérések jelentds részében nem kromoszédmalis
kérnyezetben, kromatinba csomagolt, hanem plazmidon bejuttatott gén kivagdsat, vagy mas esetben
egyetlen specifikus helyen integralddott gén kivagddasat mérték?

Szeged, 2024. december 12.

Boros Imre Miklds




IGAZOLAS

Ezt az elektronikus dokumentumot az elektronikus lGgyintézés részletszabalyairdl sz6l6 451/2016.
(XI1.19.) Korm. rendelet alapjan nyujtott azonositasra visszavezetett dokumentumhitelesités
(AVDH) kozponti elektronikus Ugyintézési szolgaltatas keretében az IldomSoft Zrt. — mint
szolgaltatd — elektronikus bélyegzdvel és idébélyegzével latta el.

A polgari perrendtartasrol sz6l6 2016. évi CXXX. térvény 325. § (1) bekezdés g) pontjaban
foglaltaknak megfeleléen az azonositasra visszavezetett dokumentumhitelesités szolgaltatas
keretében hitelesitett dokumentum teljes bizonyitd erével rendelkezik.

A szolgaltatasra vonatkozo részletes tajékoztatd elérhet6 a szolgaltaté honlapjan:
https://magyarorszag.hu/avdh.

A szolgaltaté a Kézponti Azonositasi Ugynokdn (KAU) keresztiil elérhetd azonositd szolgaltatast
vette igénybe annak megallapitasara, hogy a csatolt eredeti elektronikus dokumentum DR.
BOROS IMRE MIKLOS tigyféltdl szarmazik.

Az azonositas idépontja: 2024.12.13. 10.17.29

Az azonositott Ggyfél adatai:

Szlilletési név: DR. BOROS IMRE MIKLOS
Szlletési hely: TAKTAHARKANY
Szlletési datum: 1953.12.05.

Anyja neve: BATO ERZSEBET

Ez az elektronikus dokumentum két, egymastdl elvalaszthatatlanul 6sszetartozo6 részbdl, az eredeti dokumentumbdl és zaradékbol all.
Az Igazolas cimdi jelen zaradék az eredeti elektronikus dokumentum csatolt melléklete. A zaradék olvashaté széveges formaban rogziti
az eredeti dokumentum hiteles elektronikus alairassal valo ellatasanak korilményeit és az ezzel kapcsolatos egyéb adatokat.

Az Ugyfélszolgalat és a szolgaltatas elérhetdségei

Telefon: Magyarorszagrol: 1818 Kulféldrél: +36 1 550 1858
Honlap: https://magyarorszag.hu/avdh E-mail: ekozig@1818.hu
https://magyarorszag.hu/szuf_kapcsolat
Hibabejelentés az év minden napjan 0-24 6ra kozoétt lehetséges
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