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Valaszok Dr. Boros Imre biralatara,
az abban megfogalmazott tudomanyos kérdésekre

Mindenekel6tt szeretném megkodszonni Dr. Boros Imre munkajat, hogy elvallalta az opponensi
felkérést, és az MTA doktori értekezésem rendkiviil alapos atolvasdsa utan azt minden
szempontbdl pozitivan értékelte. Megtisztel6nek tartom és 6romoémre szolgdl, hogy ezek
alapjan a dolgozatot nyilvanos vitdra alkalmasnak talalta, és a vitara bocsatdst javasolta.

Az aldbbiakban valaszolnék a biralatban megfogalmazott tudomanyos kérdésekre.

Kérdés 1: Az siRNSek “immunrendszerszer(i” védekezd funkciot téltenek be pl. invaziv RNS-sel
szemben, aminek a mechanizmusa mRNS degraddcid, vagy transzkripcio gadtlds. Egy invaziv
dsRNS esetében milyen mechanizmus tudja biztositani, hogy a gdtld siRNS mRNS
komplementer lesz?

Valasz 1: Ez egy érdekes kérdés: a gyakorlati tapasztalat azt mutatja, hogy a folyamat soran
biztos képz&dnek a mRNS szekvencidkkal komplementer, azaz antiszensz orientacioju siRNS
molekuldk, hiszen a védekezés mikodik. Az invaziv elemek, vagyis a virusok és a
transzpozonok életciklusa soran megjelend duplaszali RNS-ek az esetek tobbségében tobb
szaz nukleotid hosszusaguak (gyakran akar még hosszabbak), és ezekben a szekvencidkban
nagy valodszinlséggel el6fordulnak az invaziv elem mRNS szekvenciai is. A Dicer fehérje
aktivitdsanak koszonhet6en ezekbdl szamtalan kisméretld (21 nukleotid hosszusagu),
duplaszali RNS képzadik, amelyekbdl statisztikailag is nagyszamu esetben az antiszensz szal
fog a RISC-be beépiilni, amely hatékonyan képes degradalni a kérdéses mRNS molekulat.
Tulajdonképpen mRNS-enként 1 antiszensz siRNS is elegendd lenne, a valdsagban azonban
valdszindleg tobb is képzbdik, ndvelve ezzel a csendesités hatékonysagat. Természetesen sok
»szensz” kisRNS tartalmu RISC is képzd6dik, ugyanakkor ezek sem biztos, hogy ,,haszontalanok”.
A virus genomokra példaul sokszor jellemzdé a kis méret, a kompaktsag, és ebbdl addéddan
gyakoriak az atfedé gének is, amelyek gyakran egymassal antiszensz orientacidban
helyezkednek el. Ennek megfeleléen az egyik mRNS-sel megegyez6 szensz szekvencia az
ellentétes irdnyban atirodd, atfed6 mRNS-sel komplementer lesz, igy annak a degraddcidja is
elindul. Mindezek alapjan valdszinGsithetd, az siRNS utvonal ilyenformdn az invaziv elem
nagyon sok mRNS, vagy akar mas, strukturalis RNS szekvenciajat lebontja, igy hatékonyan
gatolja a virus vagy a transzpozon mikodését és szaporodasat.
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Kérdés 2: A PGBD expressziora vonatkozd adatai mind RNS mérésen alapultak, vagy van mdéd
és haszndlt ilyet a fehérjék képzédésének kimutatdsdra és mennyiségi jellemzésére is
kiilbnb6z6 sejtvonalakban és fiziologids kériilmények kézott?

Valasz 2: Koszonom a kérdést; ennek az aspektusnak a részletes ismertetése terjedelmi
okokbdl kimaradt a dolgozatbdl, ugyanakkor az ebben a témaban irt 2022-es
kdzleménylinkben ez szerepel (Kolacsek és mtsai, Gene, 2022, PMID: 35609796). A PGBD
génekrél képz6ds fehérjék ellen 1éteznek kereskedelmi forgalomban kaphaté antitestek, am
ezek sok esetben nem specifikus médon mas endogén fehérjéket is kimutatnak, ezért gyakran
nehéz volt az ezekkel kapott eredményeket értelmezni. Az emlitett kozleményink 3.
kiegészit6 abrajan ezt be is mutattuk ezt a problémat:
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Supplementary Figure 3. Western blot analysis of the transient expression of PGBDs in HEK-293 cell. Samples
from mock (without DNA) and GFP plasmid transfections served as controls. (A) PGBD1 (formerly known as
HUCEP-4) transfection was analyzed with an antibody specific for a short segment of the transposase domain
(Abgent, cat. AP17268C). Calculated MW of HUCEP-4 is 92.5 kDa, whereas the detected species has a higher
apparent MW due to posttranslational modifications. Arrowhead shows a potentially endogenously expressed
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shorter protein isoform but it is not validated. (B) Western blot analysis of cells transfected with PGBD2 (Biorbyt,
cat. orb519701). Calculated MW is 68 kDa. (C) Cells were transfected with the two PGBD3 variants and the
catalytic mutant (PGBD3N/D), antibody used is Sigma-Aldrich, cat. HPA025825. MW of solo PGBD3 is 67.5 kDa,
fusion variant CSB-PGBD3 is calculated as 119.4 kDa. This polyclonal antibody also depicts other weak bands,

most likely representing unspecific labeling. (D) Result of PGBD4 transfection, MW: 66.9 kDa (antibody used is
Sigma-Aldrich, cat. HPA040896). (E) Cells were transfected with PGBD5 variants and the exon 5 deleted mutant
(PGBD5del); antibody used is Biorbyt, cat. orb13159. PGBD5alt contains an alternative exon 1 and an N-terminally
fused GFP with MW of 79 kDa. Predicted PGBD5 is 58.5 kDa and whereas the deletion mutant is 51.1 kDa.
Arrowhead depicts a strong endogenous signal at a high MW which is likely an unspecific labeling (as also
detected earlier by others (Pavelitz et al., 2013)). Anti-beta-actin (Sigma-Aldrich, cat. A3854) was used as loading
control. Plasmids with appropriate expression cassettes are shown on the top of the gel photos.

Ugyanakkor némelyik, példaul a PGBD4 fehérje esetében az antitest nagyon jél hasznalhatd,
és az ezzel kapott mérési eredmények az RNS mérésekkel teljesen 6sszhangban voltak. A
PGBD1 esetében pedig lzsvak Zsuzsanna laboratériumaval egylttm(ikddve tobb antitest is
tesztelésre keriilt, és volt olyan, amely ugyan Western analizisre nem volt megbizhato, viszont
immunfluoreszcens jeldlésnél mikroszkdpi mintakon szépen miikodott, példaul a NEAT1_2
hosszi nem-kadold RNS-sel valo kolokalizacids kisérletekben (Rasko és mtsai, Mol Biol Evol,
2022, PMID: 36205081). Osszeségében tehat elmondhatd, hogy ahol sikeriilt technikailag
megbizhatd modszert beallitani, ott a jelenségek fehérje szinten is vizsgalhatok voltak.

Kérdés 3: A piggyBac transzpozdz rendezetlen NTDR részre vonatkozo adatok mennyire
megbizhatoak, tekintettel, hogy a mérés lényegében egy heteroldg rendszer, rovar enzim
humdn sejtvonalakban? Tovdbbd, hogyan kell értelmezni az NTDR-tél fiiggs, egyes
sejtvonalakban mérhetd lényeges eltéréséket egy autondm transzpoziciora képes elem
esetében? Epigenetikai eltérések dllhatnak ezek hdatterében?

Valasz 3: A piggyBac transzpozon alapu rendszer rendkivil hatékonyan mikodik eml&s, koztiik
human sejtekben is, és ez az oka annak, hogy a Sleeping Beauty rendszer mellett ez a
génbeviteli eljaras mara olyannyira elterjedtté valt. Az eml6s rendszer emellett lehetGséget is
ad a kifejlesztett Uj variansok tesztelésére, f6leg midta tudjuk, hogy a human homoldég elemek
nem adnak keresztreakciot a rovar eredeti transzpozonnal. Természetesen érdemes lenne
kisérleteket végezni rovarsejtekkel is, ott viszont a kisérletek értékelését bonyolitana, hogy
tobb, biztosan aktiv endogén piggyBac paraldg is taldlhaté a genomokban. Mindezek alapjan
mi is azt a masok altal is alkalmazott stratégiat valasztottuk, hogy a létrehozott variansokat
human sejtkulturakban teszteltik.

Ugyanakkor jogos a kérdés, hogy hogyan interpretalhatjuk a transzpozicido altalunk is
tapasztalt sejttipus-fliggését, amelyet egyébént az eredeti transzpozaz esetében is |atni lehet
(vo. példaul a disszertacié 21. és 22. abrdjat). Az eddigi eredményeink alapjan azt
feltételezziik, hogy ez a variabilitds a transzpozaz fehérje interakcids partnereitdl (els6sorban
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valészinlileg fehérje partnerektdl), és azok szovetspecifikus expresszids mintazatatol figg. Az
egyik versenytars laboratérium, a velink kdzel egy id6ben publikald Wilson-labor és
kollaboracids partnerei szerkezeti vizsgalataik alapjan példaul azt feltételezik, hogy az NTDR
szegmensen taladlhatd foszforilacios helyek gatolnak a transzpoziciét, igy az NTDR delécids
mutdns transzpozicids aktivitasa szerintik megemelkedik —igaz, kisérletesen 6k ezt az eredeti
terminalis szekvencidkat tartalmazd transzpozonos konstrukcidkon nem mutatjadk meg (Luo és
mtsai, Nucl Acids Res, 2022, PMID: 36537219). Ahogy az értekezés errél sz6l6 fejezetében is
bemutattam, mi ezzel nem feltétlenil értiink egyet, mert mi a delécids mutansok esetében
transzpozicidos csOkkenést latunk. A helyzetet bonyolitja, hogy a mi konstrukcidinkban
nagyobb a delécio, igy elképzelhetd, mas regulacids fehérjeszakaszok is hianyoznak, amelyek
okozhatjadk az ellentétes eredményeket. A jelenleg is folyamatban lévé kutatdsaink arra
iranyulnak, hogy azonositsuk az NTDR szegmenssel interakcidba I1épé& fehérjéket, és azt varjuk,
hogy azok expressziés mintdzatai magyarazattal szolgdlhatnak a transzpozicd sejttipus-
fliggésére.

A kérdés utolso részére vélaszolva valdszinUsithetd, hogy a jelenség mogott epigenetikai
eltérések allnak, de ezek nem a transzpozdz, hanem az interakcids partnerek epigenetikai
mintdzatanak, és ezaltal expresszids kilénbségeiknek koszonhet6k. Természetesen ezeket az
allitasokat is tovabbi kisérletekkel lehet és kell is igazolni.

Kérdés 4: Az el6bbivel 6sszefiiggd kérdés, hogy milyen mértékben mddosithatja a transzpozadz
aktivitdsra vonatkozo mérési eredményeket az, hogy a mérések jelentls részében nem
kromoszomadlis kdrnyezetben, kromatinba csomagolt, hanem plazmidon bejuttatott gén
kivdgdsat, vagy mds esetben egyetlen specifikus helyen integrdlodott gén kivdgdddsat
mérték?

Valasz 4: Nagyon j6 a kérdés, ez valdban egy érdekes Uj aspektust vet fel, a genomi
kornyezetben stabilizalédott transzpozaz m(ikodését, illetve egy transzpozon onnan torténd
kivdgddasat. Sok mads kutatocsoporttal egylitt mi is elsésorban a génbeviteli eljards (és a
jovébeli génterdpids eljards) modszertanat alkalmaztuk, és elsGsorban az episzomilis
vektorokon bevitt komponensek miikodését vizsgaltuk. Erdekes lenne létrehozni olyan
sejtvonalakat, amelyek endogén integraldodott formaban, akar az eredeti konstellaciénak
megfelel6en — a terminalis repetitiv szekvenciakkal hatarolva — tartalmaznak a transzpozazt
kifejez6 transzkripcios egységet. Véleményem szerint egy ilyen stabil sejtvonalban,
kromoszémalis koérnyezetben elhelyezked6 kopiardl valdszinlileg joval moderaltabb
expressziot és kisebb mérték( valtozdsokat tapasztalnank, mint a robosztus expressziét
biztositd tranziens rendszerekben. Hasonld kisérleteket korabban a Sleeping Beauty
transzpozonos rendszerrel végeztiink: ott mind az expresszids szintek mértéke, mind a genomi
kopidk (egy vagy tobb) kivagasanak a hatékonysaga joval alacsonyabb szintl volt, mint a
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plazmid templat esetében. Az eredmények nyilvan dsszefliggnek azzal, hogy a természetes
kromatin kornyezet a sejtek szamara alacsonyabb, tolerdlhatébb expressziét biztosit, illetve
az ilyen kornyezetben torténd exciziét jelentésen befolyasoljak a transzpozaz és a kromatin
fehérjék kolcsonhatasai is. A piggyBac-es rendszerrel viszont ilyen vizsgalatokat egyel6re nem

[\

végeztink.

Végezetiil még egyszer szeretném megkdszonni Dr. Boros Imrének, hogy id6t szakitott az
értekezésem alapos biralatara, és kérem a kérdéseire adott vdlaszaim elfogadasat.

Budapest, 2025. aprilis 8.

Q4 Sa!

Dr. Orban Tamas
Kutatécsoport vezet6
Génregulacidé Kutatdcsoport
HUN-REN TTK MEI
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