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Vialaszok Dr. Gallyas Ferenc biralatara,
az abban megfogalmazott tudomanyos kérdésekre

Mindenekel6tt szeretném megkoszonni Dr. Gallyas Ferenc munkajat, hogy elvallalta az
opponensi felkérést, és az MTA doktori értekezésem alapos atolvasasa utan azt minden
szempontbdl pozitivan értékelte. K6sz6ndm dicséré szavait és 6romodmre szolgal, hogy ezek
alapjan a dolgozatot nyilvanos vitara alkalmasnak talalta, és sikeres védés esetén tamogatja
részemre a MTA doktora cim odaitélését.

Az alabbiakban vdlaszolnék a biralatban megfogalmazott tudomanyos kérdésekre.

Kérdés 1: Az alkalmazott sejtvonalak mind humdn eredetliek. Nem lett volna értelme egy
egérsejtvonal haszndlatdnak is, tekintve, hogy az egérben a kddolo gének szama jelentdsen
nagyobb, mint az emberben.

Valasz 1: Koszondm a kérdést, egér eredetl sejtvonallal valdban nem dolgoztunk. A
kisérleteink nagy tobbségét human eredetl sejtvonalakon végeztiik, ugyanakkor az siRNS
rendszer vizsgdlatakor rengeteget dolgoztam Drosophila sejtekkel, és valamennyit névényi
eredetli sejtekkel is. Nem maradt ki ugyanakkor a ragcsalomodell sem: transzgenikus
kisérleteink egy részét patkany sejtekben, illetve patkany eredeti szovetekbdl nyert mintakon
végeztik. A genomjdban taldlhatd fehérjekddold gének szdmat tekintve a patkany (23113)
felilmdlja mind az egér (22395), mind az ember (19983) ilyen tipusu génjeit
(https://rgd.mcw.edu/rgdweb/report/genomelnformation/genomelnformation.html), és a

transzpozon integracids helyek vizsgalatanal és annotalasanal figyelembe kellett venni ennek
a genomnak a sajatossagait. Egyetértek a biraloval, hogy lehet6ség szerint érdemes minél
tobbféle modellrendszeren vizsgalddni, hiszen ez segiti mind az altalanos érvényl, mind az
esetleges fajspecifikus folyamatok feltarasat és jobb megértését.

Kérdés 2: Tovabbra is a sejtvonalakndl maradva, a HEK-293 embriondlis eredetii normal, mig
a masik kettd felnGtt nékbdl szarmazo rdkos eredetii sejt. Az ennyire eltérd tulajdonsagu
sejtekkel végzett vizsgdlatok alapjan mennyire tiint univerzdlisnak az siRNS utvonal dltal
kijelolt mRNS molekuldk degraddciés mechanizmusa?

Valasz 2: Az siRNS utvonal vizsgalatat a legalaposabban Drosophila melanogaster eredetd
sejtekben végeztem, de a kés6bbi munkank soran a birdlo altal is emlitett human
sejtvonalakon, illetve névényi eredetl sejteken (Nicotiana benthamiana dohanynévényen) is
voltak vizsgalatok. Mindezek mellett a Drosophila sejtekben leirt modelliinkkel parhuzamosan


mailto:orban.tamas@ttk.hu
https://rgd.mcw.edu/rgdweb/report/genomeInformation/genomeInformation.html

HUN-REN TERMESZETTUDOMANYI Dr. Orban Tamas, Ph.D.

KUTATOKOZPONT Génreguldcié Kutatécsoport Vezetd
I-I U N A& 1 H M“ N H‘ Molekuldris Elettudomanyi Intézet TELEFON: +36 1 382-6638
R E N = WTA 1117 BUDAPEST, MAGYAR TUDOSOK KORUTJA 2. E-MAIL: orban.tamas@ttk.hu
ttk Kivilé Kutatohely LEVELCIM: 1519 BUDAPEST, PF. 286 www.ttk.hun-ren.hu

megjelent egy kdzlemény, amely Arabidopsis thaliana (IGdfi modell) sejtekben irta le az siRNS
(illetve a novényi sejtekben a teljesen komplementer mdédon kitapadé miRNS) altal kivaltott
endonukleazos hasitas utan a 3’ fragmentum 5’3’ irdnyu degradacidjat (Souret és mtsai, Mol
Cell, 2004, PMID: 15260969). Mindegyik esetben azonos volt a mechanizmus logikaja és
effektor enzimei: az Ago fehérje tartalmu RISC kivaltotta hasitast kovetéen a 3’ intermediert
az Xrnl fehérje (ill. annak megfelelé homoldgja, Arabidopsis-ban példaul az AtXrn4) bontja le
5’23’ irdnyban, mig az 5 intermediert a Ski-complex segitségével 3’25’ iranyban az
exoszOma bontja le. Ezen eredmények alapjan ugy tilnik, hogy az RNS interferencia ezen aga
altal kivaltott RNS degradacio Utvonala univerzalisnak tekinthet6.

Kérdés 3: Mandal és Kazazian, 2008 hivatkozds alapjdn az emberi genomban nagyjdbol 2000
db piggyBac-eredetii szekvencia taldlhaté, amelyekrél Onék bebizonyitottdk, hogy
domesztikalodtak és transzpondldsra nem képesek. Ugyanakkor a génterdpia szempontjdbol
ezek a szekvencidk kockdzatot jelentenek. Lehetséges olyan kisérleti rendszert ésszedllitani,
amelyben ki lehetne vdltani a transzpozon aktivitds felébredését? Elegendd bizonyitékot jelent,
ha a kifejlesztett konstrukciokkal (piggyBac és feltdmasztott Sleeping Beauty) végrehajtott
transzfekcio soran nem ébrednek fel a domesztikdlodott transzpozonok? Meddig kell elmenni
a biztonsdgi vizsgdlatokkal?

Valasz 3: Ez egy nagyon fontos kérdés, és egyben a génterapia egyik legfontosabb kérdése.
Altaldnossagban elmondhaté, hogy a biztonsagi vizsgalatokkal a lehetd legvégsékig kell
elmenni, hiszen a gyégyitas soran nem szeretnénk semmilyen kart okozni, illetve a lehet6
legkisebb mellékhatassal bird eljarast kivanjuk kifejleszteni. A Sleeping Beauty rendszernek az
a hallatlan nagy el6nye, hogy a human genomban nem taldlhato ilyen tipusd Tcl/mariner
transzpozon (vagyis se transzpozazt kddold gén, se termindlis ismétl6d6 szekvencia), igy ez a
rendszer ebbdl a szempontbdl teljesen biztonsagos (Ivics és mtsai, Cell, 1997, PMID: 9390559;
Madtés és mtsai, Nat Genet, 2009, PMID: 19412179). A piggyBac rendszer ebbdl a szempontbdl
komolyabb kihivast jelentett, hiszen a humdan genomban taldlhatd koépidak potencialis
veszélyforrast jelenthetnek. Sajnos az értekezésben is diszkutalt, a PGBD5-tel kapcsolatos
ellentmondasos eredmények, noha a szlkebb szakmai korokben mara mar elfogadott azok
komoly metodikai hiban alapuld volta, sokaig novelték a piggyBac rendszerrel kapcsolatos
félelmeket (Henssen és mtsai, Elife, 2015, PMID: 26406119; Ivics, Mol Ther, 2016, PMID:
27198853). Ugyanakkor tobb erre irdnyu vizsgdlat, koztiik a mi eredményeink is azt igazoljak,
hogy egyik human piggyBac homoldg kdpia sem képes mar a mobilizaciéra, amit egyébként
szamtalan korabbi, piggyBac-alapu génbeviteli kisérlet is alatamasztani latszik (Saha és mtsai,
Nucl Acids Res, 2015, PMID: 25605795; Beckermann és mtsai, Nucl Acids Res, 2021, PMID:
34232995; Kolacsek és mtsai, Gene, 2022, PMID: 35609796). Jelenleg az az elfogadott
allaspont, hogy a genomi fosszilidk jelenléte ellenére a piggyBac alkalmazdasa ilyen
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szempontbdl biztonsagos, és folynak is olyan Kklinikai vizsgalatok, amelyekben ezt a
transzpozonos rendszert tesztelik génterdpids alkalmazasokban (a https://clinicaltrials.gov/
adatbazisban jelenleg ketté ilyet talaltam, amelyekben genetikailag mddositott CAR-T-

sejteken alapuld terapidk alkalmazasa a cél B-sejtes limfomak, illetve szisztémas Lupus
Erythematosus betegség esetén).

Természetesen ,hatraddSini” sosem lehet, hiszen mindig van mit finomitani az eljarasokon: a
piggyBac rendszer esetében példaul a transzpozon nem annyira kedvez6 integracios profilja,
az aktivan atirodo gének irdnydba mutatott integracios preferencidja a mutagenezis és a
genotoxicitas potencidlis forrdsa. llyen megfontoldsokbdl is mindenképp van |étjogosultsaga
az Uj variansok tesztelésének, és ennek kapcsan Ivics Zoltan laboratdriumaval kozosen jelenleg
mi is vizsgaljuk példaul az altalunk létrehozott NTDR mutans integracids profiljat,
genotoxicitasat. Ha ezek az eredmények egy kedvez6bb beépiilési eloszlast mutatnak, az
megnyithatja az utat egy alacsonyabb genotoxicitdsu, biztonsagosabb piggyBac
vektorrendszer kidolgozasa felé.

Kérdés 4: A kordbban haszndlt adeno-asszocidlt virus konstrukciokkal szemben miben Ildtja a
transzpozon alapu konstrukciok elényeit génterdpids alkalmazds szempontjabol?

Valasz 4: Az adeno-asszocialt virusok (AAV) a génterdpia tobb szempontbdl is nagyon igéretes
eszkozei. Kevébé immunogének, mint a adenovirusok, sokféle sejttipusba képesek bejuttatni
a kivant transzgént, és a 19. kromoszéma egy kijel6lt régidjaba torténd integracidéval hosszu
tdvon is tartds expressziét lehet velik elérni. Van azonban néhdny hatranyos tulajdonsaguk,
amelyek problémat jelentenek ezen vektorok elSallitasa és alkalmazasa szempontjabdél. A
legfontosabb a limitalt cargo kapacitas: a virusba egyszald DNS formajaban egy maximum 4,8
kb hosszisagu transzgént (expresszios kazettat) lehet ,,becsomagolni”. Probléma lehet még,
hogy a populaciéban a vad tipusu AAV-vel vald el6zetes fert6zés kapcsan humoralis
immunvalasz alakulhat ki, amely komolyan csékkenti az ilyen vektorok alkalmazasat példaul
vakcindcids célokra is (lasd a Covid-pandémia idején bizonyos oltéanyagok limitalt
alkalmazhatésagat). Végezetil mivel mégiscsak egy embereket fert6z6 virus szarmazékardl
beszéliink, a vektorok elGallitdsa specialis felszereltségli és biztonsagi szintl laboratoriumi
kornyezetet igényel, amely nyilvan megnodveli a koltségeket.

Az el6bbiek alapjan azt gondolom, hogy a transzpozonos rendszerek alkalmazdsa ezekben az
aspektusokban lehetnek el6nydsebbek az AAV-alapu vektoroknal. A cargo méretét tekintve
sokkal kisebbek a korlatok, majdhogy nem elenyészéek. Mind a Sleeping Beauty, mind a
piggyBac rendszer esetén rutinszer(ien 4,8 kb-nal sokkal hosszabb, akar 8-10 kb hosszusagu
inszerteket is nagy hatékonysaggal lehet mozgatni (/zsvdk és mtsai, Bioessays, 2010, PMID:
20652893; Woodard és Wilson, Trend Biotechnol, 2015, PMID: 26211958). A cargo méretét
tovabb lehet novelni, és vannak példak extrém nagy méret(, példaul 150 (!) kb hosszusagu
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BAC klonok transzpozon alapu atvitelére is, bar természetesen a génbeviteli hatékonysag
ezekben az esetekben azért jéval alacsonyabb (Rostovskaya és mtsai, Nucl Acids Res, 2012,
PMID: 22753106). Az AAV alapu vektorokkal szembe tovabbi elény, hogy nem kell tartani az
el6zetesen kialakult humoralis immunvalasztdl, illetve fontos szempont, hogy a transzpozonos
vektorok el6allitdsahoz nincs sziikség specialis védettségi szintl laboratdriumokra.
Mindazondltal a transzpozon alapu vektoroknak is vannak korlataik: ide tartozik példaul, hogy
a génbevitelhez elengedhetetlen a célzott sejttipus jé transzfektalhatdsaga, amely a virus
alapu transzdukciénal sokkal kevésbé limitalé tényez6. Nyilvanvaldéan minden
vektorrendszernek megvannak a maga el6nyei és hatranyai, és adott génterdpias
fejlesztéseknél az 6sszes elérhetd platform tulajdonsagait figyelembe veszik — az elmondottak
alapjan azonban azt gondolom, hogy ebben a ,versenyben” a transzpozonok is egyre jobb
esélyekkel indulnak (Ivics és Izsvdk, Mob DNA, 2010, PMID: 21138556).

Végezetiil még egyszer szeretném megkdszonni Dr. Gallyas Ferencnek, hogy id6t szakitott az
értekezésem alapos biralatara, és kérem a kérdéseire adott valaszaim elfogadasat.

Budapest, 2025. aprilis 8.
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