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Valaszok Dr. Székvolgyi Lorant biralatara,
az abban megfogalmazott tudomanyos kérdésekre

Mindenekel6tt szeretném megkoszonni Dr. Székvolgyi Lorant munkajat, hogy elvéllalta az
opponensi felkérést, és az MTA doktori értekezésem alaposan atolvasasa utan azt minden
szempontbdl pozitivan értékelte. Ordmdmre szolgal, hogy ezek alapjan sikeres védés esetén
tamogatja részemre a MTA doktora cim odaitélését.

Az alabbiakban valaszolnék a biralatban megfogalmazott tudomanyos kérdésekre.

Kérdés 1: Az RNSi és a NSD (nonstop mediated decay) RNS lebontdsi rendszerek kapcsolata
rendkiviil er6s névényekben, amelyet viszont nem tudtak kimutatni Drosophila-ban és
emldsokben. A Jel6lt feltételezi, hogy C. elegans-ban esetleg ki lehet mutatni a névényekhez
hasonlo szoros dsszefiiggést a két utvonal kézétt. Mire alapozza ezt a feltételezést? Esetleg C.
elegans-ban (illetve mds fajokban) létezik a névényekre jellemzd két specidlis RNS fiiggé RNS
polimerdz (Pol IV, Pol V), vagy ezek funkciondlis homoldgja, amely szerepet jdtszhat a fenti
folyamatokban?

Valasz 1: A novényekben az RNS interferencia (RNSi) nagyon fontos szerepet jatszik az invaziv
elemek, legf6képpen a virusok elleni sejtes védekezésben, egyfajta ,immunitasban”. A
mechanizmus kihasznalja az RNS-fliggé RNS Polimerazok (RDRP) mikddését, igy a csendesitési
komplexek altal végrehajtott endokuleolitikus hasitast kdvetéen a viralis célpont-RNS 5’-
fragmentumat templatként hasznalva tovabbi duplaszald RNS molekuldk keletkeznek,
amelyek a Dicer szubsztratjaként tovabbi siRNS-ek forrdsai lesznek. Ez a hatékony
mechanizmus azonban a névényi miRNS-ek esetében problémat jelenthet, hiszen az endogén
MRNS-ek hasitdsa esetén a képz6dé mdasodlagos siRNS-ek (névényekben transz-aktivalt, azaz
tasi-RNS-ek) okan hosszutdvon kiktathatnd szamos gén mi(ikodését. A kisérletes
eredményeink alapjan azt gondoljuk, hogy ennek a kivédésére szolgdl a non-stop decay (NSD)
mechanizmus: az aktiv mRNS-ek transzlacidja miatt a hasitast kovet6en az 5’ fragmentumon
még jelen |évs, de megakadt riboszomak kivaltjak annak gyors eliminalasat, még az RDRP-ék
hatasa el6tt. llyen szoros kapcsolatot az RNSi és az NSD kézott human és Drosophila sejtekben
nem lattunk, mivel ezekben nincsenek jelen RDRP-k. A C. elegans genomban ugyanakkor
legaldbb 4 ilyen enzimet kddold gén ismert (RRF-1/-2/-3 és EGO-1, lasd pl. Almeida és mtsai,
EMBO J, 2018; PMID: 29769402), igy feltételezhetd, ott is szoros kapcsolat all fenn az RNSi és
az NSD kozott. Ezzel a modellorganizmussal azonban nem dolgoztunk, igy ennek a
megerdsitése tovabbi kisérleteket igényel.
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Kérdés 2: Jel6lt vizsgdlta a miRNS rendszer nem-kanonikus tn. mirtron utvonaldt, ahol emberi

[\

sejtekben igazoltdk, hogy a pre-miRNS a fehérje kédolo gén intronjaba dgyazott mirtronbdl a
DROSHA komplex helyett a mRNS splicing hozza létre a pre-miRNS-t, amely ezutdn
bekapcsolodik a kanonikus utvonalba. Nem minden mirtron processzalddik ezen az alternativ
utvonalon. Mi lehet ennek az oka és hogyan lehetne ezt megvizsgalni?

Valasz 2: A mirtronok definicidé szerint olyan miRNS ldkuszok, amelyek érése fliggetlen a
Drosha aktivitasatol. Ezek kozott valdban vannak kisebb alcsoportok, az un. ,tailed”-mirtronok
(5’-, 3’- és vegyes tailed-mirtronok), amelyeknél a pre-miRNS végei és a megfeleld splice
illesztési pontok nem esnek egybe, hanem azok koz6tt rovidebb-hosszabb nukleotid
szekvencidk taldlhatdk. Ezek érése a splicing folyamatan tul igényli egyéb exonukleazok
aktivitasat, amelyek ezeket a tulnyuld szekvencidkat eltavolitjdk. A 3’-tailed mirtronok
esetében ilyen az exoszéma komplex (Flynt és mtsai, Mol Cell, 2010, PMID: 20620959), mig az
5’-tailed mirtronok esetében vélhet6en az RNazP-komplex, bar ez utébbi eredmény egyel6re
még csak egy bioRxiv kéziratban szerepel (https://www.biorxiv.org/content/10.1101/
2021.10.15.464553v1). Az persze tovabbra is kérdés, hogy egy tailed-mirtron esetében
mennyire lehet hosszu a tulnyuld szekvencia, és mekkora méretnél ,valik” egy tailed-mirtron

esetleg intronban elhelyezkedd, kanonikus miRNS-sé. Ezzel kapcsolatban nemrégiben mi is
publikaltunk egy kutatdsi eredményt, amelyben splice hely mutacidkat tartalmazé mirtron
I6kuszok esetében azt vizsgaltuk, hogy az esetlegesen megjelend alternativ splice illesztési
helyek vajon menekitik-e a mirtron Utvonalat, vagy a hosszabb intron kialakuldsaval a Drosha
esetleg felismeri-e a l6kuszt, és a kanonikus Utvonalon érik bel6le a miRNS. Az eredmény
azonban az volt, hogy az alternativ splicinggal létrejov6 mRNS izoformak ellenére ezek a
mutdnsok tovabbra is eredeti mirtronként, még csak nem is tailed-mirtronként viselkedtek
(Gdl L és mtsai, Int J Mol Sci, 2024, PMID: 39062888). Ugy t(inik, hogy a Drosha altali
felismeréshez a mirtronok pre-miRNS szekvenciai tul rovidek (Han és mtsai, Cell, 2006, PMID:
16751099), illetve a mechanizmus pontosabb megértéséhez figyelembe kell venni a splicing
apparatus és a Drosha-t tartalmazé Mikroprocesszor-komplex kozotti lehetséges
kolcsonhatasokat is (Mattioli és mtsai, WIREs RNA, 2014, PMID: 24788135). Mindezek mellett
pedig minden tovabbi kisérlet esetén fontos vizsgalni a Drosha és a Dicer enzimektél vald
fliggbséget, illetve a tailed-mirtronok esetén a kilonféle exonukledzok szerepét az érési
folyamatokban.
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Kérdés 3: Kisérletes eredményeik els6ék kézétt mutattdk be a miRNS Idkusz alternativ
karhaszndlatdt. Milyen cisz és transz faktorok, esetleg epitranszkriptomikai vdltozdsok (RNS

modifikdciok) jatszhatnak szerepet az alternativ karhaszndlatban?

Valasz 3: Az siRNS utvonal molekularis részleteinek vizsgalatabdl kiindulva a pre-miRNS
karvalasztas egyik kritériuma az egyszalu RNS 5’ végének termodinamikai stabilitasa: ez minél
alacsonyabb (vagyis magasabb az uracil és/vagy adenin tartalma), anndl nagyobb a
valészinlisége, hogy az a szal épiil be az Argonaute (Ago) fehérjébe (Hutvdgner, FEBS Lett,
2005, PMID: 16199039). A késGbbi kutatasok soran kiderilt, hogy a folyamatban a
,termodinamikai aszimmetria” mint cisz-elem mellett példaul a kiilonb6z6 Ago fehérjék az
RNS masodlagos szerkezetével szembeni eltérd érzékenysége is szerepet jatszik. Drosophila-
ban példaul az Ago2 kevésbé toleralja a duplaszali prekurzorok esetleges centralis
ykidudorodasait” (bulge-okat, ahol nincs bazisparosodds; Okamura és mtsai, Mol Cell, 2009,
PMID: 19917251), vagy az emberi sejtekben a 4 Ago fehérje koziil az Ago3 bizonyos esetekben
a kivalasztasban szekvencidlis preferenciat mutat (Winter és Diederichs, RNA Biol, 2013, PMID:
24100239). Mindemellett kiderilt, hogy a karvélasztdsban sok transz-faktor, jellemz&en RNS
koté fehérjék, vagy akar ezek szovetspecifikusan kifejez6d6 izoformai jatszhatnak fontos
szerepet. Kozilik mindenképp kiemelend6 a Dicer két partnerfehérjéje, a TRBP és a PACT,
amelyek a kisérletek alapjan szekvencia preferencia kialakitdsan keresztil komolyan
befolyasolhatjdk a pre-miRNS karvalasztasat (Noland és Doudna, RNA, 2013, PMID:
23531496). A biralé altal felvetett RNS modifikacidok pedig szintén nagyon izgalmasak, ezek
jelenléte a pri-miRNS vagy a pre-miRNS szintjén feltehet6en szintén befolydsolhatjak a miRNS
érési folyamatokat, kozottik a karvalasztast is, ezzel kapcsolatban azonban még nem talaltam
megbizhato, publikalt eredményeket.

Kérdés 4: A hiperaktiv piggyBac transzpozdz (hyPB) varidns 7 aminosavban tér el az alap PB-
tél. Vajon miért mutat sejttipus fliggd variancidt a hyPB hiperaktivitdsa?

Valasz 4: Nagyon jo a kérdés, egyel6re nem tudjuk ra a valaszt. Feltételezzik, hogy a
transzpozazhoz kapcsolodd fehérjék (vagy azok izoformai) szovetspecifikus mintazatot
mutatnak, amely jelenség 6nmagaban is befolydsolhatja a transzpozicid hatékonysagat a
kilonféle sejtvonalakban (ez mar az mPB transzpozdz esetében is latszik, vo. példaul a
disszertdcid 21. és 22. abrdjat). Elképzelhetd, hogy a hiperaktiv varidns mutacidéi komolyan
befolyasoljdk a transzpozaz affinitdsat ezekhez a faktorokhoz, amelyek igy szerepet
jatszhatnak a kérdéses varianciaban. Ez azonban jelenleg csak spekulacié, amelyet tovabbi
kisérletekkel kivanunk tesztelni. Tervezziik példaul a transzpozdazzal interakcidba |ép6 fehérjék
azonositdsat és ezek sejt- és szovetspecifikus eloszldsdanak a vizsgdlatat, amely eredmények
hozzasegithetnek a vazolt hipotézislink igazolasahoz.
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Kérdés 5: A PB N-termindlis rendezetlen szakasza az adataik alapjdn a transzpozicio excizids
lépését befolydsoljdk és nincs lényeges szerepe az integrdcios lépésben. Milyen kisérlettel
lehetne bizonyitani magdt a mechanizmust?

Vialasz 5: Erre kérdésre tobbféle kisérlet egylittes eredménye adhat valaszt, hiszen itt kilon
kell vizsgalni az excizids és az integracids |épést. Az excizid vizsgalatanal folyamatban van egy
real-time PCR alapu mddszer kidolgozasa, amelynek segitségével kvantitativan lehet
jellemezni a transzpozicié els6é folyamatat, a kivagodast. llyen eljarast kordbban a Sleeping
Beauty (SB) transzpozonos rendszerre mar kidolgoztunk (Kolacsek és mtsai, Hum Gene Ther
Methods, 2014, PMID: 25045962), és j6 eséllyel ez egy masik repetitiv szekvencia, a PB
esetében is mikddni fog. igy egy esszében, kvantitativ médon lehet majd dsszehasonlitani a
vad tipusu transzpozazt a delécids varidanssal. Az integracids |épés jellemzésénél fontos lesz
szisztematikusan megvizsgalni a beépilt transzpozon kdpidk mennyiségét és integracios
profiljat, vagyis az integracids helyek szekvencidlis kornyezetét. Erre Ivics Zoltan
laboratérumaval kdzosen terveztiink egy nagy atereszt6képességl vizsgalatot, amely komoly
mintaszamu integracios pozicié meghatdrozasat jelenti Uj generdcids szekvenaldsi médszerrel.
Ez a kisérletsorozat folyamatban van, és az eredményétdl varhatd az integracids lépés
szisztematikus 6sszehasonlitasa a kiilonféle transzpozaz fehérjevariansok esetében.

A felvazolt kisérletek eredményei reményeink szerint j6 tdmpontokkal szolgalhatnak majd a
vad tipusu és a deléciés PB varians kozotti mdlkodési kiilonbségekre. Ugyanakkor
mechanizmus részleteinek a feltdrdasdhoz minden bizonnyal tovabbi kisérletekre is szlikség

«se s

lép6 fehérjepartnerek vizsgalatanak, illetve minden bizonnyal szerkezeti vizsgalatoknak is.

Kérdés 6: Miért elényds a SB rendszer random integrdcids profilia a tébbi - célzott és nem
célzott - génbeviteli rendszerrel szemben? Milyen kvantitativ adatok tdmasztjdk ald (sajat vagy
szakirodalmi), hogy a random integrdcio esetén kisebb a mutagenitds és a genotoxicitds?

Valasz 6: A SB transzpozonos rendszer alapos vizsgalata soran genomszinten tobb
kutatocsoport is a transzgén integracidjanak random eloszIlasat tapasztalta, szemben a
gyakran alkalmazott viralis vektorokkal, amelyek elényben részesitik az aktiv transzkripciét
mutatd régidkat, és daltaldban a géneket (lasd példaul Wu és mtsai, Science, 2003, PMID:
12805549; Izsvdk és mtsai, Bioessays, 2010, PMID: 20652893; Huang és mtsai, Hum Gene Ther,
2010, PMID: 20528476). Az is figyelemre méltd, hogy az integracids profilt tekintve a SB
rendszer mas transzpozonos rendszerekhez, igy példaul a PB vagy a Tol2 rendszerekhez képest
is jobban kozeliti a genomon belili véletlenszer(l eloszlast (Grabundzija és mtsai, Mol Ther,
2010, PMID: 20372108; Huang és mtsai, Mol Ther, 2010, PMID: 20606646; Li és mtsai, PNAS,
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2012, PMID: 23091042). Ennek nyilvanvald el6nye, hogy sokkal kisebb annak a valdszintisége,
hogy az integracio soran egy gén mutacidt szenved, amely a génterapiak estében példaul

jelent6sen csokkenti a tumorszuppresszor gének inaktivacidjanak valdszin(iségét, igy a nem
kivant karcinogenezist. Fontos azonban megjegyezni, hogy természetesen ez nem jelenti azt,
hogy a SB rendszer egyaltaldan nem okoz mutagenezist, de a tobbi génbeviteli rendszerrel
szemben jelent8sen csokkenti annak el6fordulasi valdszinliségét. Fontos azonban azt is
kiemelni, hogy mutagenezist és genotoxicitast okozhat maga a cargo, vagyis a beuvitt
transzgenikus konstrukcio is, amely ebben a kontextusban igy fliggetlen az alkalmazott
vektorrendszert6l. A génterdpiaval foglalkozd szakirodalomban gyakran hangsulyozott
szempont, hogy a random integraciéhoz vald kozelités egy rendszer el6nyos tulajdonsaga
(viralis vagy nem-viralis beviteli rendszerek esetében egyardnt), hiszen csdkkenti génekben
el6forduld inszercids mutagenezis valdszinliségét. Ezt szamtalan szakirodalmi adat tamasztja
ala (lasd példaul Biasco és mtsai, Mol Ther Methods Clin Dev, 2017, PMID: 29159200; Elsner
és Bohne, Virus Genes, 2017, PMID: 28762206, Sabatino és mtsai, Mol Ther, 2022, PMID:
35690906), illetve sajnos mar tébb olyan példat is ismeriink, ahol génterapias eljarasok klinikai
kiprobalasa sordn az inszercids mutagenezishez kdthetd komoly mellékhatasok a terapia
leallitdsahoz is vezettek (David és Doherty, Toxicol Sci, 2017, PMID: 27803388).

Kérdés 7: Altaldnossdgban, eqy transzgén bevitelénél és stabil expressziéjandl milyen
sejtszintli mechanizmusok okozhatjdk a transzgén csendesitését? Tud erre vonatkozo konkrét
példakat?

Valasz 7: A transzgenezis tervezésénél maig nagyon fontos szempont a fogadd sejt altali
csendesités csokkentése/kikerulése, bizonyos sejttipusok (leginkabb a kilonféle Gssejtek)
esetében azonban ez egy kifejezetten komoly probléma lehet, fGleg génterapias alkalmazasok
kapcsan. Itt most eltekintenék a integracids helytdl fliggé pozicidhatastdl, példaul ha a
transzgén eleve egy heterokromatinban gazdag régié kozelébe integralddik, hiszen ilyen
esetekben mar a kezdeteknél sincs stabil expresszid. Retrovirus-, illetve retrotranszpozon-
alapu vektorokndl azonban megfigyelhetd, hogy bizonyos vektorszekvenciakat, f6leg az un.
Long Terminal Repeat (LTR) szekvenciak bizonyos elemeit a sejtek idegenként ismerik fel, és a
CpG metilacion és/vagy hiszton maoddositasokon keresztiil kivaltott csendesités gyakran
atterjed a bevitt transzgén szekvenciara is (Yoder és mtsai, Trends Genet, 1997, PMID:
9260521; Pannell és mtsai, EMBO J, 2000, PMID: 11060039). A felismerés sokszor az evolucio
sordn az emlds genomokban erre adaptalddott KRAB-tipusu Cink-ujj fehérjéken (KRAB-ZBP)
keresztiil torténik, amelyek a virus eredetli promoter szekvenciakat is felismerhetik (Pannell
és Ellis, Rev Med Virol, 2001, PMID: ; Cosby és mtsai, Genes Dev, 2019, PMID: 31481535) — ezt
a jelenséget kordbban a citomegalovirus (CMV) promoter példajan, human embrionalis
Gssejtek transzgenezise soran mi is tapasztaltuk (Orbdn és mtsai, Stem Cells, 2009, PMID:
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19415778). Mas modellrendszerek esetében ugyanakkor az RNS interferencia kulonféle
mechanizmusai okozhatnak csendesitést: Drosphila sejtekben példaul a piRNS utvonal
jatszhat ilyen szerepet, amely a piRNS klasztereken keresztil kiléndsen erés ,genomialis
memoriaval” rendelkezik az evolucio soran a faj genomjaval kapcsolatba Iépett transzpozon
szekvenciakrol (Ho és mtsai, Viruses, 2024, PMID: 38793595). Hasonld jelenség figyelheté meg
novények esetében, ahol a kordbban fert6zo6tt virusok valthatnak ki csendesitést az siRNS
utvonalon keresztul (Venu és mtsai, Viruses, 2024, PMID: 39861836, Kumar és Dasgupta,
Virology, 2025, PMID: 39961261). Osszefoglalva elmondhatd, hogy a génbeviteli kisérletek
tervezésénél nagyon fontos szerepe van a transzgén kazetta koriltekintd osszedllitasanak
mind a vektorszekvencidk, mind az expresszios modul megvalasztasanal, és ennek soran
természetesen figyelembe kell venni az adott organizmus és azon belil is a célzott sejttipus

sajatossagait egyarant.

Kérdés 8: A transzpozaz tultermeléses gdtlds vizsgalata kapcsdn miért csak az mPB esetén és
kizardlag Hela sejtekben detektdltdk a jelenséget az excizios hatékonysdg csékkenése
kapcsan? Az integrdcio hatékonysdgdt mennyire befolydsolja a transzpozdz dozis a kiilonféle
transzpozon rendszerekben?

Valasz 8: Egy picit pontositanom kell a kérdést: az értekezésbe ez terjedelmi okok miatt nem
keriilt bele, de a 2014-ben megjelent egyik kdzleményiinkben (Kolacsek és mtsai, Hum Gene
Ther Methods, 2014, PMID: 25045962) bemutatott szisztematikus vizsgalatbdl kideril, hogy
nukleofekcié (az elektroporacié egyik tipusa) alkalmazdsakor az mPB esetén HEK-293
sejtvonalban is latjuk a tultermeléses gatlas jelenségét. Itt valdszinlleg arrdl van szé, hogy
ebben az esetben a sejtbe juttatott transzpozaz nagyobb mennyisége mar eléri azt a
kiiszobértéket, amikor a koncentracié novekedése mar gatolja a reakciot. Ennek az lehet az
oka, hogy a mesterségesen szelektalt SB rendszerrel szemben az mPB egy természetes
transzpozon (a vandor aranybagoly lepkefajbdl izoldlt szekvencia), amely a gazda-parazita ko-
evoluciéd kapcsan, a genomstabilitassal Osszefliggésben valdszinlileg nem a lehetséges
leghatékonyabb szekvenciat képviseli. Ugyanakkor lathatd, hogy a jelenség erésen fligg a
sejttipustdl is, ami mogott a transzpozazzal interakcidba 1épd partnerfehérjék sejtspecifikus
koncentraciodja allhat, ennek a részleteit azonban nem vizsgaltuk. A SB100X varians esetében
ugyanakkor azt lehet tapasztalni, hogy a kimondottan nagy hatékonysagra szelektalt
hiperaktiv varians az altalunk vizsgalt rendszerekben az excizié szintjén nem mutatta a
tultermeléses gatlas jelenségét, ugyanakkor a transzgenikus rata (excizié + stabil integracid)
szintjén Hela sejtekben ez mar detektalhatd volt (Kolacsek és mtsai, Hum Gene Ther Methods,
2014, PMID: 25045962). Fontos megjegyezni, hogy a SB és a PB fehérjék transzpozicids
mechanizmusa is eltérd, és a jelenség teljes megértéséhez nyilvan ezt is figyelembe kell venni
—ilyen részletes vizsgalatokat azonban nem végeztink.
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A transzpozaz dodzis ugyanakkor komolyan befolyasolja az integracié hatékonysagat is,
beleértve a transzgén kopiaszdamat és a transzgenikus ratat is. Ennélfogva minden
transzpozonos rendszer esetében érdemes elGzetes vizsgalatokkal bedllitani az adott
sejttipusban elérhet6 legoptimalisabb korilményeket, amelyek génterapias alkalmazasokban
kiemelten fontos tényezG6i lehetnek a hatékony és biztonsagos transzgenezisnek.

Végezetlil még egyszer szeretném megkdszonni Dr. Székvolgyi Lorantnak, hogy id6t szakitott
az értekezésem alapos biralatara, és kérem a kérdéseire adott vélaszaim elfogadasat.

Budapest, 2025. aprilis 8.

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