Dr. Sziits David “A mutagenesis mechanizmusai” c. MTA doktori értekezésének biralata

A dolgozat gondos munka, fogalmazasmodja vildgos, magyarul is gordiilékeny, jo szakmai
olvasmany. Az olvasé tobbnek, tajékozottabbnak érzi magat elolvasasa utan, mint elétte -
hasznosan toltotte idejét. Megjegyzés: tovabb kdnnyitette volna a birdld feladatat, ha a tézisekben
foglaltak és a kbzlemények kapcsolata jobban kdvethet6 — vagyis ha a f6 megallapitasok egy-egy
kozleményhez kothetdk, ahol utdna lehet nézni a részleteknek. Osszesen két fogalmazasi
pontatlansagot vagy elirdst észlelt a birdld. (10. o.: “Egyes sejtek funkcionyeréses jellegli
valtozésa, vagy a 14. O.-on a gén és fehérje nevében a kisbetiis/nagybetlis irdsmod cseréje.)

A dolgozat gondolatébresztd, kérdéseket provokdlé - annak minden fejezetében. Ezert
kérdéseimet, megjegyzéseimet az egyes fejezetekre vonatkozo reflexioim keretében teszem fel.
Az — 6sszességében egyértelmiien pozitiv - opponensi értékelés végén pedig tovabbi, altalanosabb,

vagy a munkahoz kevésbé direkt modon kapcsolodo kerdeseket teszek fel.

A Bevezetés mintegy 20 oldal terjedelmili, nagyon vilagos, lényegretoré attekintést ad a
mutagenesis okairdl, a hibajavito ¢és hibaelkeriilé6 Utvonalakrdl, a mutagenezis vizsgélati
modszereirdl, a daganatok mutacios mintazatairdl és azok terapias jelent6ségérél. Hidnyoltam
viszont a talan minden “kanonikus” mutagenetikus mechanizmusnal gyakoribb téves
ribonukleotid beépiilés majd eltavolitds mutagén hatasanak taglalasat. Ugyancsak idetartozénak
vélem a topoizomeraz-hasitasi komplexek okozta enzim-DNS adduktok TDP-k és mas enzimek
altali reparalasanak folyamatait — utobbiakra csak nagyon vazlatosan utal egy késébbi alfejezetben.
Nem tudom, mennyire altalanosan elfogadott, hogy a gammaH2A. X fékuszoknak a hibajavitast és

az ellendrzési pont (checkpoint) mikodést 6sszehangolo jelentdsége lenne.

A DNS-hibajavitas hianyat kiaknazo tumorterapiak c. alfejezetben emliti a BRCA muténs sejtek
fokozott érzékenysége PARP inhibitorokkal szemben. Osszevetve ezt a tapasztalatot a Cellminer

adatbazis adataival (https://discover.nci.nih.gov/cellminercdb/), nem igazan érhetd tetten ez a

fokozott érzekenység.


https://discover.nci.nih.gov/cellminercdb/

A modszerek c. fejezet az alkalmazott kisérleti rendszerekrél és metodikakrol ad imponald képet,
kb. 8 oldalnyi terjedelemben. Homoldg génkilités, szintetikus DNS 1ézidn keresztili DNS
replikacio vizsgéalata ¢é16 sejtben, CRISPR/Cas9-alapl in vivo kett6s szaltorés javitasi esszé és az
Ujgeneracios szekvenalashoz csatlakozo bioinformatikai know-how teljes vertikuma szerepel itt, a
mutacios mintazatok analiziséhez sziikséges kifinomult bioinformatikai kelléktarral egytt. Egy
metodikai megjegyzést itt teszek: az alkalmazott viabilitasi teszt nem teszi lehet6vé a citotoxicitas
sejtenkénti analizisét, tehat nem biztositja azt a lehetdséget, hogy a haldokld vagy halott sejteket

elkllonitve, azkban szelektive tanulmanyozzak egy frissen megjelené mutacio szerepét.

A bioinformatikai eszkoztar elemei kozott sajat fejlesztésli, a versenytarsakhoz képest sokkal
hatékonyabb mutaciokeresési algoritmust is kidolgoztak, tehintve el6bbiek jelent6s fals-pozitiv
hozaméat. A bioinformatikaban jaratlan, vagy maximum felhasznaloi szintli ismeretekkel
rendelkez6 olvasé szamara megkozelithet6-e, hogy mi az 0 elv/elem a doktori cimre Palyazé
megkdzelitésében? Nem tal midp-e a megkozelités: mekkora mérettartomanyban észleli a

rutinszertien alkalmazott algoritmus a génatrendezodéseket?

Az eredmények és megvitatasuk fejezet majdnem 50 oldalnyi, ebben Kkivald nemzetkozi
folyoiratokban 2012 éta megjelent kdzleményei anyagat foglalja 6ssze. Ezek kozil kimagaslik egy
tarsszerzés Ann. Oncol. k6zlemény, a BLM helikazzal kapcsolatos eredmenyeivel, ill. egy 2016-
0s és egy 2019-es Genome Biology kdzlemény. Eldbbiben nyolc, klinikai gyakorlatban alkalmazott
citotoxikus agens altal a kitiné modellnek bizonyult DT40 sejtvonalban kivaltott mutdciés spektrumat
hatdrozta meg, a spontdn mutacidés rata jellemzésén tulmenden. A Gemcitabine, 5-fluorouracil,
hydroxyurea, doxorubicin, paclitaxel — és mint a tézisekben részletesen kifejti, a PARP inhibitorok - nem
bizonyultak mutagénnek, mig a cisplatin esetében postterapias daganatképzddés jelentbs esélyére utald
magas mutacids ratat diagnosztizalt. A cisplatin-okozta mutacidk megjelenését egyszal-keresztkotéseknek
tulajdonitotta. Ebben a kdzleményben BRCA2 mutaciot revertald cisplatin indukalta mutacidkrdl is

beszamol — a tézisekben ennek az érdekes és fontos megfigyelésiiknek az ismertetésére nem tér ki.

Az Ujabb Genome Biology kozleményiikben a HR utvonal valészinli fészereplSi kilitése nyoman
megfigyelhetd mutacios szignaturakat jellemezték a DT40 sejtes modellben, teljes genom szekvendldsos
kutatdsi program keretében, CRISPR/Cas9 generalta dupla szaltorések reparacidja nyoman észlelt
mutacios valtozasokkal Osszehasonlitva. Egyik fontos — a DNS hibajavitds és az ellen6rzési pontok

hierarchikus viszonyat definidlé - megallapitdsa, hogy a HR-t érint6 inaktivacidkhoz képest a checkpoint



inaktivacionak nem voltak mutdcios kovetkezményei. MeglepGen és a klinikai gyakorlat szdmara is fontos
szempontot szolgaltatva, a vizsgalt DNS-karosito citotoxikus agensek vagy PARP-inhibitorok sem mutattak
ezekben a sejtekben nagyobb aktivitast. Ez meglepd az anthraciklinek esetében azért is, mert az
interkaldciét kovet6en pl. a doxorubicin kovalens kotést 1étesit a DNS-sel. Felmeril az a kérdés is, hogy
ezek a jelenségek mennyire HR-specifikusak - vajon az ATR/CHK1 Utvonal esetében is ezt tapasztaltak
volna, a p53 kifejez6dését indukalva a DT40 sejtekben? Hasonldképpen a brca2 cisplatin kezelés soran
megfigyelt revertdlé mutdcidjéra, nem valtozhatott-e a p53 statusz is a DT40 cisplatin kezelései

soran?

Részletesen ismerteti a tézisek a rendkivil izgalmas, 2019-es Int. J. Cancer kdzleményben
foglaltakat is. Egy nem dohanyzasos eredetii tiid6 adenocarcinoma retrospektiv analizisét végezték
el, a primer ill. metasztatikus daganatos szovetekbdl vett mintak teljes genom szekvenalasa
segitségével felderitve a mutécidk kialakuldsanak kortorténetét és oOsszefliggését a terapias

lépésekkel.

A brcal-/-, p53-/- egértorzs esetében elvégzett vizsgalatok sordn a Doxorubicin érzékenység 3x-
0s novekedését tapasztaltdk brcal-/- egerekben. Nincs ez ellentmondasban a DT40 sejteken
tapasztaltakkal (Id. 2019-es Genome Biology cikk)?

A mutagenezis részletes bioinformatikai analizisét taglalja a kovetkezé fejezet, majd a
szignaturakbdl levonhatd mechanisztikus kdvetkeztetéseket. Az ezt kovet6 alfejezetben a PCNA
poliubikvitinacidjanak jelentdségét firtatd kutatdsair6l ir és azt a megallapitast teszi, hogy a

monoubikvitinacio elegendd a relevans hibakeriil6 Gitvonalak miikodéséhez.

A BRCA-statusz és a gammaH2A.X fokuszok megjelenésének Osszefiiggésérdl szolo kovetkezd
alfejezetben foglaltak megerdsitik a felfogast, miszerint azok mind a replikécios stressz, mind a
kett6s szaltorések kapcsan szerepet jatszanak. A 80. O.-on azt irja, hogy a gammaH2A.X
megemelkedett szintje nem minden sejtben jelenti a fokuszok megjelenését. Vajon mi zajlik
ezekben a fokusz-negativ sejtekben?

A Kkovetkeztetések és kitekintés fejezettel ill. az uj eredmények 0Oszefoglalasaval zarul a
disszertacio. Elobbiben kiemeli azt az altalanos tapasztalatat, hogy a mutagénikus jelenségek

hatterében allhat egy-egy javitd Gtvonal hidnya, az ilyenkor aktivalodo alternativ Gtvonalak



belépése, vagy egy hibaelkeriil folyamat maga. Utobbi f6 pontjait roviditve itt megismétlem,

azokkal egyetértve, jelentéségiiket nagyra értékelve:

1. Teljes genom szekvenaldsos adatok tobb, a mutagenezis témakdrében relevans
sejtvonalon.

2. Uj bioinformatikai platform kifejlesztése a genomszekvenalas mutagenezis-esszéként valo
felhasznalaséahoz.

3. A legfontosabb kemoterapeutikumok mutacios spektrumanak jellemzése és éltala a
daganat evolucié kovetése.

4. A legfontosabb kemoterapeutikumok mutagén hatdsanak kvantitativ jellemzése keretében
megallapitotta, hogy a cisplatin jelentés mutagén hatdssal rendelkezik, szemben a PARP
gatloszerekkel.

5. Munkdja jelentdsen hozzéjarul ahhoz, hogy a mutécios spektrumok analizise bevonodjon
a klinikai tumordiagnosztikai gyakorlatba.

6. Tobb fontos megallapitast tett a TLS UV tolerancidban bet6ltott szerepére vonatkozdan és

a PCNA ubikvitilacié szerepérol a sériilt DNS replikaciojaban.

A roviditések és az idézett irodalmak jegyzékét ill. a koszénetnyilvanitast a disszertacio alapjat
képez6 13 sajat kozlemény felsorolasa koveti, a disszertacio végén. Ezek 6ssz impact faktora kb.
94. Z6mikben a palyazo utolsé szezd, harom kozlemény esetében pedig megadja a cikkhez valo

hozzéjarulasat.

Tovabbi kérdések:
A spontan mutéciok eloszlasa a genomban mutatott-e hot-spotokat?

MeglepOnek talaltam, hogy ICL-ekre utalé mutaciés mintazatot nem talalt. A Fanconi anemia
utvonal - szamos mas géntermékkel (pl. SMC5/6-tal) koordinécidban - felelés az ICL reparacioért,
a DT40 sejtekben is (PMC7001510). Ezek az alkalmazott sejt-panelben nem lettek kilitve, tehat
valoszintisithetd, hogy ezeket a 1ézidkat az Gsszes vizsgalt DT40 sejtféleség reparélni tudta. Masik

lehetdség, hogy azok a sejtek, melyek az ilyen 1éziokat nem élték tul, nincsenek reprezentdlva a



vizsgalt sejthalmazban.Vagyis azt a kovetkeztetését, miszerint az ICL-eknek ne lenne szerepe a

citotoxicitasban, tulzonak vagy elhamarkodottnak érzem.

A daganatok kezelése soran — pl. cisplatin alkalmazasa esetén — gyakori esemény a chromothripsis,
melynek nyoman egy lépésben rengeteg génatrendez6dés kovetkezik be. Minek tulajdonitja, hogy

ilyen eseményeket nem észleltek?

A szekvenalasokhoz megfelel6 szamu sejt felnovesztésére volt sziikség, igy egy-egy ilyen minta
sziikségszeriien j mutaciokat is halmoz, azokon kivil, amelyek a kiindulasi sejtben megvoltak.
Ezeknek vajon mekkora a hozzajaruldsa a kapott eredményekhez? Esetleg érdekes lenne egy
festékhigitasi proliferacios esszében a nem osztédd populaciot szortolva megnézni a mutaciokat a

nem 0sztddé sejtekben is.

A rad52 kifejez6dés és az etopozid toxicitas a CellminerCDB-ben (Id. a linket fentebb) egymaéssal
korreldl. Ez ellentmondasban latszik lenni azzal, hogy a rad52 mutécié etopozid érzékenységet
okozott a DT40-es kisérletekben (61. 0.). Tovabba, a brcal,2 kifejez6dés mértéke sem korrelal az
olaparib aktivitassal a Cellminer szerint. Mi lehet ezeknek a diskrepancidknak az oka? Folytatva
az Osszevetést a Cellminer adatbazissal: a 63. 0.-on a BLM és FANCA kozil csak utdbbi
expresszidja esetében talaltak érzékenyitést cisplatinra a triple- emlérak sejtvonalakat
6sszehasonlitva (pl. a GDSC-MGH-Sanger adatbazisban).

A doktori miivet nyilvanos vitara alkalmasnak talalom és azt gondolom, hogy Szuts David a terilet
kutatoi kozosségének nemzetkozileg is magasan jegyzett szerepléje. A palyazd tevékenysége a
DNS hibak keletkezésével, a hibajavitassal és hibaelkeriiléssl kapcsolatos hazai kutatasok

magasszinvonali mezdényében méltan tart szamot a dokori cimre.



A doktori munka tudomanyos eredménveit elegendOnek tartom az MTA doktori cim

megszerzésehez és a nyilvanos védé kitiizését javaslom.
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