Valasz Dr. Boros Imre, az MTA doktora biralatara

Halasan koszonom Dr. Boros Imrének értekezésem értékelését, észrevételeit és kérdéseit, és a

sikeres védés esetén az MTA doktora cim megitélésére tett timogatd javaslatat.

Az értekezésem biralataban tett kérdéseire a kovetkezo valaszokat adom.

1. kérdés:

A spontan mutacidk kialakuldsanak analizisére létrehozott program sziikségességét a
tumorgenomok analizisére altalanosan hasznalt rendelkezésre all6 programok hidnyossagaival
indokolta. Mi az a kiilonbség, a daganat mintak és sejt klonok dsszehasonlitdsa esetén, ami az
utobbi esetben a hibés adatokat okozza a korabbi programok hasznalatakor. A disszertacioban
emliti a korabbi és az Ondk altal kifejlesztett program hatékonysagat gépi idot tekintve. Késziilt
direkt Osszehasonlitds a két program kozott azonos mintdk feldolgozasaval az eredményt
tekintve is. Ha igen, akkor ennek ismerete befolydsolja-e valamilyen tekintetben a korabbi —

altalanosan hasznalt - programmal nyert adatok validitasat?

Valasz: A daganatok genomjanak elemzésekor altalaban egy tumormintat egy azonos betegbdl
szarmaz6 normal mintahoz hasonlitanak, igy a korabbi programokat is erre a feladatra
fejlesztették. Az altalunk fejlesztett IsoMut nevii program nem parosaval hasonlitja dssze a
mintakat, hanem sok izogenikus mintat hasonlit egyszerre, €s ezaltal éri el a kivalod zajszlirést.
Mintaparok esetén ilyen szintli zajszlirésre nincsen lehetOség, ezért szolgaltatnak sok fals
pozitiv mutaciot az ilyen elven miikdodo, tumorgenomok elemzésére fejlesztett eszkdzok. Ezt a
problémat mas bioinformatikusok is felismerték, €s bizonyos programok esetén van lehet0ség
tobb normdl minta egyidejii felhasznalasara. Teszteltiik i1s példaként a MutTect2 program
‘panel of normals’ funkcigjat, melyet izogenikus adatokon hasznélva az IsoMuthoz hasonl6
szenzitivitas €s specificitds érhetd el, ambar sokkal nagyobb gépidé-igénnyel. Az IsoMut
precizitasa tehat nem befolyéasolja a tumormintakon mas programmal nyert adatok validitasat,
hiszen az adattipus hatdrozza meg a megfeleld mutaciddetekcios program kivalasztasat. Az
IsoMutot teszteltiik tumorgenomokon, és jol miikodik bizonyos specialis esetekben, de tumor-

normal mintaparok elemzésére alapvetden nem alkalmas.



2. kérdés

Adataiban nem tér ki, illetve csak érintdlegesen a mutaciok spektrumara genom topologia,
kromatin kornyezet, transzkripcids aktivitas, replikacios 1d6 és hasonlo szerkezeti, funkcionalis
jellemzoket tekintve. Késziilt erre vonatkozd elemzés pl. a citosztatikumokkal indukalt

mutacios spektrumok tekintetében? Ha igen, vannak megfigyelhetd jellegzetességek?

Valasz: A disszertacioban 0sszefoglalt tanulményokban csak kis mértékben vettiik figyelembe
a genom nagyobb léptékli, epigenetikai vagy funkciondlis jellemzdit. A citosztatikumok
vizsgélatanal figyelembe vettiik a transzkripci6 hatdsat a mutagenezisre. Megmutattuk, hogy a
génekben alacsonyabb a mutdciok gyakorisaga, mint az intergénikus szakaszokon, és a
mutaciostiriség forditottan ardnyos a génexpresszido szintjével. A cisplatin esetén
megmutattuk, hogy génekben a nem atirt DNS szalra esé 1ézidk gyakrabban vezetnek
mutaciohoz. Megfigyeléseink a transzkripciohoz kapcsolt hibajavitas (TCR) szerepére utalnak

a vizsgalt DNS-karosito szerek mutagenikus hatasanak elharitasaban.

A kozelmultban azonban a kérdésben felvetett genomi tulajdonsagok teljes tarhdzanak
vizsgalatat felvettiilk a repertodrunkba. Vizsgéljuk a citozin metilacid hatdsat egész genom
biszulfit szekvenalassal, a kromatinmodositasok szerepét ChIP-Seq adatok felhasznalaséaval, a
mutaciok eloszlasat a replikacios idonek megfelelden valamint a replikdcio szalat tekintve,
tagabb szekvenciakontextusokat, G-kvadruplex formald szakaszok elhelyezkedését és egyéb

genomi jellemzdket.

3. kérdés

Szamomra ismételten nehézséget okoz a megfigyelt mutacids frekvencia - amit kisérletei
alapjan is irodalmi adatokkal 6sszhangban 10 a minusz tizediken per bp /sejtosztddas értékiinek
talalt — és daganatokban megjelend egyes driver mutaciok gyakorisaga kozotti Osszefiiggés
kozvetlen megteremtése. Tudna segiteni annak a tapasztalati ténynek a molekularis

értelmezésében, hogy 1éteznek tumorokra jellemzé gyakori driver mutaciok?

Valasz: Ha feltételeziink egy gyakori onkogén driver mutaciét, amely egy adott tumortipus
20%-4ban jelen van és ez a tumortipus az emberek 5%-aban alakul ki, akkor kb. 108
sejtosztodasra van sziikksége a spontan mutagenezisnek a kérdéses bazisszubsztitiicid
kialakitdsahoz. A szOvetet felépitd sejteknek az €let sordn tipikusan minimum 50 osztdédason
kell atesnie (Derényi & Szolldsi, 2017, Nat Commun 8, 14545), tehat egy kb. 2 millio dssejttel

rendelkezé szovetben varhato a megfigyelt driver mutacié kialakulasa. Ez nem egy



elképzelhetetleniil nagy szam, példaul a vastagbélhamban kb. 10 milli6 mirigy (kripta)
helyezkedik el, ¢s mindegyikben van legalabb egy 6ssejt.

A szadmitds azonban tobbféle irdnyban is modositasra szorul. Csokkenti a daganat
kialakulasanak az esélyét, hogy nem csak egy driver mutdciora van sziikség, hanem tipikusan
legalabb haromra (Tomasetti et al., 2015, PNAS 112, 118-123). Noveli viszont a daganat
kialakulasanak az esélyét, hogy egy adott szOvetben a spontan muticids ratanal egy-két
nagysagrenddel tobb mutacio is kialakulhat kérnyezeti hatasok kovetkeztében, illetve hogy a
tumor szupresszor génekben bekdvetkezd driver mutaciok sok kiilonb6z6 genomi poziciot is

célozhatnak.

Osszességében a sziikséges szamitasok tal sok bizonytalan tényez6t tartalmaznak, azonban

szamomra redlis az ismert mutacids ratdk mellett a daganatok megtigyelt kialakulasa.

Ismételten koszondm Dr. Boros Imre birdlatdit és értekezésem elfogadasat tamogato

véleményét. Bizom benne, hogy a kérdéseire adott valaszaimat is megfelelonek talalja.
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