Valasz Dr. Szabo Gabor, az MTA doktora biralatara

Halasan koszonom Dr. Szabd Gabornak 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. kérdeés:

A bioinformatikai eszkoztar elemei kozott sajat fejlesztésii, a versenytarsakhoz képest sokkal
hatékonyabb mutaciokeresési algoritmust is kidolgoztak, tekintve elébbiek jelentds fals-pozitiv
hozamét. A bioinformatikaban jaratlan, vagy maximum felhasznal6i szintli ismeretekkel
rendelkezd olvaso szamara megkozelithetd-e, hogy mi az 0j elv/elem a doktori cimre Palyazo
megkozelitésében? Nem tul midp-e a megkozelités: mekkora mérettartomanyban észleli a

rutinszerlien alkalmazott algoritmus a génatrendezddéseket?

Valasz: A modszeriink alapvetd Uj eleme a paronkénti dsszehasonlitas helyett a nagyszamu
genomi minta egylittes elemzése, amely lehetdve teszi az egyedi mintdkban jelen levo szignal
(mutécidk) hatékony elkiilonitését a tipikusan tobb mintaban jelen levd, szisztematikus zajtol
(illesztési hibdk, szekvencia-polimorfizmusok). Ugyanez a megkozelités késébb mas
bioinformatikai eszk6zokben is megjelent, tehat nem allitom, hogy csak az IsoMut segitségével
lehet pontos mutaciddetektalast végezni. Maradt viszont egy fontos elénye az IsoMutnak, a
sebessége, amely a szamitas egyszertiségébdl adodik. A program a mutacid megtalalasdhoz
egy egyszerl Fisher’s exact tesztet végez minden pozicidban a referenciagenomtdl legjobban
eltérd és masodik legjobban eltérd minta read-szamai kozott, és ezeknek a p értékeit hasznaljuk
a mutacidsziirés hangoladsahoz. Bebizonyitottuk, hogy ez a mdodszer megfeleld szenzitivitassal

¢s specificitassal rendelkezik, és ezért nincsen sziikség komplexebb szamitasokra.

Az IsoMut csak az egy szekvencia-readen beliil észlelhetd mutacios eseményeket vizsgalja,
igy hatékonysaga csokken a kb. 20 bp feletti inzerciok és deléciok esetében, és nem alkalmas
a génatrendezddések észlelésére. Ezekhez mas eszkozdket haszndlunk, amelyeket Dr.

Haracska Lajos elsd kérdésére adott valaszomban emlitettem.



2. kérdés:

Egyik fontos — a DNS hibajavitas és az ellendrzési pontok hierarchikus viszonyat definial6 -
megallapitasa, hogy a HR-t érintd inaktivaciokhoz képest a checkpoint inaktivacionak nem
voltak mutacioés kovetkezményei. Meglepden és a klinikai gyakorlat szaméra 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 interkalacidt kovetden pl. a doxorubicin kovalens kotést 1étesit a DNS-sel.
Felmeriil az a kérdés is, hogy ezek a jelenségek mennyire HR-specifikusak - vajon az
ATR/CHKI1 utvonal esetében is ezt tapasztaltadk volna, a p53 kifejezddését indukalva a DT40

crer

nem valtozhatott-e a p53 statusz is a DT40 cisplatin kezelései soran?

Valasz: A checkpoint inaktivacid mellett a mutacios kovetkezmények hianya valéban meglepd
volt. A doxorubicin esetében leirtak ugyan kovalens kotést a guanin N2 atomjaval, azonban a
dolgozatban nem szerepld kisérleteink szerint a citotoxikus hatasa egyértelmlien a
topoizomeraz II gatlasahoz kothetd, kettds szaltoréseket okozva. Elképzelhetd, hogy a CHEK?2
mutans sejtek azért nem voltak érzékenyebbek az igy indukalt szaltérésekre, mert a DT40
sejtvonal p53 mutans. A mutaciot nagyobb delécidé okozza, tehat ez nem képes revertalni
mutagenikus kezelések hatasara. Igy tehat a DT40 sejtvonal elsGsorban a p53 mutans
daganatok modellezésére lehet alkalmas, az eredményeink klinikai relevancidjat eszerint lehet
értelmezni. Erdekességként emlitem, hogy a DT40 sejtek elpusztulnak, ha visszaallitjuk a p53
expressziot (Abe & Branzei, 2014, DNA Reapir 22, 153-164).

3. kérdés:

A brcal-/-, p53-/- egértorzs esetében elvégzett vizsgalatok sordn a Doxorubicin érzékenység
3x- os novekedését tapasztaltak brecal-/- egerekben. Nincs ez ellentmondéasban a DT40 sejteken

tapasztaltakkal (1d. 2019-es Genome Biology cikk)?

Valasz: Mindkét emlitett kozleményben DT40 sejtek citotoxicitasi vizsgalatat mutattuk be
doxorubicinnel kapcsolatban. Az elsé tanulmanyban 3-szoros, a masodikban 1,9-szeres
megnovekedett érzékenységet mértiink a BRCA 1-/- sejtekben a vadtipushoz képest. Bar ezek
az eredmények nem egyeznek pontosan, a tendencia hasonld, a BRCA1 mutaci6 enyhe

érzékenységet okoz.
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4. kérdés:

A BRCA-statusz ¢és a gammaH2A.X fokuszok megjelenésének Osszefliggésérdl szolo
kovetkezd alfejezetben foglaltak megerdsitik a felfogést, miszerint azok mind a replikacios
stressz, mind a kettds 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?

Valasz: Az emlitett kisérletekben egyoras metil-metanszulfonat (MMS) kezelést
alkalmaztunk, 6t o6ra utdnkdvetéssel. Az MMS adduktok (metilguanin és metiladenin)
kozvetleniil nem okoznak kettds szaltorést (Lundin et al., 2005, Nucleic Acids Res. 33, 3799-
3811). A fokuszokat nem mutato sejtek a kisérlet ideje alatt feltehetéleg nem voltak a sejtciklus
S fazisaban, azaz nem zajlott benniik DNS-replikacio, melynek elakadésa és a replikécids villa
esetleges 0Osszeomlasa vezethet a H2AX foszforilaciojdhoz, a y-H2AX fokuszok

megjelenéséhez.

5. kérdés:
A spontan mutaciok eloszlasa a genomban mutatott-e hot-spotokat?

Valasz: A mutacios hot-spotok lehetdségét rendszeresen vizsgaltuk, de egyetlen sejtvonal vagy
kezelés esetében sem taldltunk arra utald jelet, hogy fliggetlen mintdkban a véletleniil

varhatonal gyakrabban kertiltek volna egymas kézelébe mutaciok.

6. kérdés:

Megleponek talaltam, hogy ICL-ekre utalé mutacids mintazatot nem talalt. A Fanconi anemia
utvonal - szdmos madas géntermekkel (pl. SMCS5/6-tal) koordindcidoban - felelés az ICL
reparacioért, a DT40 sejtekben is (PMC7001510). Ezek az alkalmazott sejt-panelben nem
lettek kiiitve, tehat valdsziniisithetd, hogy ezeket a 1€ziokat az 6sszes vizsgalt DT40 sejtféleség
reparalni tudta. Masik lehetdség, hogy azok a sejtek, melyek az ilyen 1ézidkat nem ¢élték tul,
nincsenek reprezentalva a vizsgalt sejthalmazban.Vagyis azt a kovetkeztetését, miszerint az

ICL-eknek ne lenne szerepe a citotoxicitasban, tilzoénak vagy elhamarkodottnak érzem.

Valasz: A cisplatin altal okozott DNS adduktoknak csak 2-3%-a szalak kozotti keresztkotés,
(ICL), mig a tobbségiik szalon beliili keresztkotés (Eastman, 1986, Biochemistry 25, 3912-

3915). Igy szamomra nem meglepd, hogy a mutaciés mintazatot is a szalon belilli GG és AG
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keresztkotott dinukleotidoknal keletkezé mutaciok dominaljdk. A citotoxicitadsban azonban
Iényeges szerepe lehet a replikaciot mindenképpen akadalyozd ICL-eknek, amint azt a
dolgozatban is irtam: ,,bar a szalak kozotti, ritka keresztkotéseknek komoly szerepe lehet a
cisplatin citotoxikus hatasaban, a mutagenikus hatést szinte kizardlag a szdlon beliili, gyakori
keresztkotések okozzak”. Egy 2021-ben megjelent tanulményunkban részletesebben
elemeztiik a platinaalaptt kemoterapias vegyiiletek toxikus ¢€s mutagenikus hatasanak

Osszefligggéseit (Szikriszt et al., 2021, Mutagenesis, in press).

7. kérdés:

A daganatok kezelése soran — pl. cisplatin alkalmazdsa esetén — gyakori esemény a
chromothripsis, melynek nyoman egy Iépésben rengeteg génatrendezddés kovetkezik be.

Minek tulajdonitja, hogy ilyen eseményeket nem észleltek?

Valasz: Két okot tudok elképzelni a chromothripsis hidnyéra a kisérleti mintakban. Egyrészt
egy-egy kezelésbdl tipikusan csak harom mintdt szekvenaltunk, és a chromothripsis ennél
ritkdbb lehet. Masrészt elképzelhetd, hogy bizonyos sejttipusok rosszul toleraljak a genomi
atrendezddéseket. Citotoxikus kezelésekre a DT40 sejtvonalat, illetve a kzelmultban a human
TK6 sejtvonalat hasznaltuk. Mindkettd B limfocita eredetii, kdzel normalis kariotipust
sejtvonal. A B sejt eredetli limfomakra jellemz6 a genomi atrendezddések alacsony szintje, igy

elképzelhetd, hogy sejtes modelljeinkben a chromothripsisen atesett sejtek elpuszultak.

8. kérdés:

A szekvenalasokhoz megfeleld szamu sejt felndvesztésére volt sziikség, igy egy-egy ilyen
minta szlikségszerlien ) mutdciokat is halmoz, azokon kiviil, amelyek a kiindulési sejtben
megvoltak. Ezeknek vajon mekkora a hozzajarulésa a kapott eredményekhez? Esetleg érdekes
lenne egy festékhigitasi proliferacios esszében a nem osztddo populaciot szortolva megnézni a

mutaciokat a nem oszt6do sejtekben is.

Valasz: A sejtvonalakon alapuld szekvenalas esetében a mintaelOkészitéshez egy sejtklont
novesztettiink fel, majd a lehetd leghamarabb izolaltuk a genomi DNS-t. Az eredeti sejtben
jelenlevd mutaciok klonalisak, tehat tipikusan a heterozigdta allapot miatt 1/2-es
allélfrekvencidval jelentkeztek a populacid genomjaban. A késébb keletkezett mutaciok

allélfrekvencidja minden sejtosztodas utan felezddik, igy ezeket nem detektaltuk. Az
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azonositott mutaciok allélfrekvencia-eloszlasat fontos mindségellendrzési 1épésként
hasznaltuk, és a sejtvonalakban azonositott mutaciok valoban klondlisak voltak, tehat a

klonozas utan keletkezett mutaciokat nem észleltiik.

9. kérdés:

A rad52 kifejezddés és az etopozid toxicitds a CellminerCDB-ben (ld. a linket fentebb)
egymassal korrelal. Ez ellentmondésban latszik lenni azzal, hogy a rad52 mutacié etopozid
érzékenységet okozott a DT40-es kisérletekben (61. o0.). Tovabba, a brcal,2 kifejezddés
mértéke sem korrelal az olaparib aktivitdssal a Cellminer szerint. Mi lehet ezeknek a
diskrepancidknak az oka? Folytatva az 0sszevetést a Cellminer adatbazissal: a 63. 0.-on a BLM
¢s FANCA koziil csak utdbbi expresszioja esetében talaltak érzékenyitést cisplatinra a triple-

emlorak sejtvonalakat 6sszehasonlitva (pl. a GDSC-MGH-Sanger adatbéazisban).

Valasz: A RADS2 esetében nem latok ellentmondast. A Cellminer adatai szerint az NCI60
sejtvonal-panelen igen gyengén korrelal a fehérje expresszidja az etopozid érzékenyseéggel, €s
a sejtvonalas kisérleteinkben sem mértiink szignifikdns hiperérzékenységet a RADS2
mutansokban. A RADS52-/- sejtvonal platinavegyiiletekre mutatott szamottevo érzékenységet,
¢és a Cellminer adatai szerint is szignifikans a korrelacid6 a RADS52 expresszio €s a cisplatin

érzékenység kozott, az alacsony expresszid tarsul a toxicitassal.

A tovabbi diszkrepanciak részben a Cellminer megkozelitésébdl adodnak. Az adatok forrasaul
szolgéalo sejtvonalak mdar valdszinlileg nem modellezik jol a szarmazasuknak megfeleld
szovettipusokat, tulajdonsagaik a tenyésztés soran evolvalddtak. A kiilonb6zd sejtvonal-
panelek Osszetétele is er0sen befolyasolhatja az eredményt, példaul az altalunk is vizsgalt
FANCI gén expresszioja az egyik panel esetében pozitivan, masik panel esetében negativan
korrelal a cisplatin-toxicitassal (bar egyik sem szignifikdns). Véleményem szerint az azonos
tumortipus mintain alapuld elemzések kevesebb valtozoval, megbizhatobban mutatjak a
Iényeges Osszefiiggéseket, az izogenikus sejtvonal-parok pedig egyetlen valtozd hatasat

mutatjak — igaz, nem teljesen fiziologias koriilmények kozott.

A génmutaciok hatdsanak vizsgalataval pedig kiilondsen dvatosnak kell lenni. A BRCALI ¢és
BRCAZ2 igen nagymeéretli gének, igy daganatokban gyakran talalhato benniik mutaci6. Ezeknek
a mutdcioknak a talnyomo tébbsége azonban nem driver mutacio, azaz nem valtoztatja meg
Iényegesen a fehérje miikodését. Rdadasul a tumor szupresszor hatas elvesztéséhez a sejtben

levd Osszes kopidban funkcidvesztéses mutacionak kell lennie, €s a szekvencia alapjan ennek
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a kritériumnak a teljesiilése egyaltalan nem trivialis, csak komplex elemzéssel prediktalhato

(Riaz et al., 2017, Nat Commun 8, 857).

Ismételten koszondm Dr. Szabd Gébor birdlatat és értekezésem elfogadasat tamogato

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

— DA

Dr. Sziits David

Budapest, 2021.04.29.
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