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Dr. Sziits David

., A mutagenezis mechanizmusai”

cimi akadémiai doktori értekezésének biralata

A téma jelentésége:

Sziits David kutatasaiban a mutaciok kialakuldsanak mechanizmusait és mozgatorugodinak genetikai
¢és kornyezeti hatasait vizsgalja. A mutagenezis az ¢letmiikodés velejaroja, nélkiile mi sem lennénk
itt, ugyanis alapvet6 szerepe van az evolucioban. A mutagenezis tovabbi pozitiv hozadéka példaul az
immunrendszer érése soran az immunoglobulinok valtozékonysagaért felelds hipermutaciok
kialakulasa. A mutagenezisnek azonban szamos arnyoldala is van — motorja egyrészt a rak
kialakulasanak, masrészt nagyban hozzajarul az 6regedéshez. Gyakorlati szempontbol elmondhato,
hogy a mutagenezis molekularis hatterének megismerése egyrészt felvilagositast adhat szamos
rakterapias eljaras veszélyérdl, ugyanis bizonyos rakterapiak mutaciokat okoznak és igy maga a
kezelés is indukalhat tumort, masrészt j diagnosztikai és terapias eljarasok fejlesztéséhez vezethet.
A fentiek alapjan vitathatatlan az értekezésben targyalt téma jelentOsége, melyhez, elsésorban az
ujgeneracidos genomszekvendlds modszertani megkozelitésnek koszonhetden, Sziits Déavidnak

sikertilt egy Uj megvilagitast adni.

A kisérleti megkozelités ujdonsagtartalma:

Sziits David kutatomunkajaval alapvetden valtoztatta meg a mutagenezis vizsgalatanak eddigi
gyakorlatat, mivel a mutagenezis vizsgalatara korabban elsGsorban mutagenezis riporterrendszereket
alkalmaztak, melyek adott forropont vagy adott gén mutacioit vizsgaltak, és nem tudtak feltarni a
teljes genomban torténd valtozasokat. Meglehetdsen nagy batorsag kellett a dolgozatban targyalt
kutatas elinditasahoz, ugyanis kérdéses volt, hogy genomonként keletkezik-e elég mutacio ahhoz,
hogy statisztikusan kiértékelhetéek legyenek az egy adott mutagén vagy génfunkcid kiesése
kovetkeztében kialakult DNS-valtozasok. Masrészt, a projekt indulasakor nem lehetett biztosan tudni,
hogy mennyire magas koltsége lesz egy-egy kisérletsorozatnak; mennyire csokken az ujgeneracios
szekvenalasok ara és mennyi minta szekvenalasara lesz szilikség. Végiil a kisérletek indulasakor nem

alltak még rendelkezésre megfeleld bioinformatikai eszk$zdk, igy bizni kellette ennek az akadalynak
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a lekiizdhet6ségében is. Sziits David vallalta mindezt a kockazatot, és jelen értekezése az ékes
bizonyitéka annak, hogy eréfeszitéseit siker koronazta. Kimondhatd, hogy kutatasi eredményeivel
nagyban hozzajarult a mutagenezis és karcinogenezis folyamatainak genomikai megkozelitéssel

torténé modszertananak kidolgozasahoz.

A dolgozat formai értékelése:

Az értekezés a mellékletekkel egyiitt 116 oldal, ebbdl a szakmai érdemi rész 85 oldal. A disszertacio
hagyomanyos felépitésii, 27 oldal bevezetés, 6 oldal modszerek, 48 oldal eredmények és
megvitatasuk, 3 oldal kdvetkeztetések és egy oldal uj tudomanyos eredmények dsszefoglalasa cimi
fejezetet tartalmaz. A dolgozat 22 abrat mutat be, melyek szemléletesek, olyannyira, hogy a témaban
valamennyire jartas olvasd szdmara az dbraaldirdsok nélkiil is értelmezhetdek. A disszertacid
rendkiviill igényes munka, nyelvhelyességével kapcsolatban nem taldltam kifogast, és

pontatlansdgokban sem akad meg az olvas6 szeme.

Kritikai megjegyzéseim az értekezéssel kapcsolatban:

1, Az értekezés bevezetése a szakmabeliek szamara is élvezetes Osszefoglalo és tartalmazza az
eredmények megértés€¢hez sziikséges alapismereteket. Hidnyoltam viszont azon korabbi kisérleti
rendszereknek a részletesebb, kritikus megkozelitéssel torténé bemutatasat, melyek felvaltasat tizte
ki a jelolt egy f6 célként. A mutagenezis tanulmanyozasara korabban is rendelkezésre alltak
modszerek, human rendszerben pl. a HPRT gén alapu riporterrendszer, mig élesztében példaul az an.
canavanine riporterrendszer. Ezek részletesebb bemutatasa, pozitivumai, negativumai,
alkalmazhatosaguk korlatai tovabb tudtik volna emelni a jelolt altal kifejlesztett genomikai
mutagenezismegkozelités értékét.

2, Az elobbi gondolatmenet folytatdsaként, hianyoltam az eredmények megvitatasa fejezetbol a
genomikai megkdzelitéssel nyert eredmények Osszevetését a kordbbi kisérleti rendszerekkel nyert
eredményekkel mind bizonyos génfunkciok, pl. HR géndeficiencidk, mind a DNS-karosité illetve
tumorterapias szerek tekintetében.

3. A bemutatott eredmények legnagyobb része bioinformatikai elemzés végeredménye, ezért ezek
elfogadasdhoz sziikséges belelatni pontosan hogyan torténik az 1jgeneracios szekvenalasi

eredmények kiértékelése. A kifejlesztett, [soMut modszer mitkodésének részleteirdl jo dsszefoglalast
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tartalmaz a dolgozat, viszont ez a program csak a pontmutaciok és indelek felderitésére szolgal.
Hasznos lehetett volna a mas tipusu mutaciok (pl. transzlokaciok, nagyobb deléciok, duplikaciok)
elemzésére alkalmas bioinformatikai eszk6z6k milkodésének Kritikus szemszogb6l torténd

részletesebb ismertetése is.

Uj tudoményos eredmények:

Az értekezésben részletezett kutatasok j f6 tudomanyos eredményeinek a kovetkezoket tartom:

1, Ujgeneracios szekvenalasi technikat dolgozott ki a mutagenezis vizsgalatara, mellyel elséként
térképezte fel tobb kisérleti sejtvonal genomjat és tobb kemoterapias szer mutagenikus hatasat, mind

kisérleti sejtvonalakban, mind kezelt betegek tumormintaiban.

2, Kifejlesztett egy bioinformatikai modszert, az IsoMut nevii eszkozt, amely izogenikus

genomokban hatékonyan képes a mutaciok detektalasara.

3, Jellemezte adott DNS-hibajavité folyamatok, mint a homoldg rekombinaci6 és a nem Gsszeilld
bazisparok javitdsa deficiencidinak mutagenikus kovetkezményeit, és kimutatta, hogy a homoldg
rekombinacié deficiens sejteket szelektiven pusztitdé poli-ADP-polimeraz gatloszereknek nincs

jelentds mutagenikus hatasuk.

4, DT-40 modell sejtvonalat alkalmazo kisérleti rendszerben feltarta adott DNS-hibatolerancia gének

¢s mechanizmusok szerepét a sériilt DNS replikaciojaban.

Kérdéseim:

1, A jelolt kutatocsoportjaban kifejlesztett Gn. IsoMut bioinformatikai szoftver kényelmesen
hasznalhato6 izogenikus mintak pontmutacioinak és rovid deléciok és inszerciok detektalasara, viszont

nem alkalmas nagyobb kromoszémalis elvaltozasok, mikroszatellita instabilitas és kdpiaszam-
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valtozasok kovetésére. A pontmutacidkon feliil ez utdbbik is jelentds szereppel birnak a mutagenezis
folyamataban és tanulmanyozasukat elésegitené egy IsoMut-hoz hasonldéan konnyen kezelhetd
bioinformatikai eszkoz. Lat-e arra igényt és lehetséget, hogy egy ilyen, kifejezetten izogenikus
genomok osszehasonlitd elemzésére alkalmas bioinformatikai eszkoz is elkésziiljon, mely esetleg az

IsoMut-tal integralt formaban tudna miikodni?

2, Kordbban alkalmazott mutagenezis riporterrendszerek alkalmazasaval feltart adott
génfunkciokhoz és DNS-karosité agensekhez kothetd mutdcidos mintazatok mekkora korrelaciot
mutatnak a dolgozatban alkalmazott genomikai megkdozelitéssel feltart eredményekkel — mi az, amit
el kell vetnlink és mi az, amit megtarthatunk a korabbi vizsgéalatok eredményeibdl? Legalabb
elovizsgalati szinten érdemes-e tovabb alkalmazni a mutagenezis riporterrendszereket, vagy a
genomikai megkdzelitések — kiilondsen mivel a vizsgalat ara folyamatosan csokken — varhatéan

teljesen kiszoritjak majd a korabbi vizsgalati modszereket?

3, Meglepd az a kovetkeztetésik, hogy a PCNA poliubikvitilicioja nem sziikséges a
hibatoleranciahoz. Mennyire mutat egyezést és mennyire kiilonbozik ez a kovetkeztetés mas kisérleti
rendszerekben kapott eredményektdl és a kiilonbségeknek mi lehet az oka? Lehet-e ez a megfigyelés
DT-40 sejtvonalra specifikus, és ha igen, akkor mennyire megfeleld ez a sejtvonal az adott

hibatolerancia utvonal feltérképezésére?

4, HR gének hidnyaban fellépé mutagenikus folyamatok részletes feltérképezésre keriiltek az
értekezésben. Meglepd, hogy szamos HR gén deficiencidja joval kisebb PARP inhibitor
érzékenységet mutat, mint a BRCA1/2 gének deficienciaja. Hasznalhato-e ez a megfigyelés a klinikai
alkalmazhatdsagan tal a hibajavitd utvonalak térképezésére is? Példaul részt vehetnek-e a BRCAL/2
gének tobb ttvonalban is, illetve adott vizsgalt HR gének funkcidjat mas gének tudjak-e helyettesiteni
sth.?

5 Kérem a jeloltet, Osszegezze véleményét, hogy az értekezésében bemutatott genomikai

megkozelitések milyen eséllyel keriilhetnek be a kdzeljovOben a rutin tumordiagnosztikaba, és mire
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lehetne azokat biztosan felhasznalni, illetve mennyiben vezethet hibas dontésekhez a rendelkezésre

allo bioinformatikai eszkoztar nem elég koriiltekintd hasznalata.

Osszegzés:

Sziits David egy jelentds, eredeti megkdzelitéseken alapuld és rangos nemzetkozi folyodiratokban
kozolt hiteles eredményeken nyugvo, nagy miigonddal elkészitett akadémiai doktori értekezést
nyGjtott be. Kiilondsen jelentésnek gondolom, hogy kutatbmunkaja alapot teremtett a
mutagenezisvizsgalatok genomikai megkdzelitéseinek elterjedéséhez, és a tumordiagnosztika
iranyaba is 0 utakat jelolt ki. Mindezek alapjan javaslom a nyilvanos vita kitlizését és Sziits David

MTA doktori értekezésének elfogadasat.

Szeged, 2021. marcius 12.
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Dr. Haracska Lajos
az MTA doktora



