Valasz Dr. Haracska Lajos, az MTA doktora biralatara

Haélasan koszonom Dr. Haracska Lajosnak értekezésem értékelését, észrevételeit és kérdéseit,

¢s a sikeres védés esetén az MTA doktora cim megitélésére tett tamogato javaslatat.

Az értekezésem biralataban tett kérdéseire a kovetkezo valaszokat adom.

1. kérdés

A jelolt kutatocsoportjdban kifejlesztett Gn. IsoMut bioinformatikai szoftver kényelmesen
hasznalhato izogenikus mintak pontmutacioinak ¢€s rovid deléciok és inszerciok detektalasara,
viszont nem alkalmas nagyobb kromoszomalis elvaltozasok, mikroszatellita instabilitas €s
kopiaszam-valtozasok kovetésére. A pontmuticidkon feliil ez utdbbik is jelentds szereppel
birnak a mutagenezis folyamatdban ¢€s tanulmanyozasukat eldsegitené¢ egy IsoMut-hoz
hasonldéan konnyen kezelhetd bioinformatikai eszkoz. Lat-e arra igényt és lehetdséget, hogy
egy 1ilyen, kifejezetten izogenikus genomok Osszehasonlitd elemzésére alkalmas
bioinformatikai eszkoz is elkésziiljon, mely esetleg az IsoMut-tal integralt formaban tudna

miikodni?

Valasz: Az IsoMut hatékonyan észleli a rovid 1smétl6dd szakaszokban keletkezd inzerciokat
¢s deléciokat, azaz a mikroszatellita instabilitast, amennyiben az adott genomi helyre a
szekvenalas leolvasasai jol illeszthetok. Ennek megfelelden a dolgozatban bemutatott
tanulmanyban megmutattuk, hogy mismatch repair deficiens MSH2 mutans DT40 sejtekben
nagyon nagy gyakorisadggal keletkeznek egy-két bazisparos deléciok ismétlddd szakaszokban

(Németh et al., 2020, DNA Repair 89, 102827).

A nagyléptékli atrendezddések, strukturalis variaciok azonositdsara sok bioinformatikai
eszkozt fejlesztettek. Ezek jellemzden mintaparokkal dolgoznak, azaz nem képesek figyelembe
venni egyszerre sok izogenikus mintat. Mi is ilyen programokat hasznalunk, kordbban a
CREST, az utobbi idében a GRIDSS szoftvert. Ezek sok fals pozitiv eseményt adnak ki,
amelyeket az IsoMut elve szerinti utoszlirésnek vetiink ald, tehat példaul kizarunk olyan
eseményeket, amelyeket tobb mintaban is timogatnak readek. Egyetértek, hogy hasznos lenne
az efféle utdsziirést és egyéb sziirési lehetdségeket beépiteni egy strukturalis variacidkat

azonosito bioinformatikai eszkodzbe.



2. kérdés

Koradbban alkalmazott mutagenezis riporterrendszerek alkalmazéasaval feltart adott
génfunkciokhoz ¢és DNS-karositdé agensekhez kothetd mutidciés mintdzatok mekkora
korrelaciot mutatnak a dolgozatban alkalmazott genomikai megkozelitéssel feltart
eredményekkel —mi az, amit el kell vetniink €s mi az, amit megtarthatunk a korabbi vizsgalatok
eredményeibdl? Legaldbb eldvizsgalati szinten érdemes-e tovabb alkalmazni a mutagenezis
riporterrendszereket, vagy a genomikai megkozelitések — kiillonosen mivel a vizsgalat ara
folyamatosan csokken — varhatoan teljesen kiszoritjak majd a korabbi vizsgalati modszereket?
Valasz: A mutagenezis riporterrendszerek alapvetéen egy riportergén expressziojanak
reverz essz€k). Az ilyen esszék kivaloan alkalmasak mutacids ratdk osszehasonlitd mérésére.
A forward mutagenezis essz€k a muticids spektrumok meghatarozasara is alkalmasak.
Példakén a cisplatin (Louro et al., 2002, Environ Mol Mutagen 40, 283-291) és az ultraibolya
sugarzas (Pfeifer et al., 2005, Mutation Res 571, 19-31) esetében is hasonlé mutdcios
spektrumokat hataroztak meg egér sejtekben riporter esszék segitségével, mint amelyeket
késObb human sejtvonalak genomszekvenalasaval mértek. A forward riporter esszek limitacidi
kozé tartozik, hogy (1) csak funkcidvesztéses mutaciokat €szlelnek, amely torzithatja a
mutacios spektrumot, (2) gyakran csak aktiv génszakaszban vizsgaljdk a mutaciokat, pedig a
DNS-hibajavitas kiilonbozik az atirt €s nem atirt genomi régiokban, bar ennek a problémanak
az elkeriilésére 1éteznek megoldasok, (3) gyakran nem relevans organizmust hasznalnak,
padaul Ames teszttel Salmonella typhimurium baktériumokban vizsgaljdk humén

gyogyszerhatéanyagok mutagenitasat.

Osszefoglalasul tehat véleményem szerint a riporterrendszerek tovabbra is érvényesek és
alkalmazhatdk. A genomszekvenalads alapti mutdciodetektalashoz az attérést az jgeneracios
szekvenalas szolgaltatta, melyet megfeleld tervezés esetén riporterrendszerekben is lehet
alkalmazni, megsokszorozva atereszoképességiiket és novelve a meghatarozott mutdcios

spektrumok pontossagat.

3. kérdés

Meglep6é az a kovetkeztetésiik, hogy a PCNA poliubikvitilacidja nem sziikséges a
hibatolerancidhoz. Mennyire mutat egyezést és mennyire kiilonbozik ez a kovetkeztetés mas

kisérleti rendszerekben kapott eredményektdl és a kiillonbségeknek mi lehet az oka? Lehet-¢ ez



a megfigyelés DT-40 sejtvonalra specifikus, és ha igen, akkor mennyire megfelelé ez a

sejtvonal az adott hibatolerancia utvonal feltérképezésére?

Valasz: Megfigyelésiink hatarozottan eltér a Saccharomyces pombe élesztd vizsgélataval
kapott eredményektdl, wugyanis ¢élesztoben egyértelmiien megmutattdk a PCNA
poliubikvitilacié szerepét a templatvaltasban, amint ezt a dolgozatban is idéztem. Magasabb
eukariotadkban azonban nem sikeriilt kozvetleniil megmutatni a PCNA poliubikvitilacid
szerepét €16 sejtekben. A PCNA poliubikvitilaciot katalizalni képes HLTF ¢s SHPRH ubikvitin
ligazok csendesitése a spontdn mutagenezis részleges emelkedését mutatta human Ramos B
sejtekben (Motegi et al., 2008, PNAS 105, 12411-12416), azonban mindkét fehérjének
kimutattdk a szerepét a transzlézids szintézis szabalyozasaban is, tehat ezek a hatdsok nem
kothetok egyértelmiien a templatvaltds csokkenéséhez. Qin és munkatdrsai huméan 293
sejtekben vadtipusi PCNA hattérben expresszaltak PCNA-ubikvitin fazids fehérjét, amely
szdmottevoen csokkentette a sejtek érzékenységét ultraibolya sugarzasra. A megfigyelt
hibatolerancia azonban teljes mértékben REVI1-fliggbnek bizonyult, igy a PCNA
ubikvitilacibhoz a DT40-ben végzett kisérletekhez hasonldan itt is csak a transzl€zios szintézis

szabalyozasat sikertlt kotni (Qin et al., 2013, Nucleic Acids Res. 15, 7356-7369).

A DT40 sejtvonal annyiban nem modellezi tokéletesen a human sejteket, hogy a madarak
genomjaban nincsen HLTF ortolog gén. Egyéb fontos eltérést azonban egyeldére nem lattunk a
PCNA ubikvitildcio szempontjabdl. Valoszinlinek tartom, hogy magasabb eukariotakban is
van szerepe a PCNA poliubikvitildcionak a genomstabilitdsban. Ez megfeleld koriilmények

kozott vagy genetikai hattérben esetleg jobban észlelhetd; folytatunk eziranyt kutatasokat.

4. kérdés

HR gének hianyaban fellépd mutagenikus folyamatok részletes feltérképezésre keriiltek az
¢rtekezésben. Meglepd, hogy szdmos HR gén deficiencidja joval kisebb PARP inhibitor
¢rzékenységet mutat, mint a BRCA1/2 gének deficienciaja. Hasznalhato-e ez a megfigyelés a
klinikai alkalmazhat6sagan tal a hibajavito tvonalak térképezésére is? Példdul részt vehetnek-
e a BRCA1/2 gének tobb utvonalban is, illetve adott vizsgalt HR gének funkcidjat mas gének
tudjak-e helyettesiteni stb.?

Valasz: Egy ¢évvel a tanulmanyunk megjelenése utan publikaltdk a TBCRC048 klinikai
vizsgélat eredményeit, amely eredményeinkkel j6 egyezésben azt talalta, hogy a BRCAI,

BRCAZ2 ¢és PALB2 mutécidkat hordozé emlddaganatok jol reagaltak PARP inhibitor (olaparib)



kezelésre, mig a CHEK2 és ATM mutaciokat hordozé daganatok nem reagéltak (Tung et al.,
2020, J Clin Oncol 38, 4274-4282) — a sejttenyészetes modellrendszeriink tehat jol prediktalta
a klinikai vizsgélat eredményét. Emellett azonban valoban érdekes a fehérjék funkcidjanak
szempontjabol, hogy példaul a RADS1 paralog génekben mutans sejtvonalak miért mutatnak
alacsonyabb érzékenységet PARP inhibitorokra, mint a BRCA1, BRCA2 ¢s PALB2. A
kielégitd valaszhoz tovabbi vizsgalatokra lesz sziikség. Részleges magyarazatul szolgalhat
bizonyos funkcionalis redundancia a RADS1 paralogok kozott, vagy a RADS4 és a RAD54B
kozott. Azonban mivel a RADSI1 paralogok bazisszubsztitiicios fenotipusa megegyezett a
BRCA1/2 és PALB2 fenotipusaval, én is valdsziniinek tartom, hogy a BRCA1/2 gének részt
vesznek olyan ttvonalban is, amelynek hidnya nem befolyasolja a bazisszubsztiticiokat, de

szerepet jatszik a PARP inhibitor érzékenységben.

5. kérdés

Kérem a jeloltet, Osszegezze véleményét, hogy az értekezésében bemutatott genomikai
megkozelitések milyen eséllyel keriilhetnek be a kozeljovOben a rutin tumordiagnosztikaba, és
mire lehetne azokat biztosan felhasznalni, illetve mennyiben vezethet hibas dontésekhez a

rendelkezésre 4116 bioinformatikai eszkdztar nem elég kortiltekintd hasznalata.

Valasz: Véleményem szerint a tumormintdk genomszekvendlasa biztosan alapvetd elemévé
fog valni a tumordiagnosztikanak. Jelenleg is szdmos olyan diagnosztikai tesztet alkalmaznak,
amely a tumorsejtek genomi DNS-szekvenciajat elemzi. llyen bizonyos onkogének vagy tumor
szupresszor gének szekvencidjanak vizsgalata, kisebb vagy nagyobb génpanelek egylittes
vizsgélata, mikroszatellit instabilitds vizsgalata, teljes mutacios teher vizsgalata, genomi
atrendezOdések vizsgalata, kariotipus vizsgalata. A genomszekvendlds mindezeket a
teljes exom szekvenalasa is megfeleld lehet). Bevezetésének visszatartd ereje egyrészt a mar
beallitott és elfogadott vizsgalatok levaltasaban rejlé tehetetlenség, masrészt az eljarés
koltsége. Valdsziniileg tovabbi fejlodésre lesz sziikség a szekvenalasi technoldgiaban ahhoz,
hogy diagnosztikai eljarasként elfogadhatoak legyenek a koltségek. Raadasul a szekvenaléasi
koltségek tovabbi csokkenése mellett hamarosan a bioinformatikai elemzés valhat sziik

keresztmetszetté mind anyagilag, mind kapacitast tekintve.

A genomszekvenalas a jelenleg alkalmazott tesztekhez képest extra informaciot is szolgaltat,

elsésorban a dolgozatomban targyalt muticidés mintdzatok tekintetében, amelyek szintén



felhasznalhatok diagnosztikus célokra. Minden lehetséges molekuléris vizsgalatot azonban
nem valt ki, példdul nem ad informéaciot a génexpressziorol. A tumor heterogenitasa is fontos
nagyon kevés informaciot képes nyujtani, és az eredmény nagyban fiigg a mintavételi

modszertol.

A felhasznalt bioinformatikai eszkdzok folyamatos fejlesztés alatt allnak, de a modszerek jol
automatizalhatok, igy véleményem szerint elvarhatok lesznek a megbizhat6 eredmények.
Ovatossagra inkabb az eredmények értelmezésében van sziikség. Mar emlitettem a tumor
heterogenitasat, melynek kovetkeztében a vizsgalt minta nem feltétleniil reprezentativ. Szintén
fontos figyelembe venni, hogy a genomszekvenalds csak a tumor klondlis vagy enyhén
szubklonalis genomi tulajdonséagait képes észlelni, amelyek valamely multbeli idészakban
rogziltek. Ez nem probléma egy génmutacid esetén, de mutaciés mintazatok tekintetében
elképzelhetd, hogy a daganat mutator fenotipusa megvaltozott, és a mintavételkor mar nem all
fenn, de a korabban kialakult mutaciok tovabbra is észlelhetdk. Példaul egy BRCA1/2 mutéciot
hordozé tumorban megjelenhet egy szupresszor mutacio egy masik génben, amely visszaallitja
a normalishoz kozeli mutacids folyamatokat és csokkentheti a célzott kezelésekre mutatott
¢rzékenységet. Ilyen esetben a mutacids mintazat fals pozitiv prediktora lenne az
¢rzékenységnek. Az efféle problémakat legjobban a konkrét molekularis mechanizmusok

megismerésével lehet kikiiszobolni.

Ismételten koszondm Dr. Haracska Lajos birdlatat és értekezésem elfogaddsat tamogato

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

Budapest, 2021.04.29.



