A DOKUMENTUMOT DIGITALIS
re 4. ., , ., , ALAIRASSAL LATTA EL:
,Uj dimenziok a genomszerkezet kutatasban” - MTA doktori értekezés

AVDH SIGN

Valasz Dr. Haracska Lajos opponensi véleményére

Halasan kdszonom Dr. Haracska Lajosnak, hogy elvallalta értekezésem birdlatat. K6szondm az
épitd megjegyzéseket, a kérdéseket, valamint azt, hogy az elért eredmények alapjan

alkalmasnak tart az MTA doktora cim odaitélésére.
A biralatban feltett kérdésekre az alabbi valaszokat adom:

Kérdeés 1. A rekombindcios projekt kapcsan van-e arra bizonyiték, hogy a Mer2 az egyetlen
kapcsoloddasi pont a hiszton metilaciot kozvetité Sppl és a kettos szalu torést katalizalo Spol
kozott? Létezhetnek-e mdas kapcsolo mechanizmusok is a hurok forropontok és a
kromatintengely kozott? Ennek kapcsan meglepo, hogy az Sppl fizikai interakcios partnereinek
az azonositdasara kivitelezett éleszto kettos hibrid sziirés csak két szignifikans taldlatot adott, a
Set1-et (amely nem volt varatlan, hiszen az Sppl a Setl-komplex része) és a Mer2 DSB fehérjét.
Egyrészt varatlan, hogy a Setl komplex tobbi tagja nem keriilt azonositdsra, masrészt ez felveti
annak a lehetoségét, hogy a Mer2-n kiviil esetleg mas, kettos hibrid megkozelitéssel nem
azonosithato tengelyfehérje is szerepet jatszhat.

Vilasz 1: A Mer2 fehérje oldalarol megkozelitve a kérdést, a legijabb adatok alapjan a Mer2
kozvetleniil képes kotddni a nukleoszomalis hisztonokhoz (Rousova ef al. eLIFE 2020), amely
onmagaban is 1étrehozhat hurok-tengely kapcsolatokat a kromatin hurkokon talalhat6 hiszton
fehérjékkel. Ezek az Spp1-tdl fliggetlen kihorgonyzasok azonban feltehetden sztochasztikusak
és sokkal instabilabbak az alapmechanizmusnak tekinthetd, nagyaffinitdsu Sppl-Mer2
interakcidohoz képest. A fenti Mer2-hiszton kdlcsonhatas alapjan logikusan magyarazhat6 az a
megfigyelés, miszerint Sppl hianyaban is keletkeznek DNS torések, de joval kisebb szamban
és véletlenszerli helyeken, mint vad tipusu sejtekben (Szekvolgyi L et al. Cold Spring Harb
Perspect Biol 2015). Egy masik tanulmany genetikai kolcsonhatast (szintetikus letalitast)
komplex kozott (Zhang Y et al. IIMS 2020). Ez arra utal, hogy az elongal6édé RNS polimeraz
szerepet jatszhat a DSB képzddésében a meidzis soran, amely fligg a Mer2-tdl, de fiiggetlen az
Spp1-t6l. Az Spp1 oldalardl kozelitve a kérdést, egy 2018-as tanulmany az altalunk publikalt
élesztd kéthirbid modszertdl eltérd eljarassal, TAP-tag IP/MS technikaval azonositotta az Spp1
interakcids partnereit (Adam C et al. Plos Genet 2018). Ez alapjan az Spp1-TAP nemcsak a
Setl-el, hanem a Setl-komplex Osszes tagjaval kolcsonhatasba 1épett (Bre2, Sdcl, Sppl, Setl,
Swdl, Swd2, Swd3, Shgl), 6sszhangban az opponensi megjegyzéssel. Ez egy lényeges eltérés
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a korabbi tanulmanyunkhoz képest; a kiilonbség oka feltehetéen metodikai jellegli. Viszont az
Uj tanulmany teljes mértékben megerdsitette a kulcs felfedezésiinket, nevezetesen az Sppl-
Mer?2 interakciot meiotikus sejtekben, amely a hurok-tengely kapcsolat fizikai alapjat képezi.
A felsoroltakon kiviil nem volt mas fehérje, amely szignifikdns fehérje-fehérje interakciot

mutatott az Spp1-el.

Kérdés 2. Az Sppl kromatinkotédesi dinamikajanak vizsgalata azt mutatta, hogy az Sppl nem
minden esetben a SetlC hiszton metildz komplex részeként fejti ki hatasat, hanem — kiilonésen
a rekombinacio soran — a Setl C-rdl levalva, attol fiiggetleniil mitkodik. Kerdésként meriil fel,
hogy az Sppl SetlC-fiiggo (altalanos) biologiai funkcioja mennyiben kiilonbozik a
rekombinacioban betoltott szerepétol —, esetleg az dltalanos funkcioja soran is szereppel bir a
kiilonbozé DNS-hurkok dinamikajanak valtoztatasaban, és ha igen, akkor milyen mechanizmust
tart a jelolt elképzelhetonek erre vonatkozolag?

Vilasz 2: Az Sppl szerepe a DNS-hurkok dinamikajaban lényegében ismeretlen. Azt lehetne
vizsgalni példaul genomkonformacid leképezés alapi modszerekkel (Hi-C), amelyre
kutatocsoportunk tett is kisérletet. Vad tipust sejtekben és kiilonféle Sppl hidnymutdnsokban
kapott eldzetes eredményeink visszaigazoltdk az Sppl-fliggd kromatin interakcidkat
meidzisban; mindemellett Ggy tlinik, hogy az Sppl-nek nincs globalis hatasa a kromoszéma
térszerkezetre (mint pl. egy kohézinnak vagy CTCF-nek), inkabb lokalisan hat egy-egy
rekombinacids forropont kozelében. Az Sppl Setl-komplextdl fliggetlen szerepérdl a
kézelmultban deriilt ki, hogy - a meiotikus rekombinaciora kifejtett hatdsa mellett - fontos
funkcidja van a DNS replikéacioban. Az Sppl H3K4me3 ird funkcidja révén képes helyreallitani
a replikéacios villa mogotti nukeloszomakon a H3K4 trimetilacios jelet, olvaso funkcidja révén
pedig ide rogziti a SetlC komplex tagjait (Serra-Cardona A et al. Science Adv 2022). A
replikécios villa (patologias) megallasakor pedig az Spp1 felhalmozodik a villa mogotti H3K4
trimetilalt nukleoszomakon, amely akadalyozza az Exol exonukledz bekotddeését és a ssDNS
felhalmozodasat, ezzel védi a genom stabilitasat (Ghaddar N. ef al. Research Square 2022). A
fenti Sppl-medidlt mechanizmusok fiiggetlenek a Setl-komplex tobbi tagjatol. A Setl-
komplexnek szintén van egy Sppl-tdl fiiggetlen ,,6nallo” bioldgiai szerepe, nevezetesen, az
epigenetikus transzkripcidos memoria kialakitdsa bizonyos gének teriiletén (D’Urso, A. ef al.
eLife (2016). A fenti folyamatok nagy valoszinliséggel egyiitt jarnak a térbeli genomszerkezet
szignifikdns valtozasaival (pl. gén hurkok, kromatin hurkok megjelenése/eltiinése révén),
azonban ezen 3D struktirdk azonositdsa és az Sppl szerepének tisztdzdsa tovabbra is

bizonyitasra var.



,,Uj dimenziok a genomszerkezet kutatisban” - MTA doktori értekezés - Dr. Székvolgyi Lorant

Kérdés 3. Technikai kérdés, hogy az R-hurkok azonositasa soran lehet-e kiilonbséget tenni a
reguldcios funkcioval biro R-hurkok és az éppen transzkriptalodo DNS-en jelen lévo
haromszalu RNS-DNS-strukturak kozott. Esetleg az R-hurok genomi régiok mennyiségi
osszehasonlito elemzésével lehet-e korrelaciot talalni egyes régiok, gének transzkripcios
aktivitasara?

Vilasz 3: Minden R-hurok transzkripci6 altal jon 1étre, fliggetleniil attol, hogy a transzkripcio
helyén (cisz) vagy attol tavol (transz) fejtik ki hatasukat. Emiatt a kérdés megvalaszolasa
komplex megkozelitéseket igényel. El6szor is, az NGS kisérletekben megfigyelhetd R-hurkok
mennyiségi valtozasat dvatosan kell értelmezni, mivel azok szamos forrasbol szarmazhatnak.
(pl. aktinomicin D vagy «-amanitin kezeléssel, esetleg kondicionalis RNAP mutéaciokkal az R-
hurok szint jelentésen csokkenthetd), mivel tobbségiik ko-transzkripcidsan (a transzkripciod
melléktermékeként) keletkezik. Ezért az R-hurkok térképezésekor célszeri a naszcens
transzkripciot is kvantifikdlni (pl. parhuzamos GRO-seq mérésekkel), hogy megbizhatod
kovetkeztetéseket vonjunk le a regulacidos R-hurkok szerepérdl. A kiilonb6z6 mintdk R-hurok
profiljanak Gsszehasonlitasahoz és kvantifikalasahoz kivanatos valamilyen spike-in kontroll
hasznalata, amely lehet egy ismert mennyiségii mesterséges RNS-DNS hibrid oligd (Crossley
MP et al. NAR 2020) vagy egy tavoli fajbol szarmazé RNS-DNS hibrid-tartalmi genomi DNS
preparatum. A transzkripcidos R-hurkok mellett 1éteznek regulatorikus szereppel bird ko-
transzkripcios R-hurkok is, amelyeket szinte lehetetlen megkiilonboztetni a ,,sima” ko-
transzkripcids R-hurkoktol. E struktirikat létrehozhatja példaul egy DNS torésbe ,,belefuto”
RNS polimeraz, amely a torés helyétdl visszafordulva R-hurkot szintetizal, hogy meggatolja a
transzkripcid folytatasat a DNS 1€zi6 kornyezetében (Lim G. ef al. NAR 2023; Ohle C ef al.
Cell 2016). A genetikai perturbaciok / génmutaciok hatasat is koriiltekintden kell értékelni.
Nevezetesen, ha egy adott gén delécidja vagy csendesitése jelentdsen megnoveli az R-hurok
szintet, az dnmagéaban nem bizonyitja, hogy ez a gén gatolja az R-hurkok képzddését, mivel
lehet, hogy csupan a naszcens transzkripciot fokozza, amely aztan magasabb ko-transzkripcios
R-hurok szintet okoz. Tovabbi R-hurok szint valtozast okozhat a sejtciklus megvaltozasa; mivel
szdmos gén sejtciklus-vezérelt (koztiik ismert R-hurok regulatorok), ezért varhato, hogy az R-
hurkok egy része sejtciklus-fiiggdséget is mutat. A cisz R-hurkok mellett joval kevesebbet
hibridizalva fejtik ki hatasukat. Egy kozelmultbeli tanulmany az APOLO IncRNS szerepét

bizonyitotta transzkromoszémalis R-hurkok 1étrehozésaban, amely a PRC1 komplex aktivitasat
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szabalyozza Arabidopsis-ban (Ariel, F. et al. Molecular Cell 2020). Elesztdben a Rad51
szerepét bizonyitottdk transz R-hurkok létrehozasaban (Wahba L et al. eLife 2013), amelyet
késobb egy masik csoport megcafolt (Lafuente-Barquero J et al eLife 2020). Ezen
ellentmondasok is bizonyitjak, hogy az R-hurok biologia szamos aspektusa kiaknazatlan, a

transzkripcidval vald kapcsolata pedig tovabbi magyarazatra var.

Kérdés 4. Az R-hurok regulator fehérjek farmakogenomikai vizsgalataihoz olyan regulator
gének keriiltek kivalasztasra, amelyek a szakirodalom szerint valamilyen R-hurok
asszocidcioval rendelkeztek. A kivalasztott fehérjék a potencialis R-hurok regulator funkciojuk
mellett bizonyitottan szerepet jatszanak a rak mas aspektusaban is, mint pl. a DNS-hibajavitas,
a splicing vagy a hisztonmodifikdacio. Hogyan lehetne azt bizonyitani, hogy ezen gének
génexpresszios értékei és a raktulélési adatok kozott talalt korreldaciok valoban az R-hurok
reguldtor funkcioknak tulajdonithatok? Hasonlo kerdés meriil fel az R-hurok regulatorok
gvogyszerkolcsonhatds-vizsgalatai soran is — mennyire lehetnek R-hurok-specifikus hatasuak
ezek az inhibitorok?

Vilasz 4: Annak bizonyitasara, hogy kozvetleniil az R-hurkok (és nem pl. az ezzel 6sszefliggd
transzkripcids valtozasok) felelosek ezekért a jelenségekért, in vivo RNaz H1 overexpressziot
lehet alkalmazni, amely az R-hurok-szintet fizioldgias szintre csokkenti a vizsgalt
tumorsejtekben. Ha az RNaz H1 komplementélja a genom instabilitas jelenségeit (pl. \H2AX
akkumlécio, DNS 1ézidok, mutagenezis) €s emellett hatdssal van a sejtosztodasra is, akkor
valdszinlileg R-hurok hatasrdl van sz6. Emellett érdemes azt is vizsgalni, hogy az RNaz H1-
szenzitiv DNS 1¢ziok kizardlag a stabilizalt R-hurkok felett alakulnak-e ki. Az idébeli €s térbeli

illetve gyogyszerkolesonhatasaiban.

Végezetiil ismételten megkoszondm Opponensem rendkiviil gondos biralé6i munkdjat, a
befektetett figyelmet és energiat. Bizom benne, hogy vélaszaimat megalapozottnak talalja,
amely alapjan tovabbra is tdmogatja a dolgozat nyilvanos vitdra bocsatasat és az MTA

doktora cim odaitélését.

Debrecen, 2023. augusztus 31.
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Dr. Székvolgyi Lorant




IGAZOLAS

Ezt az elektronikus dokumentumot az elektronikus lGgyintézés részletszabalyairdl sz6l6 451/2016.
(XI1.19.) Korm. rendelet alapjan nyujtott azonositasra visszavezetett dokumentumhitelesités
(AVDH) kézponti elektronikus Ugyintézési szolgaltatas keretében a NISZ Nemzeti
Infokommunikacios Szolgaltatd Zrt. — mint szolgaltatd — elektronikus bélyegzével és idébélyegzével
latta el.

A polgari perrendtartasrol sz6l6 2016. évi CXXX. térvény 325. § (1) bekezdés g) pontjaban
foglaltaknak megfeleléen az azonositasra visszavezetett dokumentumhitelesités szolgaltatas
keretében hitelesitett dokumentum teljes bizonyité erével rendelkezik.

A szolgaltatasra vonatkozo részletes tajékoztatd elérheté a szolgaltatdé honlapjan:
https://magyarorszag.hu/szuf_avdh_feltoltes.

A szolgaltatdé a Kézponti Azonositasi Ugyndkén (KAU) keresztiil elérhetd azonositd szolgaltatast
vette igénybe annak megallapitasara, hogy a csatolt eredeti elektronikus dokumentum DR.
SZEKVOLGYI LORANT iigyféltél szarmazik.

Az azonositas idépontja: 2023.09.11. 11.36.17

Az azonositott Ggyfél adatai:

Sziiletési név: DR. SZEKVOLGYI LORANT
Szilletési hely: SALGOTARJAN

Sziiletési datum: 1977.09.20.

Anyja neve: ANDO EDIT MARIA

Ez az elektronikus dokumentum két, egymastdl elvalaszthatatlanul 6sszetartozo6 részbdl, az eredeti dokumentumbdl és zaradékbol all.
Az Igazolas cimi jelen zaradék az eredeti elektronikus dokumentum csatolt melléklete. A zaradék olvashaté széveges formaban rogziti
az eredeti dokumentum hiteles elektronikus alairassal valo ellatasanak korilményeit és az ezzel kapcsolatos egyéb adatokat.

A szolgaltaté elérhetéségei

Telefon: Magyarorszagrol: 1818 Kulféldrél: +36 1 550 1858

Honlap: https://magyarorszag.hu/szuf_avdh_feltoltes ~ E-mail: ekozig@1818.hu
Webchat: https://webchat.opennet.hu/ekozigazgatas/?ref=ekozig
Hibabejelentés az év minden napjan 0-24 6ra kozoétt lehetséges
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