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OSSZEFOGLALAS

A mutagenezis folyamata alapvetd szerepet tolt be az evolicidban, az dregedésben €s a rak
kialakulasaban. A mutéacidk kialakuldsat okozhatjédk a sejt rendes miikodési folyamatai vagy
kiils6 DNS-karositdé hatdsok, de hozzajarulhat a DNS-javitd mechanizmusok hiédnyos
mukodeése i1s. Kutatdsaink célja a mutagenikus folyamatok megismerése, elkiilonitése és

mechanizmusuknak részleges feltrasa volt.

A  mutaciés folyamatok feltérképezésehez elsdsorban genomikai megkozelitéseket
alkalmaztunk. Nagy ateresztoképességli ujgeneraciés DNS-szekvendlds segitségével
feltérképeztiik a kisérleteinkhez hasznalt sejtvonal-modellek genomjat. Kifejlesztettiink egy
IsoMut nevli bioinformatikai mddszert, amely izogenikus genomi mintakban gyorsan és
pontosan detektalja a mutaciokat. Egy dsszehasonlitd tanulmanyban meghataroztuk a gyakran
alkalmazott kemoterapids szerek mutagenikus hatasat, €s a mutaciés spektrum alapjan
értelmeztiik a cisplatin mutagenikus mechanizmusat. Sejtvonalak és betegbdl szadrmazéd
xenograftok szekvenaldsaval megmutattuk, hogy a homoldg rekombinaci6 deficiens sejteket
szelektiven pusztitd poli-ADP-polimerdaz gatlészerek nem rendelkeznek szamottevd
mutagenikus hatassal. A homolog rekombinacié génjeiben mutans csirke limfoblasztoma
sejtvonalak genomszekvenalasaval feltartuk az ezen hibajavitd utvonal hianydban fellépd
mutagenikus folyamatokat, €s citotoxicitasi mérések segitségével elemeztiik a mutaciods
spektrumok felhasznalhatdsagat tumordiagnosztikai célokra. Kisérleti és tumorszekvenalasi
adatok Osszehasonlitasaval meghataroztuk a nem 0sszeilld bazisparok javitdsanak hianyaban

fellépd mutagenikus folyamatok két 6 komponensét.

A sériillt DNS szakaszok masolasanak mechanizmusat €s mutagenikus hatasat genetikai
megkozelitésekkel vizsgaltuk mutans DT40 sejtvonalakon. Erzékenységi mérésekkel, valamint
ultraiboly fény altal okozott DNS 1¢ézioknak a sejtbe juttatdsaval megmutattuk a transzlézids
DNS szintézis fehérjéinek szerepét a DNS-hibatolerancidban €és a mutagenezisben, ¢és

részletesen feltartuk a PCNA fehérje ubikvitilacidjanak szerepét a sériilt DNS replikacidjaban.

Eredményeink hozzajarultak a mutagenezis folyamatainak megismeréséhez, a genomikai

megkozelitések elterjedéséhez, és a genomi tumordiagnosztika fejlodéséhez.
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1 BEVEZETES

1.1 A mutagenezis bemutatasa

A mutagenezis fogalma a sejtekben talalhaté DNS szekvencidjanak megvaltozasat takarja. A
szekvencia-valtozas leggyakrabban a bazisok cseré¢jét jelenti. Ezen feliil el6fordul teljes
nukelotidok kitorlodése, €s ezaltal a szekvencia rovidiilése (delécio), vagy extra nukleotidok
beépiilése (inzercio). Az inzercidk és delécidk, egyiittes neviikon indelek, egy nukleotidtol sok
ezer vagy millid6 nukleotid hosszusagig terjedhetnek. Végezetiil keletkeznek komplex
események is, mint egy DNS-szakasz megfordulasa (inverzid), vagy mas kromoszomalis

helyre keriilése (transzlokacio).

A mutécidk képesek megvaltoztatni a gének funkciojat. A bazisszubsztiticiok kodolo régidkba
keriilve megvaltoztathatnak egy aminosavat a fehérjékben, vagy ritkdbban korai stop kodont
hozhatnak 1étre. A fehérje-kddold régiokban keletkez6 indelek, amennyiben a hosszuk nem
oszthatd harommal, megvaltoztatjdk a leolvasasi keretet, és az ilyen frameshift mutaciok
szintén korai stop kodonokat és trunkalt fehérjéket okoznak. A nagyobb atrendezddések,
strukturalis varidciok hatasara pedig egymas mellé keriilhetnek tdvoli kromoszomarégiok, €s
igy létrejohetnek fuzids fehérjéket kodold gének, vagy kozel keriilt szabalyozo régiok altal

kontrollalt, megvaltozott expresszioji gének.

A mutaciok egyik generaciordl madsikra torténd megjelenése természetesen az evolucio
hajtoereje, hozzéjarulva a szelekcid alapjaul szolgald varidcidhoz. Az evolucio mellett azonban
az egyed ¢letében is Iényeges szerepet jatszanak a sejtekben keletkezé mutaciok. A tobbsejti
¢lélényekben a szomatikus sejtekben keletkezd genetikai valtozasok bizonyos sejtek
megvaltozott mikodését okozhatjak. Egyes sejtek funkcionyeréses jellegli valtozasa a sejt
kontrollalatlan osztodasahoz, ezéltal a daganatok kialakuldsahoz vezet. Ennek megfeleléen a
genomi instabilitds, azaz a mutaciok felgyorsult akkumulacioja a rakos sejteknek is az egyik
alapvetd jellemzdéje (Hanahan és Weinberg, 2011). Mivel a daganatok egyetlen megvaltozott
sejt klondlis expanzidjaval jonnek létre, a kialakuldsukhoz vezetd genetikai valtozdsok
megtalalhatok a tumormintdkban, és részben meghatarozzak a daganat tulajdonagait. Ezért a
mutagenezis tanulmédnyozésa alapvetd fontossagu a rakkutatdsban a daganatok kialakulasi

folyamatéanak és tulajdonsdgainak megértéséhez.

A mutécidk kialakulasdnak megismeréséhez harom folyamatot kell figyelembe venniink: a
DNS-en kialakul6 sériiléseket, ezeknek a javitasat, illetve a kromoszomalis DNS masolasat a

sejtosztodast megeldzden.
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A DNS sériilései a DNS kémiai szerkezetének megvaltozasat jelentik. A DNS egy igen stabil
makromolekula, amely ennek ellenére képes kémiai reakciokba 1€pni a sejt vagy sejtmag egyéb
alkotorészeivel, vagy a sejtbe bejutott exogén molekulakkal. A kialakul6 szerkezeti valtozasok
(1ézi6k) korlatozddhatnak egyetlen nukleotidra, illetve tobb bazist érintd komplex 1€ziok is
keletkezhetnek, példaul az ultraibolya fény (UV) altal okozott fototermékek, melyek
szomszédos pirimidin bazisok kozotti keresztkotéseket tartalmaznak (Ravanat et al., 2001). A
DNS cukor-foszfat gerincén a foszfodiészter kotések hidrolizise a DNS szalanak szakaddsahoz,
avagy torés¢hez vezet, mely érintheti csak az egyik szdlat, vagy egy rovid région beliil
mindkettét. A 1éziok keletkezése még nem jelenti mutaciok kialakuldsat. Mutacio esetében a
DNS kémiai szerkezete ép, csak a bazissorrendje kiilonbozik az eredetitdl. Léziokbol javitas

vagy masolas utjan rogziilhet mutacio.

1.2 DNS-hibajavito folyamatok

Mivel a fent emlitettek szerint igen gyakoriak a DNS endogén sériilései, minden €16 szervezet
rendelkezik DNS-javitd mechanizmusokkal. Ezek az esetek tobbségében képesek visszaallitani
a DNS eredeti szerkezetét és szekvencidjat, ritkdbban viszont eltérd bazisok beépiiléséhez,
vagy indelek kialakuldsahoz vezetnek. A sériilt DNS masolasakor a sériilt templatrol nem

minden esetben sikeriil az eredetinek megfeleld pontos masolatot Iétrehozni.

A sejtekben tobbféle DNS-hibajavitd ¢és replikativ hibaelkeriild utvonal miikédik. A
leggyakoribb 1éziokat, a megvaltozott szerkezetli bazisokat tartalmaz6 DNS-t javitja a
baziskivagd hibajavitas (base excision repair, BER). A nukleotidkivagd hibajavitas (nucleotide
excision repair, NER) tipikusan olyan DNS lézidkat javit, amelyek egy szalat érintenek, de
torzitjak a DNS szerkezetét. A NER foként az UV fototermékek javitdsa miatt ismert, mivel a
NER génekben hordozott ordkletes mutaciok jelenléte az extrém UV-€rzékenységgel ¢€s
boérrdkra vald hajlammal jaré xeroderma pigmentosum betegség okozoja (Lehmann et al.,

2011).

A nem 0sszeilld bazisparok javitasa (mismatch repair, MMR) annyiban 1ényegesen eltér az
elobbi javité folyamatoktol, hogy a szubsztratjdul szolgald 1€zi6 nem tartalmaz valodi DNS-
sériilést, hanem csak egy 0ssze nem ill6 bazispart, vagy esetleg egy-két extra bazist az egyik
szalban, melyek fOként pontatlan replikacio kovetkeztében johetnek létre. Az MMR hianyos

sejtekre jellemzd a magas mutécids rata mellett az ugynevezett mikroszatellit instabilitas, mely
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a genomban rovid ismétlédo egységek szamanak valtozékonysagat jelenti. Az MSH2 és MLH1

gének 6roklott mutacidi elsdésorban vastagbélrakra hajlamositanak (Plotz et al., 2006).

Végiil fontos attekinteni a DNS-szaltorések javitasi mechanizmusait. Az egyszalu toréseket,
melyek foként oxidativ hatdsok kovetkeztében keletkeznek, 1ényegében a BER mechanizmusa
javitja, mivel ezek a torések a BER egyik koztes allapotanak felelnek meg. Az egyszalu torések
detektalasaban ¢s a BER aktivalasaban fontos szerepet tolt be a poli-ADP-rib6z polimeraz
(PARP) enzim, elsésorban a PARP-1 (Pascal, 2018). A kijavitatlan egyszali torések a
repliszoma szétesését, a replikaciods villanal kétszalu torések kialakulasat okozzak. A DNS
kettOs szaltorései ritka, de potencialisan stlyos kdvetkezményeket hordozoé 1¢€zidk. A legtobb
€16 sejt kétféle mechanizmussal is rendelkezik a kettds szaltorés javitasara. Egyik a nem
homolog végek dsszekapcsolasa (non-homologous end joining, NHEJ), mely a torott DNS-
végeket a szekvenciatol fliggetlentil képes Osszeligalni. A kettds szaltorések masik, konzervalt
mechanizmusa a homolog rekombinacids hibajavitds (HR). A HR Iényege, hogy a térést DNS
szintézisen alapuld mechanizmussal, egy nem sériilt alternativ templat segitségével javitja
(Jasin €s Rothstein, 2013). A kézenfekvd alternativ templat a DNS replikacié utan jelen 1€vo
testvérkromatid, amely a sériilt szakasszal teljesen azonos szekvencidju. A HR els6 1épése a
reszekcid, melynek keretében nukledzok visszavagjak a kétszalu torott vég 5° szalat. A
reszekcid fontos szabalyozo faktorai a BRCAIL és a CtIP fehérjék. A homologiakeresés
kulcsfehérjéje magasabb eukariotakban a RADS1. A BRCAT kot a PALB2 fehérjén keresztiil
az igen hosszit BRCA?2 fehérjéhez (Zhang et al., 2009), amely egyszerre tobb RADS1-et kotve
ezeket az egyszali DNS-szakaszhoz szallitja. Sok RADS1 fehérje kooperativ kotésén alapuld
nukleoprotein filamentum kialakuldsat a RADS1 paralég fehérjék (RAD51B, RADSIC,
RADSID, XRCC2, XRCC3) segitik (Taylor et al., 2015). A RADS1 filamentum katalizalja a

homologiakeresést. A HR folyamat befejezésére tobb mechanizmus is 1étezik.

Mivel az NHEJ ¢és a HR képes ugyanazt a sériilést javitani, a kettds szaltoréseknél dedikalt
mechanizmus segiti a javitd Gtvonal kivalasztisat. A sejtciklus fazisan tul a torott vegek

allapota €s szama is befolyésolja az utvonalak k6zotti valasztast (Scully et al., 2019).

A DNS-hibajavitassal kapcsolatban végiil sziikséges megemliteni a DNS-sériilés esetén a sejt
normal miikddésének bizonyos aspektusait leallitdé checkpoint mechanizmusokat. Az ATM ¢és
a CHK2 kinazok a DNS-torések jelenlétét jelzik, mig az ATR és a CHK1 kinazok a replikacios
problémakat, itt az ATR {6 aktivatora a hosszi egyszalu DNS-szakaszok jelenléte (Cliby et al.,
1998; Hekmat-Nejad et al., 2000). Az ATM és ATR kindzok szubsztratjai kozott szerepel a
H2AX hiszton. melynek foszforilalt forméja (YH2AX) a DNS-torések fontos markere.
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1.3 DNS-hibaelkertlé Utvonalak

Mivel a replikdcido soran a két rendkiviill pontos replikativ polimerdz (pold és pole)
valamelyikének a genom minden nukleotidjan végig kell haladnia, elkeriilhetetlen a
polimerazok elakadasa sériilt templat szakaszoknal. A teljes kromoszomalis DNS-4llomany
megkettdzése azonban elengedhetetlen a sikeres sejtosztédashoz, ezért tobbféle mechanizmus
is 1étezik, amely lehetdvé teszi a replikacio tovabbhaladasat a replikativ polimeraz elakadasa
esetén. Két alapvetden kiilonb6z6 megoldas 1étezik a problémara, melyek konzervaltak a teljes

¢lévilagban: vagy polimerazt, vagy templatot sziikséges valtani.

Az els6 megoldas tehat a sériilt templat hasznalata, azaz ,transzléziés DNS szintézis” (TLS).
Az erre képes specidlis transzlézios polimerazok tobbsége szerkezetileg az Y polimeraz
csaladba tartozik: a poln, poly, polk és a REV1 fehérje, €és lényeges még a replikativ
polimerazokkal egyiitt a B polimerdz csaladba tartozd poll. A transzlézids polimerazok
toborzasanak kétféle mechanizmusa ismert. Ezek koziil egyik a PCNA replikacios fehérje
monoubikvitilacidja, azonban a transzlézids polimerazok a REV1 fehérjén keresztiil is képesek

az elakadt replikaciot jelz6 PCNA-hoz kotni, a PCNA ubikvitilacigjatol fliggetleniil.

A sériilt DNS replikaciojanak masik megoldédsa egy alternativ, a sériilt szakasszal homolog
templat hasznalata. Ilyen templat kozvetleniil rendelkezésre all a replikacios villa mogott: a
testvérkromatid ujonnan szintetizalt szala, melynek hasznalata megoldast jelent a sériilt
szakaszon torténd nem mutagenikus athaladéasra (1. dbra). A templatvaltds szabalyozasaban
kiemelt szerepe lehet a PCNA fehérjének az ubikvitin lizin 63 (K63) oldallancan keresztiil
torténd poliubikvitildlasanak, melyet €lesztében genetikailag sikeriilt egy, a testvérkromatidot
hasznalo templatvaltd hibaelkeriild tUtvonalhoz kotni (Zhang és Lawrence, 2005). Ez a
folyamat a RADSI fehérjétdl is fiigg, ramutatva a HR és a templatvaltas kozotti atfedésekre
(Branzei et al., 2008).

Az elakadt villak helyzetének feloldasara létezik egy harmadik, drasztikusabb megoldas is: a
sériilt szal eltorése vagy elhasitasa, a villa szétesése, majd a replikacid Gjrainditdsa az igy
képzodott kettds szala DNS végrdl. Ez a folyamat nagyon hasonlit a DNS kettds szaltorésének
homolog rekombinécids javitasahoz, és ugyanazokat a fehérjéket is hasznélja (Hashimoto et
al., 2012). A templatvaltas, illetve a torott replikdcios villadk homoldg rekombindcios
Ujrainditdsi mechanizmusainak genetikai elkiilonitését megneheziti a résztvevd fehérjek

kozott nagyszintli atfedés.
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elakadt replikacios villa
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—_/_ 7 —/_
transzléziés szintézis templatvaltas homolég rekombinacio
(mutagenikus) (hibamentes) (hibamentes)
1. Abra: Hibaelkeriil6 utvonalak
Az abra a replikacios villa elakadasat feloldani képes legfontosabb hibaelkeriil6

mechanizmusokat mutatja be. A replikacios villa sematikus rajzan az eredeti DNS-szalak
sotétkékkel és sotétpirossal, az Ujonnan szintetizalt szalak halvanykékkel és halvanypirossal
vannak jeldlve. A DNS-szintézist megakasztd 1éziot X jelzi. A dolgozat targyalja a kérddjellel
jelolt fehérjék szerepét.

A sériilt templatot felhasznald, sok esetben az eredeti bazisokat felismerhetetlenné tévo
1éziokat mésold transzlézios szintézis sziikségszerien mutacidk eldallitdsara hajlamos. A
templatvaltas és a homolog rekombinacio elvben nem mutagenikus, azonban a folyamatok
kozben képz6dd komplex szerkezetek helytelen felolddsa DNS-torésekhez, genomi
atrendezddésekhez vezethet. Munkank egyik f6 célja volt meghatarozni a DNS-hibaelkeriilé
utvonalak szerepét a spontan és a kornyezeti hatasok altal indukélt mutagenikus

folyamatokban, beleértve a rakos daganatok kialakulasat okoz6 szomatikus mutagenezist.

1.4 Mutacios mintazatok daganatokban

A daganatok kialakulasdnak megértése kozvetlen relevanciat biztosit a mutagenezis
vizsgélatanak. Ennek megfeleléen a publikalt Gjgeneracios szekvenaldsi adatok nagy része

daganatokbol szarmazik, és a kutatok komoly erdéfeszitéseket tesznek a mutaciok mintazatokba
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rendezésére, értelmezésére (Helleday et al., 2014). A tumorsejtek megvaltozott viselkedéséért
igen kevés Un. ’driver’ génmutacio felelos. A tipikusan instabil genommal rendelkezd
tumorsejtek genomjanak a beteg normal DNS-szekvencidjahoz valo hasonlitasa azonban akar
szazezerig terjedd szadmu mutaciot 1s mutathat (Lawrence et al., 2013). Ezek talnyomo része
nem valtoztatja meg a sejt mukodését; az ilyen mutdcidokat az irodalom ’passenger’
mutacioknak nevezi. Fontos felismerés, hogy a passenger mutaciok is hasznos informaciot
hordoznak a tumor tulajdonsagairdl. Ezeket okozhattdk olyan mutagenikus folyamatok,
amelyek a normal szomatikus sejtekben is miikodnek, vagy olyan mutagenikus folyamatok,
amelyek valamely DNS-javitd mechanizmus elromlésdnak a kovetkezményei. Végiil pedig
okozhattdk a mutdciokat kornyezeti mutagén hatasok, melyeket ezaltal karcinogénnek
tekinthetlink. Amennyiben a kiilonb6zd kategoridkba es6é mutacidhalmazok a szekvencia
alapjan  megkiilonboztethetéek, a tumorgenom passenger mutaciéi informaciot
szolgaltathatnak a daganat kialakuldsdnak okairdl és molekularis tulajdonsagair6l. Ez a
felismerés vezetett a daganatok mutacidos spektrumanak altalanos elemzéséhez, ¢s a
spektrumok komponenseiként szolgald mutéacids szignatardk azonositasahoz (Alexandrov et
al., 2013). A szignatarak okai kozott megfigyelhetéek voltak a kiilonféle varhatdo mutagenikus

folyamatok, pl. a dohanyzas hatasa, vagy bizonyos DNS-javito folyamatok rossz miikodése.

A daganatok mutéacids spektrumainak valodi haszna a tumordiagnosztikdban rejlik. Példaul az
MMR hidnyos daganatok jellemzden jobb prognézissal birnak, mint az azonos szévet miikodo
MMR-rel rendelkezd tumorai (Kato et al., 2015). A progndzison tul a mutdcids spektrumok
informaciot szolgéltathatnak a DNS-javitast célz6 vagy hidnyat kiaknazd kezelések
hatékonysaganak eldrejelzésére is, amennyiben megallapithatok a tumor DNS-javito

képességei €s hidnyossagai a genomszekvencia alapjan.

1.5 DNS-hibajavitas hianyat kiaknazo tumorterapiak

A DNS-hibajavitds defektusait két kiilonb6zd megkdzelitéssel sikeriilt kiaknazni
tumorterdpiakhoz. A szintetikus letalitdson alapul6 célzott kezelések olyan utvonalat gatolnak,
amely 6nmagaban nem eszencialis, de egy alternativ hibajavitasi ttvonal hidnya esetén gatlasa
a sejtek halalahoz vezet. Erre jelenleg egy jo példa van: a BRCA mutans daganatok célzasa
PARP-1 inhibitorokkal (O'Connor, 2015). Egy merében mas megkozelitésben pedig
immunterapiakat alkalmaznak olyan daganatokban, amelyekben DNS-hibajavitasi problémak

miatt nagyon sok a szomatikus mutécio (Cristescu et al., 2018).
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2 MODSZEREK

2.1 Kisérletes modszerek

A felhasznalt génkilitott vagy génmodositott DT40 sejtvonalakat korabbi publikidciokban
leirtak. A RAD52~~ mutans sejtvonalat homolog génkiiitéssel allitottuk elé. Az XPA~ BRCAI~
/~és XPA~ XRCC37 sejtvonalak eldallitasahoz el6bb kiiitdttiikk az XPA gént a heterozigdta HR
mutans vonalakban, majd kiiitottiik a BRCAI illetve XRCC3 masodik alléljat.

Kiilonféle vadtipust, mutans és fuzios csirke PCNA variansokat expresszalo csirke sejtvonalak
eldallitasahoz az expresszios konstrukciokat elektroporalassal juttattuk DT40 sejtvonalakba, €s
antibiotikumokkal szelektaltuk a stabilan beépiilt konstrukciokat tartalmazo6 sejtklonokat
(Gervai et al.,, 2017). A DLD-1 sejtvonal forrasa az American Type Culture Collection
(ATCC). A SUM149PT sejtvonalat az Asterand cégtdl szereztiik be.

A sejtvonalakat RPMI-1640 tapoldatban (DT40 ¢és DLD-1) illetve Ham’s F12 tapoldatban
(SUM149PT) tenyésztettiik az ajanlot adalakok hozzaadasa mellett, 37°C-on 5% CO; alatt.

Citotoxicitasi esszéket 384-lyuku lemezeken végeztiink higitasi sorban alkalmazott citotoxikus
szerekkel. A viabilitast 72 6ra utdn mértiik PrestoBlue reagens (Thermo Fisher) segitségével.
Koloniatalélési esszékhez csirke DT40 sejteket kezelés utan 1% metilcelluldz tartalmu

tapoldatra helyeztiink, ¢s 10-14 nap mulva megszamoltuk a kifejlédo telepeket.

Western blothoz teljes sejtextraktokat SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel frakcionaltunk,
PVDF membranra transzferaltunk, majd eldszor elsédleges YH2AX vagy a-tubulin, majd
masodlagos anti-egér IgG vagy anti-nyul IgG peroxidaz-csatolt ellenanyagokkal inkubaltunk.
Immunfluoreszcencids elemzéshez a sejteket fedélemezeken 4% paraformaldehid oldattal
fixaltuk. Blokkolas utan a mintdkat anti-yH2AX ellenanyaggal, majd fluoreszcens anti-egér
IgG masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk 1-1 6ran 4t 37°C hOmérsékleten. A fluoreszcens

szignalt egy Zeiss LSM 710 konfokalis mikroszkoppal detektaltuk.

Szintetikus DNS 1€zion keresztiili DNS replikacio vizsgéalatahoz a 1€zi6t tartalmazé plazmid
transzfekcidja utan 40 oraval a plazmidokat kivontuk a sejtekbdl egy egyszerisitett Hirt
protokollnak megfelelden, majd Dpn I-el emésztettiik a korabban leirtak szerint (Sziits et al.,
2008). A visszanyert plazmidkeveréket PCR templatként hasznaltuk egy 1369 bp hosszu régio

amplifikalasahoz, a reakciotermékeket hasitott plazmidba kldnoztuk és szekvenaltuk.

A genomi mutagenezis vizsgalatdhoz a sejtvonalakon egysejtest klonozast végeztiink. Egy

kiindulasi klonbol genomi DNS-t izolaltunk, és ugyanezt a klont tovabbtenyésztettiik egy vagy
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tobb tenyészetben, €s a kisérletnek megfeleld kezelést alkalmaztunk. Meghatarozott id6tartam
elteltével a kezelt és a kontroll populaciokat Gjra egysejtes klonozéasnak vetettiik ala, majd

kezelésenként tobb felndtt klonbdl is genomi DNS-t preparaltunk genomszekvenalashoz.

2.2 Bioinformatikai modszerek

A teljes genomszekvenalast Illumina vagy BGISeq berendezésen végeztettiik, 2x150
bazisparos leolvasasokkal. A sejtklonok esetében 30x atlag lefedettséget alkalmaztunk, a
tumormintak esetében 60x lefedettséget. A leolvasasokat a megfeleld referenciagenomhoz
illesztettilk a BWA illesztdprogrammal. [zogenikus mintdkban SNV-ket és rovid indeleket az
altalunk erre a célra kifejlesztett [soMut program segitségével azonositottunk (Pipek et al.,

2017). Strukturélis variacidkat a CREST programmal (Wang et al., 2011) azonositottunk.

CRISPR alapti géncélzashoz a PX458 plazmidot hasznaltuk A plazmidot tranziensen
transzfektaltuk DT40 sejvonalakba. A GFP pozitiv sejteket 24 h mulva szortoltuk, majd Gjabb
24 o6ra mulva a célzott lokuszok régidit genomi DNS preparatumokbol indexelt PCR
primerekkel felamplifikaltuk, és az amplikonokat Illumina technoldgiaval, 2x150 bazisparos

leolvasasokkal szekvenaltuk. A szekvenciavaltozasokat egy sajat Python scripttel abrazoltuk.

A TCGA adatbazisban talalhatdé tumormintdk exomszekvenalasbol szarmazd mutacids
katalogusait az Alexandrov et al. (2013) kozlemény alapjan toltottiik le. Klinikai adatokat a
GDC portalon keresztiil értiink el a TCGAbiolinks R csomag segitségével. Tumor
genomszekvenalasi adatokat a PCAWG adatbézisbdl toltottunk le, koztiik 60 kolorektalis

adenokarcinoma, 75 gyomor adenokarcinoma és 51 méhtest adenokarcindma mintaval.

A szekvenciakontextust, azaz a megel6z6 és kovetkezd bazist minden bazisszubsztitiicids
mutacidhoz meghataroztuk, human mintdkban a BSgenome.Hsapiens.UCSC.hgl9 R csomag
segitségével. Az egyedi mintdk spektrumait genotipusonként atlagoltuk. Az igy szarmaztatott
SNV spektrumokat a COSMIC rdak muticidos adatbazisban publikalt szignatarakhoz
hasonlitottuk (COSMIC, 2019). A kisérleti mintazatok felbontasdhoz a deconstructSigs R

csomagot hasznaltuk, a minimalis kontribtcidt 6%-ra allitva.

De novo mutécids szignatardkat NMF modszerrel allitottunk eld, a MutationalPatterns R
csomag hasznalatdval. A komponensek optimalis szdmat a Brunet modszer szerint becstiltiik

meg.
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3 EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

3.1 A mutagenezis vizsgalata sejtvonalakon genomszekvenalassal
3.1.1 A DT40 sejtvonal genomja

A DNS-szekvenalds technologidjanak ¢és bioinformatikai feldolgozasanak fejlodése
megteremtette a lehetdségét a mutagenezis genomszintli tanulmanyozasdnak. Azonban
sejtvonalaknak genomi elemzésekhez valo kisérleti felhasznalasahoz sziikséges a genomjuk
megismerése, ¢s a megfeleld modell kivalasztasa. Kutatdsaink kezdetekor még gyakorlatilag
nem voltak ismert sejtvonal-genomok. Mivel a DNS-hibajavitds kutatdsa nagymértékben
tamaszkodik a DT40 csirke sejtvonalra, elvégeztik a DT40 sejtvonal genomjanak
feltérképezését (Molnar et al., 2014). A DT40 sejtvonal egy madarleukdzis virussal
megfertdzott hazi tojo tytkban kifejlodott burzalis limfomabol szarmazik. A szekvendldshoz
egy éaltalunk mar évek Ota haszndlt vadtipusi DT40 vonal djonnan izoldlt sejtklonjat
haszndltuk. Az 55x atlagos lefedettséggel szekvendlt genomban 6251553 SNV-t taldltunk,
melyek koziil 3320786 volt homozigdta. A muticidk spektrumdnak elemzése nem tart fel
semmiféle DT40-specifikus muticiés folyamatot. A 2-es és 24-es kromoszoma elvartndl
magasabb lefedettsége extra kopiaszamot sugallt, melyet SNP hibridizécidés array elemzéssel
is igazoltunk. Osszességében a genom 26%-it fedték heterozigéta dllapotvesztéses régiok,
amely nem tobb, mint amennyit publikélt csirke fajtdk genomjaban detektaltunk, tehat ezek
tobbsége valdszinlileg nem a sejtvonalban jott 1étre. A sejtvonalban taldltunk egy humdn
tumorokra is jellemzd muticiét a PIK3R1 génben, valamint megtaldltuk a MYC gén els6
intronjdba beépiilt madarleukdzis virust, mely fokozza a gén expresszidjat. Ismert tovabba a
TP53 gén muticidja a sejtvonalban (Abe és Branzei, 2014), de ezt elemzésiink sordn nem

észleltiik, mivel a gén nem szerepel a csirke referenciagenomban.

3.1.2 Mutaciok hatékony detektdldsa izogenikus mintakban

A sejtvonal-genomok mutacios folyamatainak feltérképezéséhez sziikség van olyan
bioinformatikai eszkozokre, melyek a sejtvonal-genomokban hatékonyan azonositanak
mutaciokat. Ez legegyszeriibben mintaparok Osszehasonlitdsaval lehetséges, ahol az egyik
minta a kisérlet elejérdl, egy kiindulasi sejtbdl szarmazik, a masik pedig egy leszdrmazottjabol
egy késobbi idOpontbdol. Megprobaltuk erre a célra a tumorgenomokon altalanosan hasznalt

szoftvereket alkalmazni, azonban teljesitménytiket nem talaltuk megfelelonek a sejtvonalakbodl
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szarmaz6 mintakon. Ezért kidolgoztunk egy 1) mutaciodetektalasi modszert, melyet
specifikusan sok hasonld, izogenikus minta kiilonbségeinek megtalalasara fejlesztettiink ki. Uj
megkozelitéslink nem mintaparokban detektalja a mutaciot, hanem egyszerre vizsgalja az egy
kisérletben vagy szekvenalasban keletkezett 6sszes mintat. A modszer alapvetden klonalis,
tipikusan heterozigdta mutaciokat keres, és kiszliri azokat a poziciokat, ahol tobb minta is eltér
a referencia genomtdl. A megkozelités garantalja kiindulasi klonban vagy sejtvonalban levé
*Oroklott” mutaciok kiszlirését, hiszen ezek tobb mintaban is jelen lesznek, igy SNP adatbazis
hasznalata nélkiil sem fognak fals pozitiv ’szomatikus’ mutacioként jelentkezni. A fals pozitiv
mutaciok masik fo forrasai az illesztési hibak. Viszont mivel ezek tipikusan azonos régiokban

jelentkeznek az 0sszes mintaban, a sok mintas sziirés ezeket is konnyen eltavolitja.

Az IsoMut program héarom allithatdé paraméterrel sziiri a mutacidkat, avagy futtathato
alapbeallitasokkal is, és a megtalalt mutaciok listaja utdsziirhetd egy hozzajuk rendelt
valoszinliségi érték alapjan, melyet ugy kell hangolni, hogy a belsé kontroll kiindulési
klénokban nagyon kevés fals pozitiv mutacio legyen. Az IsoMut elsddleges felhasznalasa a
mutaciok gyors és pontos detektalasa 20-60 izogenikus minta kb. 30x lefedettségii diploid
genomjdban, azonban a paraméterek megfelelé optimalizaldsaval maés izogenikus

mintahalmazokon is kivaloan hasznalhat6 (Pipek et al., 2017).

3.1.3 Sejtvonalak spontan mutacios folyamatainak feltérképezése

A sejtvonal-genomok mutagenezis esszéként valo felhasznéalasahoz fontos megismerni az adott
sejtvonalakban miik6dé spontan mutacidés mechanizmusokat. Els6k kozott mutattuk meg, hogy
egy kisérlet sordn elegendd spontan mutacio keletkezik a mutacids folyamat megismeréséhez.
Meghataroztuk harom sejtvonal spontdn mutacios folyamatait. A DT40 sejtvonal spontan
mutacios rataja hasonldan alacsony, mint kiilonféle fajok normal spontan mutacios rataja. A
DLD-1 vastagbél karcindma sejtvonal ismerten MMR hidnyos és mikroszatellit instabilitast
hordozza. Mindkét sejtvonal spontan mutacids ratajat sokkal magasabbnak talaltuk a DT40-
nél, mely a DNS-hibajavitasi folyamataik hidnyossagainak lehet a kovetkezménye, és eltérd

triplet mutaciés spektrumokat mutattak (Poti et al., 2018).
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3.2 Rakellenes terapiak mutagenikus hatasa
3.2.1 Aleggyakrabban hasznalt citotoxikus terapidak mutagenikus hatasai

Az izogenikus sejtklonok genomszekvendldsa €s a muticiok hatékony detektalasa
megteremtette a lehetdséget kiillonféle kornyezeti hatdsok mutagenicitasanak atfogo
elemzéséhez. Fontos kérdés a citotoxikus tumorterapidk mutagenikus hatdsanak megismerése,
mivel amennyiben a kezelés mutagenikus hatast, a tumorban indukalt mutaciok novelhetik a
rezisztencia kialakuldsanak esélyét, egészséges szovetekben pedig masodlagos daganatok

keletkezését indukalhatjak.

Vadtipust DT40 sejteket nyolc kiilonb6zd, altalanosan hasznalt citotoxikus szerrel kezeltiink.
Cisplatin esetén taldltunk legtobb mutaciot SNV-k, inzerciok és deléciok tekintetében is.
Szintén szédmottevd mennyiségli bazisszubsztiticiot okozott a ciklofoszfamid kezelés.
Megmutattuk, hogy elsdsorban a DNS-t kozvetleniil karositdé citotoxikus szereknek van
szamottevd mutagenikus hatdsa. A kezelés mutagenicitasdnak mérlegelése tehat fontos

szempont, kiilondsen gyermekkori daganatok kezelésében.

A cisplatin-kezelés hatasdra igen specifikus bazisszubsztiticios spektrumot ¢észleltiink,
melyben C>A mutacidk dominaltak. A mutaciokat egy replikativ folyamat okozhatja, amely a
hibas templat masoldsakor tévesen adenozint illeszt a cisplatin altal okozott 1éziokkal szembe.
A cisplatinkezelés nagyszamu inzerciot és deléciot is generalt, melyek kialakulasa szintén a
szalon beliili cisplatin keresztkotések replikdciojdhoz, a transzlézios szintézis folyamatdhoz

volt kothetd (Szikriszt et al., 2016).

3.2.2 PARP inhibitorral torténdé hosszU tavu kezelés nem mutat mutagenikus hatast

sejtvonalakban és beteghdl szarmazo xenograftokban

A PARP gatloszer niraparib szelektiven 6li a BRCAI és BRCA2 mutans sejteket. A niraparib
klinikai alkalmazaséat 30 napi folyamatos kezeléssel modelleztiik sejtvonalakon. Vadtipust és
BRCA 17~ mutans DT40 sejtvonalakat, valamint DLD-1 és BRCA I mutans SUM149PT sejteket
alkalmaztunk Eredményeink szerint nem volt szignifikans kiilonbség egyik sejtvonal esetében
sem a keletkezett SNV-k és inzerciok szdmaban a niraparib €s a mock kezelés kozott, mig a
deléciok esetében csak a BRCAI”~ mutans DT40 sejtvonal esetében talaltunk enyhe, de
szignifikans emelkedést niraparib kezelés hatasara. Sejtvonalakon tehat a PARP inhibitor

kezelés mutagenikus hatdsanak hidnyat tapasztaltuk. Az eredmények in vivo igazolasa céljabol
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emlorak eredetli xenograftokkal implantalt egereket kezeltiink niraparibbal 28 napig, és a
kezelés utan a beiiltetett tumorszoveten exomszekvenalast végeztink. Egyik xenograft
modellen sem észleltiink szignifikans mutagenikus hatast a niraparib kezelt allatokban a
kontroll kezeléshez képest. Eredményeink szerint a PARP inhibitor kezelések valosziniileg
nem generalnak mutacidkat normas sejtekben, ezért biztonsagos lehet hosszu tava hasznalatuk

HR hianyos daganatok kezelésére (Poti et al., 2018).

3.2.3 Atumorterapidk genomilenyomata felhasznalhato a metasztazisok kialakuldsi idejének

meghatdrozasara

A metasztazisok igen lényegesek sok daganattipus mortalitdsa szempontjabol, azonban a
klinikai képalkotas kevés informacidt szolgaltat a kialakuldsuk idejérdl, illetve hogy mar
1éteznek-e az els6 kezelés idépontjaban. Genomi elemzések segithetnek a tumorevolicid
visszamendleges megértésében, €s korai vagy késoi attétek elkiilonitésében. Amennyiben a
beteg mutagenikus kezelésekben részesiil, a kezelés lenyomata észlelhetd lehet a tumor
genomjaban, €s segithet az attétek kialakulasi idejének visszamendleges megértésében. Ha egy
adott metasztazis a cisplatin-kezelés elott jott 1étre, sejtjeiben kiilonb6zd cisplatin-indukalt
mutaciokat kell talalnunk. A kezelés utan keletkezett attéteknek azonban, mivel tipikusan

egyetlen sejtbdl jonnek 1étre, klonalis mutaciokat kell tartalmazniuk.

A kezelés altal okozott mutaciok vizsgalata céljabol genomszekvenalast végeztiink egy elhunyt
fiatal nemdohanyos tiidé adenokarcinéma beteg boncolasbdl szarmazd primer tumorabol €s
harom kiilonb6z0 szoveti attétbdl szdrmazd mintdjan. A projektet az Orszagos Kordnyi
Intézettel kollaboracioban végeztiik. A beteg a tumor EGFR aktivalé mutacidja miatt (EGFR
exon 19-es delécid) célzott kezelésként gefitinib tirozin kinaz inhibitor kezelésben részesiilt,

melyet kdvetden kapott egyetlen ciklus cisplatin kezelést.

A genomszekvencidk elemzéséhez sziikség volt a mutaciddetekcios modszerek részletes
tovabbfejlesztésére. Cisplatinnal asszocialt mutaciokat foleg a primer tiidétumor mintdban és
a csont, illetve nyirokcsomo attét egyedi mutacioi kozott talaltunk, alacsony allélfrekvenciaval.
A dinukleotid mutaciok elemzése szintén arra utalt, hogy a primer tumorban valamint a csont
¢s nyirokcsomd attétben szubklonalis cisplatin mutacidk voltak, mig a méj attétben foleg
klonalisak, Eredményeink a mutaciok allélfrekvencidit is figyelembe véve arra utalnak, hogy
a majattét a kezelés utan keletkezett, mig a csont- és nyirokcsomo-attét a kezelés elott is 1étezett

(2. abra). Ez kiilondsen azért figyelemreméltd, mert az attétek még a cisplatinkezelés utan
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crer

atrendezodéseket is figyelembe véve egy atfogd modellt tudtunk késziteni a tumor

evolucidjarol és az attétek kialakulasarol (2. abra) (Németh et al., 2019).

gefitinib cisplatin afatinib WGS
L4 ¥ ¥ 1t
p53 R280T EGFR EGFR telies genomra kiterjiedé  EGFR amplifikacio 2
EGFRe19del amplifikacio 1 T790M SNV, DNV telies genomra kiterjedé SV

Primer
tudétumor
minta

Agyi attét

Maj attét
minta

Nyirokcsomo
attét
minta

eredeti mutaciok
els6 EGFR amplifikacio
EGFR T790M

cisplatin mutaciok Csont attét
méasodik EGFR amplifikacio 2 minta

2. Abra: A betegség lefolyasanak és a metasztazisok kialakuldsanak kvalitativ modellje az
elemzések eredményei alapjan. A cisplatin altal indukalt mutacidkat tartalmazé szubklonokat
narancssarga szin jeloli.

EOEOO

3.3 A homoldg rekombinacid hidnyanak hatdsa a mutagenezisre és a terdpidkra

mutatott érzékenységre
3.3.1 A homoldg rekombindcié hianyaban fellépé mutagenikus folyamatok

A daganatok genomi instabilitdsat okozhatja a tumorsejtek DNS-hibajavité folyamatainak
hianyos mukodése. Ennek megfelelden egy nem feliigyelt NMF algoritmus altal talalt
bazisszubsztiticids spektrum, a COSMIC 3-as szignatira megjelenése is asszocialhaté a
BRCAI1/2 génhibakkal (Alexandrov et al., 2013). A BRCA mutéciok teljes mutagenikus
hatasanak feltarasa és a fenti 0sszefiiggés bizonyitasa céljabol izogenikus vadtipusu, illetve

BRCA™~ és BRCA2” null mutans DT40 sejtekben térképeztiik fel a spontan mutagenikus
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folyamatokat teljes genomszekvenalés segitségével (Zamborszky et al., 2017). Tanulmanyunk
folytatasaként a HR utvonalban biztosan vagy feltételezhetGen szintén szerepet jatszo egyéb
gének mutagenikus hatasat is vizsgaltuk DT40 sejtvonalban. A vadtipushoz képest atlagosan
kb. nyolcszoros SNV muticids ratat tapasztaltunk a BRCAI7~ és BRCA2~~ mutansok esetében,
a RADS5I paralég mutansokban (RADS51C”~, XRCC27~ és XRCC37") valamint a PALB2”~
mutans sejtvonalban. Szintén jelentdsen megemelkedett SNV mutagenezist lattunk a RAD54~
~ mutans sejtvonalban, mig a R4D52 mutaciénak nem volt SNV fenotipusa. Erdekes modon a
két tesztelt checkpoint fehérje (ATM, CHK?2) hianya csak minimalisan emelte meg a spontan

mutagenikus ratat, bar 6roklott mutacioik szintén emlo- €s petefészekrakra hajlamositanak.

A spontén deléciok spektrumai eltérdk voltak, a BRCA2~~ és PALB2”~ mutansok esetében tobb
nagy delécido keletkezett. A sejtvonalakon szerzett eredmények validalasa céljabol
0sszehasonlitasul megvizsgaltunk olyan publikalt tumormintdkat is, amelyekben a vizsgalt HR
gének valamelyikének biallélikus inaktivacioja lathatd. A talalt deléciok méreteloszlasa
rendkiviil pontosan reprodukalta a DT40 sejtvonalbdl szarmazd eredményeket, igazolva a
BRCA2 ¢és PALB2 kitlintetett szerepét a kettds szala DNS-torések javitdsaban vagy

kialakulasuk megakadalyozasaban (Poti et al., 2019).

3.3.2 A homoldg rekombindcié hidnyanak hatdsa a terapias érzékenységre

A HR gének hidnyaban fellép6 mutagenikus folyamatok feltérképezésével f6 célunk annak
vizsgalata volt, hogy a mutaciés mintdzatok felhasznalhatok-e a terapias hatas eldrejelzésére.
A mutacios szignaturak ¢és a terapiak 0sszekapcsolasahoz megmértiik a fentiekben felhasznalt
kisérleti sejtvonalak szamos gyakran hasznalt kemoterdpids vagy célzott terdpids szerre
mutatott érzékenységét. A legnagyobb relativ érzékenységeket az olaparib és talazoparib
PARP inhibitorok esetén mértiik, de a legtobb HR mutéans sejtvonal platinaalapu szerekre is
¢rzékenységet mutatott. Az érzékenységeknek a mutacios mintazat alapjan torténd predikcidja
szempontjabol jol lathaté volt, hogy egyik terapids hatdanyag esetében sincsen tokéletes
korrelacido. Az SNV mintazatok jol jelzik a PARP inhibitor érzékenységet, azonban a RADS5
paraldog mutansok esetében ez az érzékenység egy nagysagrenddel kisebb, mint a BRCAI,
BRCA?2 esetén. Ez a megfigyelés kiilondsen relevans, mert jelenleg zajlanak olyan klinikai
vizsgalatok, amelyek a PARP inhibitorok nem-BRCA HR mutacidkat hordoz6 daganatokra
kifejtett hatasat tesztelik. Megfigyeléseink alapjan a kezelések csokkent hatékonysaga varhato
a RADS51 paralog mutans tumorok esetén (Poti et al., 2019).
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A fentiekben teljes funkciovesztéses génmutacidokat vizsgaltunk, azonban a gének
expressziojanak valtozasa is befolyasolhatja a terdpidkra mutatott érzékenységet. Egy
kollaboracios projektben tripla negativ emlérdk esetekben kerestiink olyan géneket,
amelyeknek az expresszidja szignifikdnsan korreldl a cisplatin kezelés hatékonysagaval.
Kisérletesen is sikeriilt igazolni, hogy megnovelt BLM expresszid érzékenyiti a sejteket
cisplatin-kezelésre. A BLM fehérje esetében a HR-t segitdé és gatlo funkciokat is leirtak.
Eredményeink szerint megndvekedett BLM expresszid esetén a fehérje HR-t ellenzd funkcioi

dominalhatnak, cisplatin érzékenységet okozva (Birkbak et al., 2018).

3.3.3 A doxorubicin pegilalt liposzdmas formulacidja segitségével elkerllhetd a rezisztencia

kialakulasa egy BRCA1 mutdns tumormodellben

A kemoterdpias kezelések sikerét altalaban a rezisztencia kialakuldsa korlatozza, melyet
szamos hatdanyag esetében a P-glycoprotein (Pgp/ABCBI1) transzporter fehérje
megnovekedett expresszidja okoz (Gottesman et al., 2002). A doxorubicin egy ismert Pgp
szubsztrat. Szakacs Gergely kutatdcsoportjaval egylitt azt vizsgaltuk, hogy a doxorubicin
klinikailag hasznalt liposzomas formuldcioja (PLD) képes-e csokkenteni a rezisztencia
kialakulasat. Eredményeink szerint a doxorubicin és a PLD szelektivitdisa a BRCAI
génmutaciora DT40 sejtvonalak esetében hasonlo, kb. 3-szoros. Ezzel ellentétben egy Brcal
mutans egér tumormodellben a PLD szdmottevéen hatékonyabbnak bizonyult. A kiilonbséget
magyarazhatja, hogy a PLD doxorubicin rezisztens tumorokon is hatdsosnak bizonyult, és a
PLD-re is rezisztens tumorokban a Pgp sokkal magasabb szintje volt mérhetd, mint a

doxorubicin rezisztens mintakban (Fiiredi et al., 2017).

3.4 A daganatok mutacidos mintazatainak rendszerezése kisérletes és bioinformatikai

megkozelitéssel
3.4.1 A homoldg rekombindcié hidnya egységes bazisszubsztitlcids mutacids folyamatot
indukal

A HR hianyaban fellép6 mutagenikus folyamat jobb megértéséhez nemnegativ matrix
faktorizdcioval matematikailag elemeztiik a detektdlt mutacidk triplet spektrumait. Azt
talaltuk, hogy mar két komponens is kis hibaval leirja mind a 11 HR mutans genotipusban mért

mutacios folyamatokat. A kapott szignaturak biologiailag is értelmezhetonek bizonyultak. Az
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egyik (BG, ’background’) szignatara hasonlitott a vadtipus mutacidés mintdzatara, és hasonld
mennyiségben volt jelen az Gsszes vizsgalt mutans sejtvonalban is. A masik (HRD, "HR
deficiency’) szignatlra pedig lefedte a HR mutansokban keletkezett extra mutdciokat, ezért

egy valodi HR-hianyra specifikus szignaturanak tekintheto.

A COSMIC tumorspecifikus szignatirakhoz hasonlitva a HRD szignattra nagyon hasonlit a 3-
as szignaturdhoz, amelyet gyakran észleltek BRCA1/2 mutaciot hordoz6 daganatokban.
Eredményeink tehat igazoljak az osszefliggést a BRCA1/2 hidnya €s a 3-as szignattra kozott,
valamint bizonyitjak, hogy a RAD51 paralog gének, a PALB2 és a RAD54 funkcidvesztése is

ugyanezt a bazisszubsztiticids folyamatot indukalja (Poti et al., 2019).

3.4.2 Mutagenikus folyamatok egy BRCAI mutans egér emlétumorbdl izolalt sejtvonalban

A 3.3.3 alfejezetben emlitett Brcal mutans egér emlétumorbol Szakacs Gergely csoportja
izolalt egy stabil sejtvonalat (CST), amely egérbe visszaiiltetve ijra daganatokat formal. Egy
sejtklon  szekvendldsaval megvizsgaltuk a Brcal mutacid befolyasat a sejtben zajlod
mutagenikus folyamatokra. A mutéacids spektrum felbontdsaval detektaltuk a HR hidnnyal
asszocialt 3-as és 8-as szignatirdk kontribuciojat, valamint egyéb mutacios folyamatok
hozz4jarulésat. Tovabba igen nagyszamu kopiaszam-valtozast talaltunk, hasonléan a BRCA1/2
mutans human emlddaganatok genomjahoz. A CST sejtvonal és tumormodell tehat kiilondsen

alkalmas a BRCA I-asszocialt genomi instabilitas vizsgalatara (Hamori et al., 2020).

3.4.3 Két f6 mutdcids folyamat mikodik az MMR hidnyaban

A daganatok mutacidos folyamatainak értelmezése mutacids szignaturdk tiikkrében igen
sikeresnek bizonyult, azonban az MMR hidnyéval asszocialt mutagenezis esete kérdéseket vet
fel. Mig a HR hianya alapvetden egyetlen bazisszubsztiticios szignatirdhoz kothetd, addig az
MMR hidnyaval hat vagy hét szignatarat is Osszekapcsoltak (Alexandrov et al., 2020;
Alexandrov et al., 2013). Ez meglepd, mivel az MMR egy aranylag egyszert, kevés fehérjét

hasznalo6 folyamat.

A kérdés vizsgalatdhoz meghataroztuk az MSH2 gén kiiitésének hatdsat a spontan
mutagenezisre DT40 sejtvonalban, valamint a homozigota MSH6 mutaciét hordozé6 DLD-1
sejtvonal spontan mutacids spektrumat. Az MMR hianyos sejtvonalak spontan triplet mutacios

spektruma majdnem tokéletes egyezést mutatott. A kisérletes spektrumok azonban csak tobb
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COSMIC szignatara keverékére voltak felbonthatd. Megkiséreltiik tehat Ujradefinialni az
MMR hidnnyal kapcsolatos mutdcios folyamatok szignatirdit. A TCGA ¢és PCAWG
adatbazisokbol letoltott MMR hidnyos mintdk alapjan két 0j szignatarat definidltunk.
Megmutattuk, hogy ezek jobban teljesitenek a hat MMR hiannyal asszocialt COSMIC

szignaturanal az MMR hidny azonositasaban.

Osszességében tehat a mutacids adatok gondos elemzésével egyszeriisitettiik a mutdcids
szignatirak rendszerét, és azonositottunk két olyan MMR hianyaban fellépd mutécios
folyamatot, amelyek valdsziniileg a mechanizmusra utal6 valodi bioldgiai relevancidval birnak

(Németh et al., 2020).

3.5 A mutaciok kialakulasanak molekularis mechanizmusai
3.5.1 Aciklobutil pirimidin dimer ultraibolya fototermékek atirdsanak mechanizmusai

A mutagenezis egyik f6 mechanizmusa a téves bazisok beillesztése az adduktokat tartalmazo
templat DNS-szal masolasakor. Két szempont hatdrozza meg a DNS adduktok mutagenikus
hatésat: (1) a replikéacidjukat a sériilt templatot felhasznéld transzlézids szintézis (TLS), vagy
az alternativ templatot felhasznalé folyamatok végzik, (2) a TLS az eredeti bazisokkal
komplementer vagy helytelen nukleotidokat illeszt be. A kérdést az ultraibolya fény altal
okozott leggyakoribb 1€ziok, a ciklobutil pirimidin dimerek (CPD) esetében vizsgaltuk,
1éziokat tartalmazo6, sejtekbe juttatott plazmidok replikacidjaval. A TLS és a templatvaltd
utvonal kozotti valasztas genetikdjat TLS mutansok alkalmazasaval vizsgaltuk XPA~ genetikai
hattérben. A REV3 gén kiiitése esetén, mely a polimerdz ( katalitikus alegységét kodolja,
csokkent a TLS aranya, €és a TLS polimerdazok toborzasat akaddlyozdé REVI mutdnsban,

valamint az ubikvitilaciora képtelen PCNAX!4R pont mutansban ugyszintén.

A kontroll sejtekben a TLS események 11% volt mutagenikus, mely magyarazhatjaa COSMIC
v3-ban szerepld, UV hatashoz kotott T>A mutacidkat tartalmazé SBS7D szignatarat
(Alexandrov et al., 2020). A TLS mutans genetikai hatterti kisérletek elemzése a pol(
kitiintetett szerepére utalt a T-T(CPD) mutagenikus atirdsaban (Varga et al., 2012).

3.5.2 A PCNA ubikvitilaciéjanak szerepe a hibaelkeriil6 folyamatokban

A PCNA fehérje poszttranszlacios modositasai fontos szerepet toltenek be a sériilt DNS

replikaciojanak szabalyozasaban. A poliubikvitilacid szerepe kiilondsen érdekes. A kérdés
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vizsgélatara egy genetikai essz¢ét hasznaltunk, melyben PCNA-ubikvitin fuzios fehérjék stabil
expressziojaval kiilonitettiik el a mono- és poliubikvitilacids folyamatok szerepét. A PCNA
modositasok hatasat elsoként a sejtvonalak DNS-karositd szerekre mutatott érzékenységén
keresztiil vizsgaltuk. A PCNAX%*R mut4ciét hordozo sejtvonal a varakozasnak megfelelen
talérzékenyéget mutatott. A vadtipusi PCNA-hoz hasonléan a PCNAK'®R.Ub és a nem
poliubikvitilalhato6 PCNAKI64R_UBKSR fi17i6s fehérjék expresszidja egyarant menekitette a
PCNAKI®R sejtvonal érzékenységét, a PCNA monoubikvitilacioja tehat elegendd a vadtipust

sejtvonallal ekvivalens DNS-hibatolerancia eléréséhez.

A fent emlitett, 16ziot tartalmazo plazmid replikacios esszével azt talaltuk, hogy a PCNAKI64R.
Ub és PCNAKISRUBHKSR fzids fehérjék expresszidja a normal PCNA expressziojahoz
hasonldéan menekitette a TLS aranydnak csokkenését az XPA~ sejtvonalban mért szintre, tehat
PCNA monoubikvitilacidja elegendd a TLS ¢és a templatvaltas/HR hibaelkeriilé Gtvonalak
mukodeéséhez. Elvégeztiik az esszét két HR génhianyos sejtvonalban is, €s azt tapasztaltuk,
hogy mind a BRCAI, mind az XRCC3 gén kiiitése jelentdsen csokkentette a templatvaltast
mutat6 szekvenciak aranyat. A kisérletsorozat tehat azt mutatja, hogy a DT40 sejtvonalban a
PCNA poliubikvitilacidja nem sziikséges, a klasszikus HR fehérjék viszont sziikségesek a

templatvaltashoz (Gervai et al., 2017).

3.5.3 A BRCA fehérjék hianyaban megndvekszik a DNS-sérilések szama

A HR fehérjék tehat sziikségesek az egy szalat érintd DNS 1€ézidk alternativ templatot hasznalo
atirasahoz. Itt a replikacios villa 6sszeomlasa nélkiili templatvaltod reakcidban, €s az eltorott
replikacios villak tUjrainditdsaban is szerepet jatszhatnak (1. abra). A H2AX hiszton
foszforilacigja a kettds szalt DNS szaltoréseknek és az elakadt replikacios villaknal keletkezd
hosszl egyszali DNS-szakaszoknak is korai markere. Immunfluoreszcencids €s western blot
mérésekkel azt talaltuk, hogy kezeletlen vadtipusu DT40 sejtekben is észlelhetd a foszforilalt
H2AX (y-H2AX) alacsony szintje, azonban BRCAI~~ sejtekben szignifikAnsan magasabb
szinten van jelen, kiilondsen DNS karosito kezelést kovetden. A megemelkedett €s tartds y-
H2AX szignal a replikécios villak gyakoribb dsszeomlésara, illetve az igy keletkezett torott

villdk hidnyos javitasara utal BRCA2” és BRCAI~" sejtekben (Zamborszky et al., 2017).
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3.5.4 A HR fehérjék szerepe elhanyagolhatd a kettés DNS szaltérések mutagenikus
javitasaban
A HR fehérjék hianyaban kialakul6 deléciokat okozhatja a HR tokéletlen miikddése, vagy a
HR hianyaban fellép6 helyettesitd folyamatok. Kettds szaltorések esetén az NHEJ potolhatja a
HR-alapu javitas kiesé funkcioit. Felallitottunk egy kisérletes rendszert annak vizsgalatara,
hogy jol definialt kettds DNS szaltoréseknél milyen mutaciok, deléciok keletkeznek, melyhez
CRISPR/Cas9 nukledzzal célzott genomi lokuszoknal elemeztiik a kettds szaltdrés javitasat
amplikonszekvenalassal. Erdekes modon nem taléltunk szamottevd kiilonbségeket a keletkezd
deléciok méreteloszlasaban a vadtipust és a kiilonféle HR mutans sejtek kozott, azonban egy
KU707 génkiiitott sejtvonalban, amelyben az NHEJ hibajavitd folyamat miikodésképtelen,
sokkal kevesebb deléciot talaltunk a célzott 10kuszoknal, melyeknek méreteloszlasa is erfsen
eltért a tobbi sejtvonalban tapasztaltnal. Kovetkezésképpen megallapithatjuk, hogy a kettds
DNS szaltérés mutagenikus javitasaért kizarolag az NHEJ felelds, ¢és a BRCA2 és PALB?2
mutans sejtekben a kettds szaltorések megndvekedett szama okozhatja a spontdn megjelend
deléciok tobbségét, azonban ez mas HR gének esetén nincs igy. Valoszinii tehat, hogy a BRCA 1
¢s egyéb HR mutansokban keletkezd nagyon rovid delécidkat egy az NHEJ-tol és a kettds
szaltorés javitasatol kiillonb6z0 mechanizmus okozza, mely valdsziniileg a transzlézios

szintézis (Poti et al., 2019).
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4 AZ UJ) TUDOMANYOS EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Nagy ateresztOképességli ujgeneraciés DNS-szekvenalas segitségével elsoként térképeztiik

fel tobb kisérletes sejtvonal-modell genomyjat.

2. Kifejlesztettiink egy IsoMut nevii bioinformatikai modszert, amely izogenikus genomi
mintakban gyorsan €s pontosan detektalja a mutdciokat, igy megteremtettiik a lehetdségét a

genomszekvendlds mutagenezis esszéként valo felhasznalasanak.

3. Meghataroztuk és Osszehasonlitottuk a legfontosabb kemoterdpias szerek mutagenikus

hatésat, és a mutéacios spektrum alapjan értelmeztiik a cisplatin mutagenikus mechanizmusat.

4. Kezelt beteg tumormintaiban kimutattuk a terapia mutagenikus hatasat, ¢s a mutaciok

allélfrekvencidjat felhasznaltuk az attétek kialakulasi idejének utdlagos meghatarozésara.

5. Sejtvonalak ¢€s betegbdl szdrmazd xenograftok szekvenaldsaval megmutattuk, hogy a
homolog rekombinécid deficiens sejteket szelektiven pusztitod poli-ADP-polimeraz gatloszerek

nem rendelkeznek szamottevd mutagenikus hatassal.

6. A homolog rekombinacio génjeiben mutans csirke limfoblasztoma sejtvonalak
genomszekvenalasaval feltartuk az ezen hibajavitd utvonal hidnyaban fellépd mutagenikus
folyamatokat, és citotoxicitasi mérések segitségével elemeztik a mutacidés spektrumok

felhasznalhatosagat tumordiagnosztikai célokra.

7. Kisérleti €s tumorszekvenalasi adatok Osszehasonlitdsaval meghataroztuk a nem 6sszeilld

bazisparok javitasanak hianydban fellépé mutagenikus folyamatok két f6 komponensét.

8. A sériilt DNS szakaszok masolasanak mechanizmusat és mutagenikus hatisat genetikai
megkozelitésekkel vizsgaltuk mutans DT40 sejtvonalakon. Erzékenységi mérésekkel, valamint
ultraiboly fény altal okozott DNS 1ézioknak a sejtbe juttatdsaval megmutattuk a transzlézids
DNS szintézis fehérjéinek szerepét a DNS-hibatolerancidban €és a mutagenezisben, ¢és

részletesen feltartuk a PCNA fehérje ubikvitilacidjanak szerepét a sériilt DNS replikacidjaban.
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ROVIDITESEK

BER
CPD
CRISPR
HR
MMR
NER
NHEJ
NMF
PCNA
PCAWG
SNP
SNV
TCGA
TLS

Ub

Uuv

base excision repair, baziskivago hibajavitas

ciklobutil pirimidin dimer

clustered regularly interspaced short palindromic repeats
homoldg rekombindciod

mismatch repair, nem 6sszeilld bazisparok javitasa

nucleotide excision repair, nukelotidkivago hibajavitas
non-homologous end joining, nem homolog végek dsszekapcsolasa
nemnegativ matrix faktorizacio

Proliferating cell nuclear antigen

Pan-Cancer Analysis of Whole Genomes

single nucleotide polymorphism, egynukleotidos polimorfizmus
single nucleotide variation, egynukleotidos variacid

The Cancer Genome Atlas

transzlézids szintézis

ubikvitin

ultraviolet, ultraibolya
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igen sokat segitettek elsdsorban a bioinformatikai megkozelitések kidolgozasdban, valamint a

klinikai relevancia szem el0tt tartasdban: Csabai Istvan, Moldvay Judit, Andrea L. Richardson,

Szakacs Gergely, Szallasi Zoltan, Charles Swanton és Tusnady Gabor.

Végiil koszondm az Enzimoldgiai Intézetnek és a Magyar Tudomanyos Akadémidnak, hogy

2011-ben befogadta és Lendiilet palyazattal tamogatta kutatdcsoportomat.
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