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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
mukodése i1s. Kutatdsaink célja a mutagenikus folyamatok megismerése, elkiilonitése és

mechanizmusuknak részleges feltarasa volt.

A  mutaciés folyamatok feltérképezésehez elsdsorban genomikai megkozelitéseket
alkalmaztunk. Nagy ateresztoképességli ujgeneraciés DNS-szekvendlds segitségeével
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 mutacioés spektrum alapjan
értelmeztiik a cisplatin mutagenikus mechanizmusat. Sejtvonalak és betegbdl szarmazéd
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, és citotoxicitasi mérések segitségével elemeztiik a mutacios
spektrumok felhasznalhatdsagat tumordiagnosztikai célokra. Kisérleti és tumorszekvenalasi
adatok Osszehasonlitdsaval meghataroztuk a nem 0sszeilld bazisparok javitdsanak hianyaban

fellépd mutagenikus folyamatok két {6 komponensét.

A sériillt DNS szakaszok masolasanak mechanizmusat €s mutagenikus hatdsat 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 replikaciojaban.

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 jelentGsége

Az Ordkitdanyag informécidtartalma nem alland6. Egy emberi genom megkdozelitdleg 70 1j,
egyedi mutaciot tartalmaz, melyek a sziilok genomjaban nem talalhatok meg (Kong et al.,
2012). Ezek a de novo mutaciok a sziildi csiravonalakban jonnek létre. A mutaciok hasonlo

allandé akkumulacidja minden é16 szervezetben megtigyelhetd.

A mutagenezis fogalma a sejtekben talalhaté DNS szekvencidjanak megvaltozasat takarja. A
szekvencia-valtozas leggyakrabban a bazisok cseréjét jelenti. Ezen feliil eléfordul teljes
nukelotidok kitorlédése, €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 mutéciok elsddleges jelentdsége az, hogy képesek megvaltoztatni a gének funkciojat. A
bazisszubsztituciok kodold 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, megvaltoztatjak a
leolvasasi keretet, €s az ilyen frameshift muticiok szintén korai stop kodonokat €s trunkalt
fehérjéket okoznak. A nagyobb atrendezddések, strukturalis varidcidk hatasara pedig egymas
mellé keriilhetnek tavoli kromoszomarégiok, és igy létrejohetnek fuzios fehérjeket kodolo

gének, vagy kozel keriilt szabalyoz6 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 miikodését okozhatjak, amely funkcidnyeréses vagy funkciovesztéses jellegii is

lehet. A funkcidvesztés a sejt miikodésének gatlasan vagy a sejt pusztulasadn keresztiil az
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oregedési folyamat egyik fo okdnak tekinthetd (Lopez-Otin et al., 2013), melyet az is
alatdmaszt, hogy a korai oregedéssel jard (progerids) szindromak kozott tobbet is a mutaciok
felgyorsult akkumulacidja jellemez, mint példaul a Bloom szindroma, Werner szindroma,
Hutchison-Gilford progeria szindréma (Burtner ¢és Kennedy, 2010). Egyes sejtek
funkcionyeréses jellegli valtozasa pedig a sejt kontrollalatlan osztddasdhoz, ezaltal a daganatok
kialakulasdhoz vezet. Ennek megfeleléen a genomi instabilitds, azaz a mutaciok felgyorsult
akkumulacidja a rakos sejteknek is az egyik alapvetd jellemzdéje (Hanahan és Weinberg, 2011).
Mivel a daganatok egyetlen megvaltozott sejt klonalis expanzidjaval jonnek Iétre, a
kialakulasukhoz vezetd genetikai valtozdsok megtaldlhatok a tumormintdkban, és részben
meghatarozzak a daganat tulajdonagait. Ezért a mutagenezis tanulmanyozasa alapvetd
fontossagu a rakkutatdsban a daganatok kialakuldsi folyamatanak ¢és tulajdonsdgainak

megertéséhez.

1.2 A mutagenezis okai

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.

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
(1ézidk) korlatozodhatnak egyetlen nukleotidra, melyeken beliil leggyakrabban a bazisok
sériilnek (Bauer et al., 2015). A spontan baziskarosodasok kozott leggyakoribbak az oxidativ
karosodasok, példaul a 8-oxoguanin kialakulasa, melyet els6sorban a sejt sajat metabolizmusa
altal eldallitott reaktiv oxigénforméak okoznak (Cadet et al., 2010). El6fordulnak még alkilalo
baziskarosodasok, melyek sordn foként metilcsoportok képeznek adduktokat kiilonféle
bazisokkal, a citozin és a metilcitozin deaminacidja, illetve a bazis hidrolitikus elvesztése ¢és
abazikus hely kialakulasa. Becslések szerint naponta akar 100000-nél is tobb baziskarosodasi

esemény torténhet egyetlen human sejtben (Lindahl, 1996). Tobb bazist érintd komplex 1éziok

10
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is keletkezhetnek, példaul az ultraibolya (UV) fény altal okozott fototermékek, melyek
szomszédos pirimidin bazisok ko6zotti keresztkotéseket tartalmaznak (Ravanat et al., 2001). A
DNS metabolizmusat kiilondsen gatoljak a két szal kozott 1étrejovo keresztkotések, melyeket
valoszinlileg okozhatnak endogén aldehidek (Brooks és Theruvathu, 2005), illetve tobbféle
exogén vegyiilet. A DNS cukor-foszfat gerincén a foszfodiészter kotések hidrolizise a DNS
szalanak szakadéasahoz, avagy toréséhez vezet, mely érintheti csak az egyik szalat, vagy egy

rovid région beliil mindkettot.

A 1ézi6k keletkezése még nem jelenti mutaciok kialakulasat. Mutécid esetében a DNS kémiai
szerkezete ép, csak a bazissorrendje kiilonbozik az eredetitdl. Léziokbol javitas vagy masolas
utjan rogziilhet mutacido. 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, ritkabban
viszont eltérd bazisok beépiiléséhez, vagy indelek kialakuldsdhoz vezetnek. A sériilt DNS
masoldsakor a probléma egyértelmii: sériilt templatrol nem minden esetben sikeriil az
eredetinek megfelel6 pontos masolatot 1étrehozni. A sejtekben tobbféle DNS-hibajavito és
replikativ hibaelkeriild Utvonal miikodik. Munkank sordn ezeknek a mutagenezisre vald

befolyasat €s a molekularis mechanizmusat vizsgaltuk.

1.3 DNS-hibajavito utvonalak

Az €10 sejtekben az evolucio soran meglepden jol konzervalt DNS-hibajavité mechanizmusok
miikodnek, melyek kiilonféle DNS 1éziokra specializalodtak. Mindegyik mechanizmus
hasonld elemekbdl 4ll: egy szenzor, amely felismeri a DNS sériilését, egy enzimatikus
mechanizmus, amely eltavolitja vagy atalakitja a sériilt szakaszt, egy DNS polimerizacids

1épés, és végiil egy ligacios 1épés, amely helyreallitja a DNS szalak integritasat.

11



dc_1771 20

1.3.1 Baziskivagd hibajavitas

A leggyakoribb léziokat, a megvaltozott szerkezetli bazisokat tartalmazé DNS-t javitja a
baziskivago hibajavitas (base excision repair, BER)(Wallace, 2014). Els6 1épésben sériilt (pl.
oxidalt, alkilalt) bazisokra specifikus glikozilaz enzimek felismerik és eltavolitjak a modosult
bazist. Ezt koveti a 1étrejott abazikus helyen a foszfodiészter lanc hasitasa egy AP endonukleaz
enzim altal. A DNS-lanc megjavitasaban kozremiikodik a DNS polimerdz B és a DNS ligaz 111
az XRCClI kofaktorral (Bauer et al., 2015). Munkénk sordn a BER-t kozvetleniil nem

tanulmanyoztuk.

1.3.2 Nukleotidkivagd hibajavitas

A nukleotidkivagé hibajavitas (nucleotide excision repair, NER) tipikusan olyan DNS 1éziokat
javit, amelyek egy szalat érintenek, de torzitjadk a DNS szerkezetét. A NER tutvonalnak két
szenzor aga van, ennek megfelelden megkiilonboztetiink transzkripcidhoz kotott és globalis
NER-t (Spivak, 2015; Spivak és Ganesan, 2014). Az el6bbi esetén az RNS polimeraz a szenzor,
az utobbinal az XPC fehérje, kiilonféle lehetséges kofaktorokkal. A két utvonal az XPA fehérje
megjelenésénél talalkozik. Az XPA helikazok mitkddését koordinélja, melyek (XPB 4s XPD,
a TFIID alegységei) elvalasztjak a sériilt szalat a komplementerétdl egy rovid szakaszon. Ezt
kovetden az XPF/ERCC1 és XPG endonukleazok kimetszik a sériilt szal elvalasztott szakaszat.
A keletkezett egyszalu hézagot egy DNS polimeraz bet6lti (Lehmann, 2011) és végiil egy ligaz
0sszekoti az 0) szakaszt a régivel. A NER foként az UV fototermékek javitdsa miatt ismert,
mivel a NER génekben hordozott 6rokletes mutacidk jelenléte az extrém UV-érzékenységgel
¢s borrakra vald hajlammal jar6 xeroderma pigmentosum betegség okozdja (Lehmann et al.,

2011).

1.3.3  Nem 0sszeill§ bazisparok javitdsa

A nem 0sszeilld bazisparok javitasa (mismatch repair, MMR) annyiban l1ényegesen eltér az

elobbi javité folyamatoktol, hogy a szubsztratjaul szolgald 1€zi6 nem tartalmaz valodi DNS-

12
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sériilést, hanem csak egy 0ssze nem ill6 bazispart, vagy esetleg egy-két extra bazist az egyik
szalban. Az ilyen jellegli javitandd hibak elsdsorban a DNS-replikécié soran jonnek létre,
amennyiben a polimerdz nem pontosan masolja a templatot. Az MMR egy aranylag egyszer,
kevés, jol konzervalt fehérjét felhasznald javitofolyamat (Kunkel és Erie, 2015; Liu et al.,
2017). A 1ézi6t a MutSa. (MSH2 és MSH6) vagy a MutSB (MSH2 és MSH3) heterodimer
fehérje ismeri fel. Ezt kovetden a MutL komplex (MHL1 és PMS1) endonukleaz aktivitasaval
elvagja az egyik szalat. Tobbféle, részben még vitatott szabalyoz6 mechanizmus gondoskodik
arrol, hogy az Gjonnan szintetizalt DNS szal keriiljon elhasitasra. Exonukleazok eltavolitjak a
hibas szakaszt az elhasitott szalbol, majd a NER-hez hasonldan egy replikativ folyamat betdlti
¢s ligalja az egyszali hézagot. Az MMR-nek alapvetd szerepe van a spontan mutacios rata
alacsonyan tartisaban: a replikativ polimerazok kb. 10-%/bp (bazispar) hibajat az MMR kb. 10
/bp szintre csokkenti (Kunkel és Erie, 2015). Az MMR hiadnyos sejtekre jellemzd a magas
mutacios rata mellett az Ggynevezett mikroszatellit instabilitds (MSI), mely a genom rovid,
egy-két bazisparos egységeket ismétld szakaszaiban az i1smétlodd egységek szadmanak
valtozékonysagat jelenti. Az MSH2 ¢és MLHI gének 0roklott mutacioli az elsOsorban

vastagbélrakra hajlamositd Lynch szindroma okozoéi (Plotz et al., 2006).

1.3.4 Egyszalu torések javitasa

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 replikacios villanal kétszalu torések kialakulasat okozzak.
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1.3.5 Kétszalu torés javitdsa: nem homolog végek 6sszekapcsoldsa

A DNS kettds szaltorései ritka, de potencialisan sulyos kovetkezményeket hordozé 1€zi0k
(Cannan ¢és Pederson, 2016). Replikaciotol fiiggetlen keletkezésiik ionizald sugarzés, vagy
bizonyos kémiai behatdsok kovetkezménye lehet. Gyakoribb lehet a replikacidhoz kapcsolt
kettos szaltorés, példaul olyan esetben, amikor a replikacios villa belefut egy javitatlan
egyszall torésbe. Mivel egy kettds szaltorés a sejtosztddas soran a kromoszdéma teljes disztalis
kettOs szaltorés javitasara. Egyik a nem homolog végek 6sszekapcesolasa (non-homologous end
joining, NHEJ), mely nevének megfelelden a torott DNS-végeket a szekvenciatol fliggetlentil
képes 0sszeligalni. Az NHEJ-nek is tobb verzidja l1étezik (Pannunzio et al., 2018). A kanonikus
NHEJ-ben a szenzorfehérje a DNS-végekhez koté Ku70/Ku80 heterodimer fehérje a DNA-
PKecs kindzzal egyiitt. A DNS-végek sziikség szerinti atalakitasa elokésziti 6ket a DNS ligaz
IV ¢és az XRCC4 kofaktor 4altal végzett ligalasra. Amennyiben a torott végek nem
komplementerek, a hianyz6 szakaszokat a polimeraz A vagy p képes potolni. A kanonikus
NHE]J lehet hibamentes is, de a torott végek degradacidja esetén mutacidkat, foleg deléciokat
okozhat. A nem kanonikus, vagy alternativ  NHEJ képes mar reszekcion atesett kettOs
szaltoréseket is javitani, a POLQ gén altal kodolt pol@ fehérje kozremitkdodésével (Mateos-
Gomez et al., 2015). Ez a mechanizmus nem hasznalja a kanonikus NHEJ kulcsfehérjéit, pl. a
Ku heterodimert, és a torott DNS végek egyszalu szakaszai kozotti néhany bazisparos

mikrohomologia segitségével kezdi a javitast.

1.3.6 Kétszalu torés javitdsa: homoldg rekombinacio

A kettds szaltorések masik, minden élélényben konzervalt mechanizmusa a homolog
rekombinacios hibajavitds (HR). A HR lényege, hogy a torést DNS szintézisen alapul6
mechanizmussal, egy nem sériilt alternativ templat segitségével javitja (Jasin ¢és Rothstein,
2013). A kézenfekvd alternativ templat a DNS replikéacié utan jelen 1évé testvérkromatid,
amely a sériilt szakasszal teljesen azonos szekvenciaji. A homoldg templat megtaldldsdhoz

egyszali DNS-re van sziikség. igy a HR els6 1épése a reszekceid, melynek keretében nukleazok
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visszavagjak a kétszalu torott vég 5° szalat. A reszekcid egy kétlépéses folyamat, amelyet az
MRN komplexben levé MRE11 nukledz indit el, és vagy az EXO1 vagy a DNA2 exonukleaz
folytat a BLM helikaz segitségével (Nimonkar et al., 2011). A reszekcid fontos szabalyozo
faktorai a BRCA1 és a CtIP fehérjék (Yu et al., 1998). A homologiakeresés kulcsfehérjéje
magasabb eukariotakban a RADS51. A BRCA1 kot a PALB2 fehérjén keresztiil az igen hossz
BRCA2 fehérjéhez (Zhang et al., 2009), amely egyszerre tobb RADS1-et kotve ezeket az
egyszalu DNS-szakaszhoz szallitja. A RADS51 DNS-kotését, és sok RADS1 fehérje kooperativ
kotésén alapuld nukleoprotein filamentum kialakuldsdt a RADS1 paralog fehérjék segitik
(Takata et al., 2001; Taylor et al., 2015). Ez az 6t fehérje (RADS51B, RADSIC, RADSI1D,
XRCC2, XRCC3) a RADS1-gyel homolog szerkezetli. A RADS1 filamentum egy homolog
kétszala DNS-re illeszkedve szalcserén megy at, €s kialakul egy D-hurok, melyben a homolog
DNS molekula egyik szala felszabadul, a masik szalaval parosodott torott szalat pedig DNS
polimerazok képesek meghosszabbitani. A kettds szaltdrések kanonikus javitasa soran a masik
torott szal annelal a D-hurok felszabadult szalaval, igy az is meghosszabbithatova valik (1.
abra). A DNS-szintézis eredményeképp egy ligalhato, majd ligalt szerkezet jon 1étre, amelyen
azonban a két javitott DN'S-molekula topoldgiailag nem elvalaszthato, egy ugynevezett dupla
Holliday-szerkezet koti 6ket 6ssze (Liu és West, 2004). A struktura feloldasanak gyakoribb
modja a két Holliday-szerkezet egymdshoz mozgatisa a BLM helikaz altal, majd a
kapcsolddott szalak elvalasztasa, melyet a topoizomeraz IIl enzim végez (1. abra; Bizard és
Hickson, 2014; Bocquet et al., 2014). Alternativ modon, vagy a BLM helikaz hianyaban a
struktara nukleolitikus modon is feloldhatd rezolvaz enzimek altal, melyek a Holliday
szerkezetben hasitanak két szemkozti szalat, azonban ez az utvonal a résztvevd molekulak

rekombinaciojahoz €s a testvérkromatidok cseréjéhez (SCE) vezethet (Wyatt és West, 2014).

Mivel az NHEJ ¢és a HR képes ugyanazt a sériilést javitani, a kettds szaltoréseknél dedikalt
mechanizmus segiti a javitdo utvonal kivalasztdsat. Az NHEJ a sejtciklus egészében, de
elsdsorban a Gl fazisban aktiv, mig a HR aktivitdsa az S és G2 sejtciklus fazisokra

korlatozodik, mert ez id6szak alatt rendelkezésre allhat a testvérkromatid, mint alternativ

15



dc_1771 20

templat. A sejtciklus fazisan tal a torott végek allapota és szama (egy vagy kettd) is befolyasolja

az utvonalak kozotti valasztast (Scully et al., 2019).

BRCA1
reszekcio ¢ MRN
EXO1, BLM, DNA2

BRCA2, PALB2

homolbgiakeresés RAD51
D-hurok kialakulasa RAD51B,C,D
XRCC2,3
masodik szal annelacioja RAD54

DNS-szintézis
ligalas

(-« [~

kettds Holliday szerkezet feloldésa / \ELM
1 "< Vi
¢ * Topolll

1. Abra: Kettds szaltorés javitasa homolog rekombinaciéval

Az abra a kettOs szaltorést javitd legfontosabb rekombindcids utvonalat mutatja be, feltiintetve
bizonyos, a folyamatban résztvevo fontos fehérjéket.

1.3.7 DNS-sériléseket jelz6 mechanizmusok

A DNS-hibajavitassal kapcsolatban végiil sziikséges megemliteni a DNS-sériilés esetén a sejt
norméal mikodésének bizonyos aspektusait leallito checkpoint mechanizmusokat. Ezen

jelatviteli utvonalak elsédleges feladata, hogy megakadalyozzdk a sejt osztodasat sulyos
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javitatlan DNS-1¢ézi6k jelenlétében. A checkpoint utvonalak tobb ponton is képesek gatolni a
sejtciklus tovabbhaladéasat. G1 fazisban észlelt DNS-torések esetén az S fazisba belépést
gatoljak, S/G2 fazisban pedig a mitozis elindulasat (Bartek és Lukas, 2001). Az ATM ¢és a
CHK2 kinazok a DNS-torések jelenlétét jelzik, melynek keretében a 1€zi6 kozelében kotott
ATM foszforilalja a diffuzibilis CHK?2 kinazt (Lee és Paull, 2005; Parameswaran et al., 2015).
Hasonlé mechanizmussal jelzi az ATR és a CHK1 kinaz a replikacios problémakat, itt az ATR
6 aktivatora a hosszl egyszalu DNS-szakaszok jelenléte (Cliby et al., 1998; Hekmat-Nejad et
al.,2000). Az ATM ¢és ATR kinazok szubsztratjai kozott fontos szerepet tolt be a H2ZAX hiszton
(Burma et al.,, 2001; Ward ¢és Chen, 2001), amely a H2A hiszton variansaként a
nukleoszomakban talalhat6. DNS-sériilések esetén a foszforilalt H2ZAX (YH2AX) megkoti az
MDCI1 fehérjét, amely az RNF8 és az RNF168 ubikvitin ligdzok toborzasan keresztiil a
BRCA1 és 53BP1 fehérjeknek a DNS-torés kornyezetében valé megjelenéséhez vezet (Scully
¢s Xie, 2013). A checkpoint aktivitasnak igy egyszerre globdlis, az egész sejt miikodésére hato,

illetve lokalis, a sériilés javitasat segitd funkcidja is van.

1.4 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 taldlkozasa megvaltozott, sériilt templat szakaszokkal. A DNS Iézidinadl a
polimerazok 4ltalaban elakadnak. A teljes kromoszomalis DNS-dllomany megkettézése
azonban elengedhetetlen a sikeres sejtosztodashoz, ezért tobbféle mechanizmus is létezik,
amely lehetdvé teszi a replikacid tovabbhaladasat a replikativ polimeraz elakadasa esetén. Két
alapvetdéen kiillonbozé megoldas létezik a problémara, melyek konzervaltak a teljes

¢lévilagban: vagy polimerazt, vagy templatot sziikséges valtani.
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1.4.1 Transzlézids szintézis

Az els6 megoldas tehat a sériilt templat hasznalata, azaz ,transzléziés DNS szintézis” (TLS).
Mivel a replikativ polimerdzok pontosan illeszkedd aktiv centruma, illetve Onmagukat
ellendrz6 proofreading aktivitasa a legtobb 1€zi0 esetében ezt nem teszi lehetdvé, a replikaciod
specidlis transzlézids polimerazok segitségével képes a sériilt templatrol masolatot késziteni.
A transzlézios polimerazok tobbsége (poln, poli, polk és a REV 1) szerkezetileg az Y polimeraz
csaladba tartozik (Lehmann et al., 2007). Igen 1ényeges még a replikativ polimerazokkal egyiitt
a B polimeraz csalddba tartoz6 poll (Gan et al., 2008). A transzlézios szintézist bizonyos
1éziokon képes egyetlen polimeraz is elvégezni. Azonban gyakran két polimerdz egymas utani
beavatkozasara van sziikség, melynek keretében az els6 polimeraz a sériilt szakasszal szemben
illeszt be nukleotidokat, a masik pedig az igy keletkezett 6ssze nem illd primer-templat
csatlakozastol folytatja a szintézist (Hirota et al., 2010; Livneh et al., 2010). Ez utobbi
képességgel elsdsorban a poll rendelkezik. Kiilondsen komplex kérdés a transzlézios szintézis
szabalyozasa. A transzlézids polimerazok toborzasdnak kétféle mechanizmusa ismert. Ezek
koziil egyik a PCNA replikécids fehérje monoubikvitilacidja, melyet Stefan Jentsch csoportja
fedezett fel a fehérje degradaciot nem okozo ubikvitilaciés modositasok egyik elsd példajaként
(Hoege et al., 2002). A monoubikvitilalt PCNA képes az Y csaladba tartozé transzlézids
polimerazok (poln, polk, polt) toborzasara (Bienko et al., 2005; Kannouche et al., 2004; Plosky
et al., 2006). Azonban a transzlézids polimerdzok a REV1 fehérjén keresztiil is képesek az
elakadt replikaciot jelz6 PCNA-hoz toborzodni, a PCNA ubikvitilacidjatol fiiggetleniil
(Edmunds et al., 2008; Guo et al., 2006). Fontos kérdés még a polimerdz szabalyozott
,Vvisszacserélése”, mivel a transzlézios polimerdzok alacsonyabb fidelitdsuk kovetkeztében

sériilésmentes templaton is mutacidkat okozhatnak (McCulloch és Kunkel, 2008).

1.4.2 Templatvaltas

A sériilt DNS replikaciojanak masik megoldédsa egy alternativ, a sériilt szakasszal homolog
templat hasznélata. Ilyen templat kozvetleniil rendelkezésre all a replikacios villa mogott: a

testvérkromatid Ujonnan szintetizalt szala (viladgoskék a 2. 4dbran). Ezen templat ideiglenes
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hasznalata megoldast jelent a sériilt szakaszon torténd nem mutagenikus athaladasra. A
templatvaltas tobbféle topologiaval is elképzelhetd. Bernard Strauss csoportja mar 1976-ban
megfigyelte a replikacios villa visszafordulasat, melynek keretében a kialakulo ,,csirkelab”
struktardban bazisparosodas alakul ki a két (1) DNS szal kozott, megteremtve a sériilésmentes
templat felhasznalasdnak lehetdségét (Higgins et al., 1976). Késobb valoban megfigyeltek
visszafordult replikacios villakat (Cotta-Ramusino et al., 2005; Grompone et al., 2004; Sogo
et al., 2002). Eleszt6genetikdval kombinalt 2-dimenziés Southern blot kisérletek azonban
kimutattak X-alaki DNS struktardkat, melyek a DNS-sériilések fiiggvényében jonnek 1étre a
replikacios villa mogott, a két testvérkromatidot 6sszefogva (Liberi et al., 2005). Ezek a

struktaradk a villa mogotti templéatvaltasra utalnak (2. abra).

A templatvaltds szabalyozasaban kiemelt szerepe lehet a PCNA poliubikvitildciojanak. A
monoubikvitilalt PCNA poliubikvitilacigjat élesztdben az Ubc13-Mms2 és a RadS ubikvitin
ligdz, human sejtekben a Rad5 ortolég HLTF és SHPRH fehérjé¢k katalizaljak, az ubikvitin
lizin 63 (K63) oldallancéan keresztiil. (Branzei et al., 2004; Hoege et al., 2002; Unk et al., 2008;
Unk et al., 2006). A PCNA poliubikvitilalasat ¢€lesztoben genetikailag sikeriilt egy, a
testvérkromatidot hasznalé templatvaltd hibaelkeriild atvonalhoz kétni (Zhang és Lawrence,
2005). Ez a folyamat a Rad51 fehérjétdl is fiigg, ramutatva a HR ¢€s a templatvaltas kozotti
atfedésekre (Branzei et al., 2008; Minca és Kowalski, 2010). Amennyiben a templatvaltas
visszafordult replikéacids villaknal torténik, a folyamatot segitheti a Rad5 struktara-specifikus
helikaz aktivitdsa (Blastyak et al., 2007). A templatvaltas mechanizmusanak pontos feltarasa

tovabbi kutatasokat igényel (Branzei és Szakal, 2016).

1.4.3 Areplikacios villa Ujrainditdsa homoldg rekombinaciéval

Az elakadt villak helyzetének feloldasara létezik egy harmadik, drasztikusabb megoldas is: a
sériilt szal eltorése vagy elhasitasa, a villa szétesése, majd a replikacid jrainditisa az igy
képzodott kettds szalit DNS végrdl (2. dbra). Ez a folyamat nagyon hasonlit a DNS kettds
szaltorésének homolog rekombinacios javitasahoz. Ugyanazokat a fehérjéket is hasznalja,

melyek koziil magasabb eukariotakban legfontosabb az egyszaltit DNS-en nukleofilamentumot
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keépz0, és a homolog kettds szali szekvencidval szalcserét katalizalo RADS1 (Feng és Zhang,
2012; Hashimoto et al., 2012). A templatvaltas illetve a torott replikacios villdk homolog
rekombinacios gjrainditasi mechanizmusainak genetikai elkiilonitését megneheziti a résztvevo

fehérjék kozotti nagyszintii atfedés.

elakadt replikacios villa

BiSy\1 BRCA1

‘ BR@A2 ‘ BRCA2

transzléziés _ RADS1 i ) RAD51
polimerazok /"‘_\_/_\ ) \\

Y \
—_—
—_—

transzléziés szintézis templatvaltas homolég rekombinacio
(mutagenikus) (hibamentes) (hibamentes)

2. Abra: Hibaelkeriilé ttvonalak

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 jelolve. A DNS-szintézist megakaszto 1éziot X jelzi. A 1ézidt templatként hasznalhatja a
transzlézios szintézis folyamata, melyet a REV1 fehérje vagy a PCNA fehérje
monoubikvitilacidja (PCNA-Ub) koordinal (a bal oldalon). Az elakadt villa eltorhet, és a torott
villat a homolog rekombinacié Gtvonala javithatja a jobb oldali séma szerint a BRCA1, BRCAI
¢s RADS1 fehérjék részvételével. Végiil az elakadt szal a villa torése nélkiil is képes lehet
templatvaltasra (k6zépen). A dolgozat targyalja a kérddjellel jelolt fehérjék szerepét ebben a
hibaelkeriil6 Gtvonalban.

A DNS-hibaelkeriild6 tutvonalak mechanizmusanak, aktivitdsanak ¢€s szabalyozasanak
megértése alapvetd fontossagli a mutagenezis folyamatanak megismerése szempontjabol. A

sériilt templatot felhasznalo, sok esetben az eredeti bazisokat felismerhetetlenné tévo 1ézidkat
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(pl. abazikus helyeket) masolo transzlézids szintézis sziikségszerlien mutaciok eldallitasara
hajlamos. A templatvaltas és a homolog rekombinacié elvben nem mutagenikus, azonban a
folyamatok kozben képzddd komplex szerkezetek helytelen feloldasa DNS-torésekhez,
genomi atrendezddésekhez vezethet. Munkank egyik f6 célja volt meghatarozni a DNS-
hibaelkeriild Gtvonalak szerepét a spontdn €s a kdrnyezeti hatasok altal indukalt mutagenikus

folyamatokban, beleértve a rakos daganatok kialakulasat okoz6 szomatikus mutagenezist.

1.5 A mutagenezis vizsgalatanak modszerei

Erdemes réviden attekinteni a sériilt DNS replikacidjanak és a mutagenezis vizsgalatanak £

megkozelitési modjait, melyeket kutatasainkban alkalmaztunk.

Tisztitott fehérjékkel végzett biokémiai kisérletek fontos informaciot szolgaltatnak foleg az
enzimatikus aktivitassal bird fehérjék, példdul polimerdzok ¢és helikazok alapvetd
tulajdonsagairol, képességeirdl. Azonban mivel replikécidhoz kapcsolt folyamatokrol van szo,
sziikség lenne az eukariota DNS replikacio teljes komplex folyamatdnak in vitro
reprodukélasara. Ez nemrég sikertilt John Diffley csoportjdnak (Yeeles et al., 2015), azonban
a reakcidohoz 110 kiilonféle rekombindns fehérjére volt sziikség, ezért ez nem egy praktikus
hattér a hibaelkeriil6 utvonalak tanulmanyozasara. Ehelyett hasznalhatok hipotonikus
sejtlizatumok, melyek a DNS-replikaciohoz sziikséges Osszes fehérjét tartalmazzdk. Human
sejtlizdtumokban a replikédciot bindithatd az SV40 virus nagy T antigénjével, amely a
lizatumhoz adott SV40 replikacios origdt tartalmazd plazmidokon az MCM replikacids
helikazt helyettesitve inditja és vezeti a DNS-replikaciot. A rendszer képes pl. UV 1€ziok
atirasara (Cordeiro-Stone €s Nikolaishvili-Feinberg, 2002), igy alkalmas lehet a hibaelkeriilé

utvonalak koziil legalabbis a TLS vizsgalatara.

A hibaelkeriild6 folyamatok komplexitdsa miatt azonban kézenfekvoek a genetikai
megkozelitések. A replikdciohoz kapcsolt sejt-autonom folyamatokat idedlisan Iehet
sejttenyészetekben vizsgalni. Elsésorban génkilitott vagy génmoddositott sejtvonalak

hasznalatira van sziikség, azonban a sejtvonal-alapu genetika a szekvenciaspecifikus
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nukleazok kozelmultbeli megjelenéséig nem volt elterjedt a génkiiités alacsony hatékonysaga
miatt. A probléma athidalasara alkalmazta a szakteriilet a csirke DT40 limfoblasztoma
sejtvonalat kisérleti modellként, amelyen hatékonyan mitkkodik a homoldgia alapu génkiiités
(Buerstedde ¢s Takeda, 1991). A szekvenciaspecifikus nukleazok, a CRISPR-Cas9
elterjedésével a DT40 sejtvonal a konnyli génkiiités elényét elveszitette, azonban tobb hasznos
tulajdonsaga (majdnem normal kariotipus, alacsony mutéacios rata, életképes DNS-javito
mutansok, immunglobulin gén szomatikus hipermutacioja) kovetkeztében tovabbra is hasznos
modellrendszer maradt a DNS-hibajavitas ¢és a mutagenezis kutatasara. A CRISPR modszer
segitségével azonban ma mar human tumorsejteken, immortalizalt normal human sejteken és
indukalt pluripotens dssejteken is végezhetd génmodositas (Cong et al., 2013; Ran et al., 2013).
A génkiiitott sejtvonalak felhasznéalasanak legelsd szintje a DNS-kérosito kezelésekre mutatott
¢rzékenység mérése, mely szinergisztikus vagy episztatikus viszonyok meghatarozéasara, a

hibajavité és -elkeriilé utvonalak elkiilonitésére nyujt lehetoséget.

A mutagenezis vizsgalatahoz felmeriil az igény ismert, konkrét DNS 1éziok atirasanak
kovetésére €10 sejtekben. Erre lehetdséget nyujt egy kordbban mar E. coli baktériumokban és
¢lesztOben hasznalt modszer, melynek keretében a sejtben replikalddo plazmidon lehet 1éziokat
bejuttatni (Ozgenc et al., 2005; Zhang ¢és Lawrence, 2005). Egy replikéciora képes plazmid
szerkesztésével a modszert sikeriilt gerincesekbdl szdrmazo sejtekre adaptalni (Sziits et al.,
2008). A kémiailag eldallitott 1ézidk szintetikusan oligonukleotidokba illeszthetok és
plazmidba ligdlhatok, és az igy eldallitott konstrukciokat lehet transzfektalni kiilonféle
génmodositott sejtvonalakba. A replikalt plazmidokat a sejtekbdl visszanyerve szekvenalassal
tudjuk meghatarozni példaul az ultraibolya fototermékek atirasanak mechanizmusat és
mutagenikus hatasat, tovabba megkiilonboztethetd a transzl€zios szintézis €s a templatvaltas
(Sziits et al., 2008). Alternativ mddszer a 1€zi6t tartalmazé DNS transzpozonnal kozvetleniil a
genomba juttatasa, ahol replikacio utan szekvendldssal szintén meghatarozhato a 1€zi6 hatasa

(Izhar et al., 2013).

Mindezek mellett a mutagenezis vizsgalatanak legatfogobb moddszere a teljes genomban

keletkezd Osszes muticio meghatarozasa. Ehhez két kihivasra kellett megoldast talalni: a
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megfeleld mennyiségben ¢és koltséggel torténd DNS-szekvenalasra, €s a keletkezett hatalmas
adattomegek informatikai feldolgozasara. Az Gjgeneracidos DNS-szekvenalasi technologidk a
2010-es évek elsd felében értek el azt az ateresztéképességet, amely megengedte az ismételt
genomszekvenalasok alkalmazasat. A koltségek azonban tovédbbra is erdsen behataroljak a
mintaszamokat. A szekvenalasi adatok elsddleges processzalasara, amely mindségi szliréseket
¢s az adott faj referenciagenomjahoz vald illesztést jelenti, standard programcsomagok
alkalmazhatdk, pl. a Broad Institute altal fejlesztett GATK Toolkit (McKenna et al., 2010). Az
illesztett genomok kozotti kiilonbségeket keresve taldlhatok meg a kisérlet soran eldidézett
mutaciok. A publikalt mutacidodetektcios modszereket elsésorban daganatok szomatikus
mutacioinak elemzésére fejlesztették ki. Ezek nem bizonyultak pontosnak ¢s hatékonynak a
jobban kontrollalt sejtvonalas kisérletekbdl szarmazo mintadkon, ezért kifejlesztettiink egy
kimondottan az izogenikus mintak kiilonbségeinek hatékony felismerésére szolgaldo modszert

(Pipek et al., 2017), melyet egy késobbi fejezetben mutatok be.

1.6 Mutacios mintazatok daganatokban

A mutéacidk keletkezését kisérletek nélkiil is meg lehet figyelni a sejtklonoknak megfeleld
rékos daganatokban. A daganatok kialakulasdnak megértése tehat kozvetlen relevanciat
biztosit a mutagenezis vizsgalatanak. Ennek megfelelden a publikalt ijgeneracios szekvenalasi
adatok nagy része daganatokbdl szadrmazik, és a kutatok komoly erdfeszitéseket tesznek a
mutaciok mintazatokba rendezésére, értelmezésére (Helleday et al., 2014).

A daganatok egyetlen megvaltozott génallomanyu sejt kontrolldlatlan novekedésébdl, azaz
azonositottak, melyek kozott szerepel a fliggetlenedés a novekedési szignaloktol, a korlatlan
replikacios potencial (Hanahan ¢és Weinberg, 2000) és a genomi instabilitds is (Hanahan és
Weinberg, 2011). A tumorsejtek megvaltozott viselkedését az emlitett tulajdonsagokért felelds
génekben talalhaté mutaciok okozzak (Bailey et al., 2018; Kandoth et al., 2013). Egy adott
tumorban csak kisszamu (kb. 2-8) ilyen ’driver’ mutaci6 taldlhato, melyek funkcidvesztéses

mutaciok tumor szuppresszor génekben, vagy funkcionyeréses mutaciok onkogénekben. A
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gének expressziojat epigenetikai valtozasok is okozhatjak, melyek a DNS-szekvenalason nem
latszanak, de hasonl6 hatast fejtenek ki. Példakant emlithet6 a BRCA1 tumor szuppresszor gén,
melynek inaktivacidja bekovetkezhet muticid vagy promoter metilacio kdvetkeztében is

(Moschetta et al., 2016).

A driver mutaciok tobbségben szomatikusak, azaz a tumor kiinduldsi sejtjének Oseiben
keletkeztek az egyed élete soran. Ennek megfelelden a daganatok kialakuldsahoz a mutaciok
1doébeli akkumulédlodasa sziikséges, igy a rak kialakulasa életkorral novekszik. Modellek szerint
a rak kialakuldsanak esélye az ¢letkorral polinomialisan aranyos, €s a polinom kitevdje
megmutatja a sziikséges szomatikus onkogenikus mutacios események szamat (Tomasetti €s
Vogelstein, 2015). Egyes csalddokban azonban észlelhetdé ordkletes hajlam meghatarozott
réktipusok kialakul4sara. Ezt a hajlamot vagy azonositott, vagy nem azonositott orokletes
driver mutaciok okozzak. Ezek jellemzden recessziv inaktivaldo mutaciok tumor szuppresszor
génekben, igy a gén masodik alléljanak szomatikus mutacioja vagy elvesztése sziikséges az

onkogenikus transzformaci6 elinditasahoz.

A daganatok genomi instabilitdsanak f6 indoka valdszinilileg az, hogy az instabil, gyorsan
mutalodo genom segiti és felgyorsitja a ndvekedéshez sziikséges driver mutaciok kialakulasat.
Az instabil genom azonban a mar kifejlodott daganatban tovabbi valtozasokat okoz,
kiilonbségeket generalva a tumorsejtek tulajdonsagai kozott. Igy egyes sejtek képességet
szerezhetnek pl. attétek kialakitasdra, immunvalasz elkeriilésére, vagy citotoxikus kezelések
tulélésére. Az intratumor heterogenitast feltétleniil figyelembe kell venni a tumormintak
genetikai elemzésénél, hiszen egy minta altalaban nem reprezentativ a teljes daganatra nézve

(Gerlinger et al., 2012).

A szomatikus mutaciok természetesen nem csak a driver mutdciokat jelentik. A
tumorgenomoknak a beteg normal, altaldban vérmintdbdl vett DNS-szekvencidjahoz valo
hasonlitasa akar szdzezerig terjedd szamu mutéciot is mutathat (Lawrence et al., 2013). Ezek
tulnyomo6 része nem valtoztatja meg a sejt mikodését; az ilyen mutdciokat az irodalom
"passenger’ mutacioknak nevezi (Vogelstein et al., 2013). Fontos felismerés, hogy a passenger

mutaciok is hasznos informaciot hordoznak a tumor tulajdonsagairol.
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Erdemes tehat attekinteni a tumorsejtek genomjaban levé szomatikus mutaciok kialakuldsanak
fobb okait, melyeket hadrom csoportra oszthatunk. Egyrészt okozhattak ezeket olyan
mutagenikus folyamatok, amelyek a normal szomatikus sejtekben is mitkodnek. Masrészt
felléphetnek olyan mutagenikus folyamatok, amelyek valamely DNS-javitdé mechanizmus
elromlasanak a kovetkezményei — ez utdbbi okozhatja a tumorsejtek altalanos genomi
instabilitasat is. Harmadrészt pedig okozhattdk a mutéacidkat kornyezeti mutagén hatasok,
melyeket ezaltal karcinogénnek is tekinthetiink. Amennyiben a kiilonb6zd kategoridkba esd
mutacidhalmazok a szekvencia alapjan megkiilonboztethetdek, a tumorgenom passenger
mutacioi informaciot szolgaltathatnak a daganat kialakulasanak okair6él €s molekularis
tulajdonsagairol. Ez pedig valdban igy van: példaul a karcinogén dohanyfiist altal 1étrehozott
DNS adduktok tipikusan C>A bazisszubsztiticidkat okoznak, tehat a beteg dohanyos multja
valoszinli okként felismerhetd egy adott tiidérak genomjaban levé nagyszamu szomatikus C>A

mutacio alapjan (Alexandrov et al., 2016).

Ez a felismerés vezetett a daganatok mutacids spektruméanak altaldnos elemzéséhez. Az
alapfeltételezés az volt, hogy véges szamu elkiilonithetd mutagenikus folyamat miikddik a
daganattipusok 0sszességében. Ennek megfeleléen Alexandrov és munkatarsai 6sszegyiijtottek
az Osszes elérhetd tumorszekvenciat (eldszor foleg exomszekvenalas alapt adatokat), €s
matematikai modszerekkel bontottdk komponensekre a szomatikus mutdciok halmazat.
Modszeriik alapvetéen a bazisszubsztitiicidkat vizsgélta, amelyeket a szomszédos két bazis
kontextusdban katalogizaltak. A komplementer eseményeket Osszevontdk, tehat pl. a
TTC>TAC mutacié megegyezik a GAA>GTA mutécioval, hiszen nem tudhato, hogy melyik
DNS-szalon tortént az esemény. Igy 96 tigynevezett triplet mutacios kategoriat kaptak. Egyes
tumorok szomatikus bazisszubsztiticidinak halmaza tehat egy 96-dimenzios vektorral irhato
le, és az Gsszes minta ilyen vektorait probaltak kevés komponens kiilonféle aranya 0sszegeire
bontani nemnegativ matrix faktorizacioval. Elsére 21 komponensre sikeriilt bontani a
mutacidhalmazokat, amelyeket mutacios szignatiraknak neveztek (Alexandrov et al., 2013).
A szignatarak kozott megfigyelhetdek voltak a kiilonféle varhatdo mutagenikus folyamatok. A

4-es szignatura (sig.4) jelenléte tiidétumorokban a dohdnyzassal fiiggdtt 6ssze, mig a sig.7
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melanomakra volt jellemzd, és az UV altal indukalt pirimidin dimereknél tartalmazott
mutaciokat. A sig.1 €s sig.5 gyakorlatilag minden daganatban megtalalhato, és a hozzajuk
tartoz6 mutaciok szdma Osszefliggést mutat a beteg életkoraval, mely alapjan valoszintisithetd,
hogy ezek a mutacidk részben a normal szomatikus sejtek leszarmazasi vonalaban keletkeztek
még a tumorigenezis kezdete eldtt (Alexandrov et al., 2015). Végezetiil bizonyos szignatarak
valoban a DNS-hibajavitas allapotat jelezhetik. Példaul a sig.3 jelenléte jellemz6 a BRCA1
vagy BRCA2 mutaciot hordoz6 daganatokra, mig a sig.6 a mikroszatellit instabilitast mutato,

MMR hianyos daganatokra.

Egy nemzetkozi kollaboréacid alapjan a daganatok szomatikus mutacioit a COSMIC adatbazis
tarolja (Catalogue of somatic mutations in cancer), melynek honlapjan megtalalhat6ak a fent
emlitett szignatardk, illetve ezeknek frissitett valtozatai (COSMIC, 2019). A masodik
verzibban a 21 szignaturat 30-ra bdvitettek. 2020-ban publikaltdk a harmadik verziot
(COSMIC v3), mely tobb, mint 60 szignaturat tartalmaz, és a meglévoket is megvaltoztatta
kisebb vagy nagyobb mértékben (Alexandrov et al., 2020). A szignatirdknak egy részét
sikeriilt ismert mutagenikus mechanizmusokhoz kétni, de szamos szignatira mechanizmusa
tovabbra sem ismert. Emellett az ismert folyamatokkal korrelalt szignatirdk esetén sem
bizonyitottak az okozati Osszefiiggések. So6t, mivel a szignatirdkat egy nem feliigyelt
matematikai modszerrel allitottdk eld, nem garantidlhatd, hogy azok a lehetd legjobban
mutatjdk a veliik korreldlt folyamat mutacidés spektrumat. Ezért 1ényeges a mutagenikus

spektrumok kisérletes igazolasa, melyre a tovabbi fejezetekben tobb példat is bemutatok.

A daganatok mutacios spektrumainak valddi haszna a tumordiagnosztikaban rejlik. A
diagnosztikdban természetesen lényeges a driver muticidok felismerése, €s szamos célzott
terapias szer alkalmazasa adott gének szomatikus mutacioihoz van kotve. Példaként emlithetok
a tirozin kindz receptor gatlok (pl. gefitinib) alkalmazasa EGFR mutans tiido
adenokarcindmakban (Ono és Kuwano, 2006), vagy PARP inhibitorok alkalmazasa BRCA1/2
mutaciot hordozod ovarium karcinomdk kezelésére (Fong et al., 2009). Azonban a driver
mutaciokon tul az Osszes szomatikus mutacid szadma vagy spektruma is hordozhat

prognosztikus vagy prediktiv informaciot, azaz eldrejelezheti a betegség lefolyasat, illetve
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bizonyos kezelések hatékonysdgat. Példaul az MMR hidnyos daganatok jellemzden jobb
prognozissal birnak, mint az azonos szovet miikodé MMR-rel rendelkezd tumorai (Deng et al.,
2019; Kato et al., 2015). Mivel ezzel szemben a nagyléptékli genomi instabilitds negativ
prediktora a betegség lefolydsanak a legtobb daganattipus esetén (Carter et al., 2006), a
mutacios spektrumok tobb aspektusa is felhaszndlhato lehet progndzis feldllitdsara. Még
fontosabb szempont, hogy a mutécios spektrumok informaciot szolgaltathatnak a DNS-javitast
célz6 vagy hidnyat kiaknazd kezelések hatékonysdganak -elorejelzésére, amennyiben

megallapithatok a tumor DNS-javito képességei €s hianyossagai a genomszekvencia alapjan.

1.7 DNS-hibajavitas hianyat kiaknazo tumorterapiak

A DNS-hibajavitds defektusait két kiilonb6z0 megkdzelitéssel sikeriilt kiaknazni
tumorterdpiakhoz. A szintetikus letalitason alapul6 célzott kezelések olyan utvonalat gatolnak,
amely 6nmagaban nem eszencialis, de egy alternativ hibajavitasi Gitvonal hidnya esetén gatlasa
a sejtek halaldhoz vezet. Egy mer6ben mas megkozelitésben pedig immunterapiakat
alkalmaznak olyan daganatokban, amelyekben DNS-hibajavitasi problémak miatt nagyon sok

a szomatikus mutécio (Cristescu et al., 2018; Samstein et al., 2019).

A szintetikus letalitas alapi megkozelitésre jelenleg egy jo példa van: a BRCA mutans
daganatok célzasa PARP-1 inhibitorokkal. A HR-ben fontos szerepet betdlté BRCA1 vagy
BRCA2 gének mutécidja esetén a sejtek rendkiviil érzékenyek a PARP-1 gétldszereire (Bryant
et al.,, 2005; Farmer et al., 2005). Az érz¢kenység oka még nem teljesen tisztazott, de
hozzajarulhat az a jelenség, hogy a PARP egyszdlu DNS-torések javitasaban betoltott
szerepének kiesése esetén a DNS-replikéacid ezeket kétszalu torésekké konvertalja, amelyeket
a HR hianydban a sejt nem képes javitani és a szétesett replikacios villakat visszaallitani. Ezek
a megfigyelések alapjan fejlesztettek PARP inhibitor hatdanyagokat klinikai hasznalatra, mint
az els6 DNS-hibajavité utvonalat célzd tumorterapiakat (O'Connor, 2015). Az els6é PARP
inhibitorokat (olaparib, rucaparib) BRCA mutans petefészekrak kezelésére hagytak jova,
korabbi kemoterapias kezeléseket kovetd alkalmazasra. A niraparib nevii PARP inhibitort mar

BRCA statuszra valo tekintet nélkiil hagytak jova petefészekrakban vald felhasznalasra. A
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sz¢lesebb kort hatékonysag oka, mely a tobbi PARP inhibitorra is érvényes, a petefészekrakok
tobbségének HR problémadja lehet (Konstantinopoulos et al., 2015). A BRCAI és BRCA2
szomatikus €s 6roklott mutacioin kiviil ez egyéb HR gének mutacioit, valamint a BRCAI gén
gyakori promoter metilacio kovetkeztében fellépd inaktivacidjat foglalja magéba. Nem
bizonyitott azonban, hogy a BRCA1/2-tdl eltérd HR gének mutacidja mennyire érzékenyit a
PARP inhibitorokra. Felmeriil a kérdés, hogy a sok génben fellépd, bizonyitatlan hatast
mutaciok elemzése helyett hasznalhatok-e a HR-specifikus mutacios spektrumok a PARP
inhibitorok hatasdnak predikcidjara. A probléma kisérletes megkdzelitését egy késobbi
fejezetben mutatom be. Tovabbi klinikai vizsgalatok is folytak a PARP inhibitorok szélesebb
korti felhasznalasdra nem BRCA mutans petefészekrakban, illetve egyéb tumortipusokban
(Ang és Tan, 2017; Livraghi és Garber, 2015; Sonnenblick et al., 2015), melyek alapjan

hasznalatuk emldérakban is megkezdddott.

A tumorsejtekben felgyiilemlett szomatikus mutaciok egy része kodolod régiokban kertil, igy
megvaltoztathatja bizonyos fehérjék aminosav-szekvencidjat. Az igy képzdodott
neoantigéneket, amennyiben kikeriilnek a sejtfelszinre, T sejtek felismerik és elpusztitjak a
tumorsejtet. Azonban a daganatos sejtek a PD-L1 transzmembran fehérje expresszidjaval
képesek gatolni a T sejteket a felsziniikon 1évé PD-1 receptoron at. A PD-L1 fehérjét célzo
immunterapiak jobban mitkodnek az MMR deficiens tumorsejteken (Le et al., 2017), mivel e
sok neoantigént expresszald sejtek tuléléseéhez lényegesebb a PD-L1 funkcioja. Ennek
megfelelden az MMR hidnyos daganatok mutacids terhe korreldl az immunterapidra adott
valasszal (Mandal et al., 2019), igy az MMR hianyaban fellépé mutacios folyamatok jobb
megértése segitheti a kezelési stratégiak kidolgozéasat (Baretti és Le, 2018; Germano et al.,

2018).
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2 MODSZEREK

2.1 Kisérletes modszerek
2.1.1 Sejttenyészet, transzfekcio

A tenyésztett sejteket 37°C homérsékleten tartottuk 5% CO»-t tartalmazd atmoszféraban. A
DT40 sejtvonalakat RPMI-1640 médiumban tartottuk 7% FBS ¢€s 3% csirkeszérum (Sigma),
valamint penicillin/streptomycin, és 50 uM B-merkaptoetanol hozzaadasaval. DLD-1 sejteket
RPMI-1640 tapoldatban tartottuk 10% FBS hozzaadasaval. SUM149PT sejteket Ham’s F12
tapoldatban (Sigma) 10 mM HEPES-NaOH pH 7.4, 1 pg/ml hydrocortisone €s 5 pg/ml insulin

jelenlétében, 5% FBS hozziadasaval tenyésztettiink.

Tranziens transzfekciokat Amaxa nukleofector késziilékkel (Lonza) végeztink a gyarto
protokolljai szerint. DT40 sejteket a CN-150 programmal transzfektaltunk, 3 milli6 sejtet 100

ul térfogatban vagy 0.6 millio sejtet 20 pl térfogatban.

2.1.2 Sejtvonalak, génkittés, génmaddositas

A kovetkezd DT40 sejtvonalakat hasznaltuk: vadtipus Clonel8 (Buerstedde et al., 1990),
BRCAI” és BRCAI"- mutansok (Vandenberg et al., 2003), BRCA2"~ és BRCA2"" (eredeti
megjelolése szerint BRCA27"") (Qing et al., 2011), PCNAX!64RKIS4R (3 tovabbiakban
PCNAKI%R) (Arakawa et al., 2006), PALB2"~ (Al Abo et al., 2014), RAD51C"-, XRCC2,
XRCC37~ (Takata et al., 2001), RAD54” (gén neve RAD54L) (Bezzubova et al., 1997), ATM~
= (Takao et al., 1999), CHK2” (gén neve CHEK?) (Rainey et al., 2008), REVI”~, REVI™"
PCNAKISHRKIGR (Arakawa et al., 2006); XPA™-, XPA"~ REVI™-, XPA-, XPA~ REV3™", XPA~

POLH"-, XPA~ PCNAK*R/PCNAKI6R (Sziits et al., 2008).

A RADS52”~ muténs sejtvonalat homoldg génkiiitéssel allitottuk eld, helyettesitve a 3-as exon
elotti Nde I hasitohelytdl a 7-es exon utani hasitohelyig terjedd genomi szakaszt a két allélon
blasticidin illetve hygromycin szelekcios kazettakkal. Az XPA~ BRCAI7~ és XPA~ XRCC3~~

sejtvonalak eldallitasdhoz eldbb kilitottiik az XPA gént a heterozigéta HR mutans vonalakban,
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majd a publikalt konstrukcidk segitségével kititottiik a BRCA 1 (Vandenberg et al., 2003) illetve
XRCC3 (Yonetani et al., 2005) masodik alléljat.

Kiilonféle vadtipust, mutans és fuzios csirke PCNA variansokat expresszalo csirke sejtvonalak
eldallitasahoz a konstrukciokat a pIRES2-EGFP vektor Sal I ¢s BamH 1 hasitohelyei kozé
klonoztuk, majd a PCNA-IRES-EGFP szakaszt Sal 1 és Not I hasitasok segitségével
athelyeztiik a pExpress-bdl szdrmaztatott pXPSN2 plazmidba (Arakawa et al., 2001; Ross et
al., 2005), onnan kivagtuk Spe I enzimmel, és az Nhe I nukleazzal hasitott pLoxBsr vagy
pLoxPuro (Arakawa et al., 2001) plazmidokba ligaltuk. Az elkésziilt konstrukcidkat
elektroporalassal juttattuk DT40 sejtvonalakba, ¢és blasticidin vagy puromycin
antibiotikumokkal szelektaltuk a stabilan beépiilt konstrukciokat tartalmazo sejtklonokat

(Gervai et al., 2017).

A DLD-1 sejtvonal forrasa az American Type Culture Collection (ATCC). A SUM149PT

sejtvonalat az Asterand cégtdl szereztiik be.

Minden sejtvonalat €s génmutéciot a genomszekvenalas alapjan ellendriztiink.

2.1.3  Erzékenységi vizsgalatok

Citotoxicitasi essz€k esetében 384-lyuktl lemezeken lyukanként 1000 sejtet inkubaltunk
kétszeres vagy haromszoros higitasi sorban alkalmazott citotoxikus szerekkel. A viabilitast 72
ora utdn meértiikk PrestoBlue reagens (Thermo Fisher) és egy EnSpire plate reader (Perkin-
Elmer) segitségével. Harom technikai pahuzamost atlagoltunk kisérletenként. A mért adatokat
a kezeletlen mintdhoz normalizaltuk, és egy szigmoid modell szerinti gorbét illesztettlink a

GraphPad Prism programmal. Az illesztési statisztikakbol szamoltuk ki az 1Cs értéket.

Koloniatalélési esszékhez csirke DT40 sejteket a megfeleld dozist €s idétartamu kezelés utan
1% metilcelluldz tartalmt tapoldatra helyeztiink hadrom tizszeres higitasban, és 10-14 nap
mulva megszamoltuk a kifejlodd telepeket. Két technikai parhuzamost atlagoltunk

kisérletenként.
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2.1.4 DNS-kdrosodas észlelése Western blottal és immunfluoreszcenciaval

Western blothoz teljes sejtextraktokat SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel frakcionaltunk,
PVDF membranra transzferaltunk, majd el0szor elsddleges YH2AX (Millipore 05-636, 1:4000)
vagy a-tubulin (Sigma T6199, 1:2000) ellenanyagokkal inkubaltunk, utdna masodlagos anti-
egér 1gG (Sigma A9044, 1:20000) vagy anti-nyul IgG (Sigma A0545, 1:20000) peroxidaz-
csatolt ellenanyagokkal. A blotokat az ECL kemilumineszcencids reagenssel, s egy Chemidoc
MP (Bio-Rad) berendezéssel hivtuk eld. A csikok intenzitdsat az azonos membranon detektalt

a -tubulin jelhez viszonyitottuk.

Immunfluoreszcencids elemzéshez a sejteket poli-L-lizinnel bevont feddlemezekre
centrifugaltuk, és 4% paraformaldehid oldattal fixaltuk. 0.1% Tween 20-t és 0.02% SDS-t
tartalmazo PBS oldatban tortént blokkolds utan a mintdkat anti-yH2AX ellenanyaggal
(Millipore 05-636, 1:1000), majd Alexa Fluor 488 anti-egér 1gG masodlagos ellenanyaggal
(LifeTechnologies A11029, 1:1000) inkubaltuk 1-1 6ran at 37°C hdémérsekleten, és végiil
Hoechst 33342 (ThermoFisher Scientific H3570, 1:10000) festékkel szobahdmérsékleten 10

percig. A fluoreszcens szignalt egy Zeiss LSM 710 konfokalis mikroszkoppal detektaltuk.

2.1.5 Szintetikus DNS lézion keresztili DNS replikacio vizsgalata él6 sejtekben

A 1€zi6t tartalmazo plazmid transzfekcioja utan 40 oraval a plazmidokat kivontuk a sejtekbdl
egy egyszerusitett Hirt protokollnak megfeleléen, majd Dpn I-el emésztettiik a kordbban leirtak
szerint (Sziits et al., 2008). A visszanyert plazmidkeveréket PCR templatként hasznaltuk egy
1369 bp hossza régid amplifikadlasahoz a CAGTCGACTTTTGATTTAGAATTGTCCAC ¢és
CAGCGGCCGCTTTGCAAGCAGCAGATTACG primerekkel. Az amplifikalt régio
tartalmazza a 1¢ézidk helyét és 12 Dpn I hasitohelyet. A reakcidtermékeket tisztitds utan Sal |
¢s Not I enzimekkel emésztettiik, és a pBluescript (Stratagene) plazmid megfeleld
hasitohelyeibe klonoztuk. Egyedi transzformalt baktériumtelepekbdl kivont plazmidokat

szekvenaltunk M13 primerrel.
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2.1.6 Spontan és indukalt genomi mutagenezis vizsgalata sejtvonalakban

A vizsgalt sejtvonalakon egysejtest klonozast végeztiink. Egy kiindulasi klénbol genomi DNS-
t izolaltunk, amint a megfeleld sejtszam rendelkezésre allt. Ugyanezt a kiindulasi klont
tovabbtenyésztettilk egy vagy tobb tenyészetben, ¢és a kisérletnek megfeleld kezelést
alkalmaztunk (tipikusan heti egy mutagénkezelést 4 cikluson at, vagy 30 nap folyamatos
kezelést). Meghatarozott iddtartam (az elsé klonozastol 50 vagy 60 nap) elteltével a kezelt és
a kontroll populaciokat Gjra egysejtes klonozasnak vetettiik ala, majd kezelésenként tobb
felndtt klonbdl is genomi DNS-t preparaltunk a 3. abranak megfelelden. A kiindulési és a

leszarmazott klénokbol kivont DNS-t teljes genomszekvenalassal elemeztiik.

20 vagy 30 nap 30 nap

>

mutagén v. kontroll kezelés

§§§§ &8 = o = &8
@ > O —» @ @ @ - O —» @
eredeti  egysejtes @ &5 -+ o = &b

sejtvonal klbnozas
egysejtes
klbnozas
WGS WGS
(kiindulasi kion) (leszarmazott klonok)

3. Abra: A teljes genomszekvenalason (WGS) alapulé mutaciédetektalas kisérleti sémaja

2.2 Bioinformatikai modszerek
2.2.1 Genomszekvenalas, elemzés, mutaciokeresés

A teljes genomszekvenalast [llumina HiSeq 2500 vagy Illumina HiSeq X Ten berendezésen
(Novogene, Kina) vagy BGISeq berendezésen (BGI, Kina) végeztiik, 2x150 bazisparos
leolvasasokkal. A sejtklonok esetében 30x atlag lefedettséget alkalmaztunk, a tumormintak

esetében 60x lefedettséget.
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A leolvasasokat (read-eket) a Galgal4.73 csirke referenciagenomhoz, vagy a GRCh37 human
referenciagenomhoz illesztettik a BWA illesztoprogrammal. A duplikdtum readeket a
samblaster (Faust és Hall, 2014) segitségével eltavolitottuk, majd az illesztett readeket

yjraillesztettilk a GATK IndelRealigner (McKenna et al., 2010) felhasznalasaval.

[zogenikus mintdkban SNV-ket és rovid indeleket az altalunk erre a célra kifejlesztett IsoMut
program segitségével azonositottunk (Pipek et al., 2017). Az IsoMut eredménylistajat gy
szlrtiik, hogy a kiindulési klonokban maximum 6t SNV ¢és egy indel legyen, mivel az ezen
mintdkban észlelt egyedi mutaciok belsé kontrollként mutatjdk a fals pozitivokat. A rovid
deléciokat szekvenciakontextus szerint osztalyoztuk. Strukturdlis variaciokat a CREST

programmal (Wang et al., 2011) azonositottunk, utdsziirési 1épéseket alkalmazva.

2.2.2 CRISPR alapu in vivo kett&s szaltorés javitasi esszé

CRISPR alapu géncélzashoz a PX458 plazmidot (Addgene plazmid #48138) (Ran et al., 2013)
hasznaltuk, mely tranziensen expresszalja a Cas9 ¢s GFP fehérjéket, valamint egy guide RNS-
t. A plazmidot 600000 DT40 sejtbe transzfektaltuk egy Lonza Nukleofector 4D berendezés
segitségével, a CN-150 programmal. A GFP pozitiv sejteket 24 h mulva szortoltuk, majd ujabb
24 6ra mulva, amikor a mutdcios spektrum mar varhatdan stabil (Taheri-Ghahfarokhi et al.,
2018), a célzott 16kuszok régidit genomi DNS preparatumokbol indexelt PCR primerekkel

felamplifikaltuk.

Az amplikonok szekvenaldsat Illumina technologiaval, 2x150 bazisparos leolvasasokkal
végeztik. A két célzott 1okusz a HMBS gén 3. exonja (gRNS célpontja: chr24:40917-40636)
¢s az XPC gén elsé exonja (gRNS célpontja: chr12:10787326-10787346) volt. A CRISPR
célpont koriili régié amplifikaldsdhoz a gacNNNNNNCCACACTGCAAAACATTAAGTCC
és gacNNNNNNCTGTTCAGTGTTGTGACTGC (16kusz 1) illetve
gacNNNNNNGTCCGCCATCTTTCAAACC ¢és gacNNNNNNCCGGGCCGCCTTTTGC
(16kusz 2) primereket hasznaltuk, melyekben az N-ek mintaspecifikus index szekvencidkat

jelolnek. A kapott szekvencidkbol eldszor a Trimmomatic (Bolger et al., 2014) segitségével
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eltavolitottuk a szekvenald adaptereket és a gyenge mindségii read-eket. A read-parokat
FLASH2 (Magoc¢ ¢és Salzberg, 2011) segitségével egyesitettiik, majd az EMBOSS csomag
Needle programjaval (Rice et al., 2000) illesztettiik egymasra, és a szekvenciavaltozasokat egy

sajat Python scripttel abrazoltuk.

2.2.3  Human tumormintdk elemzése

A TCGA adatbazisban talalhatdé tumormintdk exomszekvenalasbol szarmazd mutacids
katalogusait az Alexandrov et al. (2013) kozlemény alapjan toltottikk le. 200-nal tobb
szomatikus mutaciot tartalmazé mintdkat valasztottunk ki tovabbi elemzésre. Klinikai
adatokat, pl. MSI statusz, a GDC portalon keresztiil értiik el a TCGAbiolinks R csomag
segitségével (Mounir et al., 2019). Potencialis onkogenikus driver mutaciok azonositasahoz a

MMR ¢s HR génekben az InterVar szoftvert (Li ¢s Wang, 2017) hasznaltuk.

Tumor genomszekvenalasi adatokat a PCAWG adatbazisbol toltottunk le az Alexandrov et al.
(2019) kozlemény alapjan, koztik 60 kolorektalis adenokarcindbma, 75 gyomor

adenokarcindma és 51 méhtest adenokarcindma mintaval.

2.2.4 Mutdcids mintazatok 6sszehasonlitasa, felbontasa

A szekvenciakontextust, azaz a megel6z6 és kovetkezd bazist minden bazisszubsztitiicids
mutacidhoz meghataroztuk, human mintdkban a BSgenome.Hsapiens.UCSC.hgl9 R csomag
segitségével. Az egyedi mintak spektrumait genotipusonként atlagoltuk. Az igy szarmaztatott
SNV spektrumokat a COSMIC rdak muticidos adatbazisban publikalt szignatarakhoz
hasonlitottuk (COSMIC, 2019). Paros 0Osszehasonlitasokhoz koszinusz tavolsagot, vagy
Spearman rangkorrelaciot hasznaltunk. A kisérleti mintazatok felbontasahoz a deconstructSigs
R csomagot (Rosenthal et al., 2016) hasznaltuk, a minimalis kontriblciot 6%-ra allitva.
Referencia szignatira halmaznak vagy a COSMIC maésodik verzidjdban levo 30 szignatirat
(COSMIC v2) vagy a COSMIC harmadik verzigjaban levé 67 szignaturat (COSMIC v3)

hasznaltuk. Ettdl eltérd referenciahalmazokat a szovegben jeloltiink.
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2.2.5 Nemnegativ matrix faktorizacié

De novo mutacios szignatarakat NMF modszerrel allitottunk eld, a MutationalPatterns
(Blokzijl et al., 2018) R csomag hasznalataval. A komponensek optimalis szamat a Brunet
modszer szerint becsiiltiik meg a kofenetikus korrelacids egyiitthatd alapjan, 50 ciklusban.

Ezutan az NMF-et a kivalasztott komponensszammal 200 ciklusban végeztiik.
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3 EREDMENYEK ES MEGVITATASUK
3.1 A mutagenezis vizsgalata sejtvonalakon genomszekvenalassal

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, a rendkiviil széles korben hasznalt HelLa sejtvonal
genomjat is csak 2013-ban publikaltak (Adey et al., 2013; Landry et al., 2013). A tanulmanyok
megerdsitették, hogy a HeLa sejtvonal rendkiviil aneuploid, amely nagyrészt alkalmatlanna
teszi genetikai megkdzelitésekre. Mivel a DNS-hibajavitds kutatdsa nagymértékben
tamaszkodik a DT40 csirke sejtvonalra, a fenti publikacioval egyiddben megkezdtiik a DT40

sejtvonal genomjanak feltérképezését.

3.1.1 A DT40 sejtvonal genomja

A DT40 sejtvonal egy madarleukozis virussal (ALV) megfertdzott hazi tojo tyakban kifejlodott
burzélis limfomabol szarmazik (Baba et al., 1985; Baba és Humphries, 1984). Kariotipusat
stabilnak irdk le (Sonoda et al., 1998), amely el6ny0s a genetikai kisérletekhez. A sejtvonalon
hasznalt géncélzd konstrukcidk tervezését jelentdsen megkoOnnyitette a csirkegenom els6
verziéjanak publikdldsa 2004-ben (ICGSC, 2004). A genom 4. verzidja (Gallus_gallus-4.0)
1.072 x 10° bazisparnyi szekvenciat tartalmaz a 37 autoszoma koziil 29-en, a W és Z ivari
kromoszémakon, valamint tovabbi kontigokon. A referenciagenom hidnyossdga a madarakra
jellemzd mikrokromoszomék gyenge lefedettsége. A felhasznélhatdsdgot tovabb korldtozza a
referenciaként szekvendlt 4zsiai vadtyik és a DT40 eredetéiil szolgal6 haziasitott fajtdk kozotti
kiilonbség: kb 6 milli6 SNV kiilonbséget taldltak két haziasitott fajta és a referenciagenom

kozott (Fan et al., 2013).
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A szekvendldshoz egy altalunk mar évek 6ta hasznalt vadtipusi DT40 vonal (Sziits et al., 2006)
djonnan izolalt sejtklonjat haszndltuk. Az Illumina HiSeq2000 berendezésen végzett
szekvendldsbdl 2x100 bp hosszisdgu péros leolvasdsokat illesztettiink a referenciagenomra,
55x atlagos lefedettséggel. A genomban 6251553 SNV-t taldltunk, melyek koziil 3320786 volt
homozigéta. Az SNV-k 68%-a mar ismert volt a dbSNP adatbdzisban, hédziasitott fajtak két
korabbi szekvenalasabdl (Fan et al., 2013; Rubin et al., 2010). Mivel nem elérhetd annak az
allatnak a genomja, amelyb6l a DT40 vonal szdrmazik, nem tudjuk megmondani, hogy a
mutdcidk koziil melyek keletkeztek a sejtvonal izoldldsat kovetéen. Azonban a mutdcidok
spektruma hasonld, mint az egyéb fajokban taldlt SNV-k spektruma. CG>TA és TA>GC
mutécidk a leggyakoribbak €s hasonl6 szamban vannak jelen, melyeket valdszintileg az elvélt
evolicié sordn a szekvendlt fajtdban és a referencidban egyardnt keletkez6 C>T mutdciok
okoztak. Az SNV-k elemzése tehidt nem tart fel semmiféle DT40-specifikus muticids

folyamatot.

A kromoszémak lefedettsége jol mutatta a kdpiaszdmokat (4A dbra). A W és Z ivari
kromoszémak kb. az édtlag felének megfeleld lefedettsége mutatja az egyes kdpiaszamukat és
a sejtvonal ndstény eredetét. A 2-es és 24-es kromoszoma elvértndl magasabb lefedettsége
extra képiaszdmot sugall. A kdpiaszamot a Sequenza R programcsomaggal is elemeztiik,
(Favero et al., 2014), amely a lefedettség alapjan a 2-es kromoszomara hdarom, a 24-es
kromoszémara négy kopidt jelzett (4B dabra). A kopiaszdmok fiiggetlen meghatdrozasa
érdekében a szekvendlt mintit egy 60000 prébas SNP hibridiz4cids array-en is elemeztiik
(Groenen et al., 2011). A teljes szigndlintenzitds (4C ébra, fels6 panel) megerdsitette a 2-es €s
24-es kromoszomék megnovekedett kopiaszamat. Az SNP allélfrekvencidk is jol jelezték a 2-
es kromoszoma triszémids dllapotdt. A genom tobb szakaszédn is hidnyoztak a 0 és 1 kozotti
allélfrekvencidk, példdul a 2-es és 20-as kromoszéma kb. felén, de szdmos révidebb szakaszon
is. Ez heterozigéta allapotvesztésre (LOH), azaz az egyik haplotipus elvesztésére utal.
Osszességében a genom 26%-4t fedték ilyen LOH régidk, amely nem tbb, mint amennyit a

publikélt L2 és Silkie fajtak (Fan et al., 2013) genomjdban detektédltunk, tehat ezek tobbsége
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valészintileg nem a sejtvonalban jott 1étre. Tobb szubkldnt is elemeztiink SNP hibridizacios

array-en, amelyek megegyeztek az eredeti klonnal.

lefedettség
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4. Abra: Egész kromoszomak kopiaszam-valtozasa

(A) A kromoszoémak (Chr 1-28, 32, W, Z) lefedettsége a DT40 genomszekvenalasban. A
szaggatott vonal 53x lefedettségnél a nagyobb, diszomiat mutatd kromoszomak (1, 3-10) atlagos
lefedettségét mutatja. (B) Kopiaszam-valtozas és heterozigdta allapotvesztés (LOH) elemzés a
Sequenza programcsomag segitségével. A felsé panel a relativ lefedettséget, az alsd panel a B
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allél frekvenciajat mutatja 1 Mb méretii, 0.5 Mb tavolsaggal atfedé szakaszokon (feketével). A
halvanykék vonalak a kiatlagolt szakaszok interkvartilis tartomanyat mutatjak, pirossal 10
szomszédos szakasz atlaga van abrazolva. Az x tengelyen a kromoszomak (1-28, 32, W, Z)
vannak sorba rendezve. Lathatok az LOH régiok a 2-es és 20-as kromoszoman, valamint
képiaszam-valtozasok a teljes 2-es és 24-es kromoszoman. (C) SNP array hibridizacios elemzés
a szekvenalt mintan. 60000 SNP lathato genomi pozicid szerint sorba rendezve az x tengelyen. A
kromoszémahatarokat szaggatott vonalak jelzik, kromoszoémaszamok a két panel kozott vannak
feltiintetve. A fels6 panel a relativ szignalintenzitas logaritmusat mutatja (LogR), lathaté a 2-es
¢és 24-es kromoszoma megnovekedett kopiaszama. Az also panel a B allél frekvenciat mutatja,
nagyobb LOH régiok nyillal jelolve.

A sejtvonal jobb megismerésének érdekében megvizsgaltuk a fehérjekodolo régidkat érintd
SNP-ket ¢s indeleket. Az SNP-k fehérjeszerkezetre gyakorolt hatdsat a CooVar programmal, a
Grantham matrix alapjan modelleztiik (Grantham, 1974; Vergara et al., 2012). 1251 ‘radikalis’
hatdsi SNP-t taldltunk, mely hasonlé volt az L2 és Silkie fajtdk genomjdban taldlt
mennyiséghez, igy nem valdszinii, hogy ezen mutédcidk koziil sok keletkezett a sejtvonal
izoldlasat kovetéen. Az indelekkel egyiitt 6sszesen 485 olyan homozigéta kédolé mutdcidt
taldltunk, amely valésziniileg befolydsolja bizonyos gének funkciéjit. Fontos megjegyezni,
hogy ezen a listdn sok olyan mutici6 lehet, amely hibdsan annotélt, kédolénak jelolt genomi

szakaszba esik, de val6jaban pl. intronban taldlhat6.

Az érintett gének listdjat 6sszehasonlitottuk a daganatokban gyakran mutdl6dé gének listdjaval
(Kandoth et al., 2013), és azonositottunk mutdcidkat a PIK3R1 génben. DNS-javitdsban ismert
funkcidji génekben nem taldltunk mutdciét. A PIK3RI muticié hat bédzispart, azaz két
aminosavat torol ki egy foszfatidilinozitol 3-kindz szabdlyozé alegységébol. Hasonld
muticiok, melyek a két fehérje interakcidjanak akaddlyozasdval a PIK3CA katalitikus alegység
aktivaci6jat okozzak, gyakoriak tumorgenomokban (Kandoth et al., 2013). Igy ez a mutici6

fontos szerepet tolthetett be a DT40 sejtvonal onkogenikus transzformécidjdban.

Mivel a DT40 sejtvonalat ALV virustranszformacioval hoztdk létre, megkerestiikk a virus
intergécids helyeit a genomban. Négy integraciot talaltunk. Egy a varakozasnak megfelelden a
MYC proto-onkogénbe integralddott, annak elsé intronjaba (5A dbra). Mivel a gén transzlacios
starthelye a madasodik exonban talalhatd, a virusgenom promoter aktivitasa képes lehet

megnovelni a MYC fehérje expresszidjat a korabbi megfigyeléseknek megfeleléen (Baba et
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al., 1985). Tovabbi virusintegraciot észleltiink a SOX5, FAM208B és SLCI13A5 génekben,

melyeknek nincs nyilvanval6 funkcidja az onkogenikus transzformécidéban (5. dbra).

A MYC
—DY-—-:
E1 5kb
B SOX5
<«
e —H ———H—HH-
E1 50 kb
—_
C FAM208B
-

|

D SLC13A5
-

i

50 kb

5. Abra: ALYV integraciés helyek

Az ALV genomszekvenalas alapjan feltérképezett integracios helyei a megjelolt génekben. A
beépiilt virusgenom iranyat nyil jelzi. A gének kddolo exonjait teli, nem kodold exonjait tires
téglalapok abrazoljak.

Osszességében elmondhatd, hogy a DT40 sejtvonal majdnem normélis és stabil kariotipussal
rendelkezik és genomja nem mutatja semmilyen jelét abnormdélis DNS-hibajavitasi
képességeknek, mely jellemz6k alkalmassd teszik genetikai kutatdsokra kiilonosen a DNS-
hibajavitas teriiletén. Onkogenikus transzformdcidja kevés, tipikus véltozds (megndvekedett
MYC expresszid, PIK3R1 mutécid) kovetkezménye, melyek csak a ndvekedési ttvonalakat
befolydsoljak, igy egy egyszerii tumorsejt-modellnek is tekinthetd. Fontos megjegyezni, hogy

tumorsejtekre jellemz6en a DT40 sejtvonal a TP53 gén mutédcidjét is hordozza (Abe és Branzei,
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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 idopontbol. A két genom kiilonbsége mutatja a kisérlet sordn keletkezett
mutaciokat. Mivel a DNS preparacido nem egy sejtbdl torténik, a klénozott sejtet fel kell
szaporitani mintavétel el6tt, majd ugyanezt az egysejtes klonozast €s felszaporitast kell
ismételni a kisérlet végén (lasd a Modszerek fejezetet). A kisérlet soran keletkezett mutaciok
igy a végsO mintaban klonalisak lesznek, allélfrekvencidjuk diploid régioban altaldban 0.5
koriili.

A feladat analog a tumormutaciok detektalasaval, hiszen a tumor is egy sejtklon, a tumorhoz
hasonlitott normal széveti minta pedig a kisérletes kiinduldsi mintdnak felel meg. gy
megprobaltuk a tumorgenomokon altalanosan hasznalt szoftvereket alkalmazni, mint a
VarScan 2 (Koboldt et al., 2012) és a MuTect (Cibulskis et al., 2013), azonban teljesitménytiiket
nem talaltuk megfeleldnek a sejtvonalakbol szarmazo mintédkon, elfogadhatatlan volt a fals
pozitivok szama. Emellett a MuTect nem volt képes indeleket detektalni, csak a késdbb
megjelent MuTect2 verzidja. Ezért kidolgoztunk egy 1) mutéaciddetektalasi modszert, melyet

specifikusan sok hasonlo, izogenikus minta kiilonbségeinek megtalalasara fejlesztettiink ki.

Uj megkdézelitésiink nem mintaparokban detektalja a mutaciot, hanem egyszerre vizsgalja az
egy kisérletben vagy szekvenalasban keletkezett 6sszes mintat. A mddszer 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
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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 §sszes mintaban, a sok mintas sziirés ezeket is konnyen eltavolitja.

A szliréshez harom egyszerli paramétert vezettiink be, melyeket minden genomi poziciora
kiszamolunk: a referenciatol eltérd read-ek hanyadanak minimumat (sample mut_freq min) a
legnagyobb mutalt allélfrekvencidt mutatdé mintdban, a referenciatol valé maximalis eltérést a
kovetkezd legnagyobb mutalt allélfrekvenciadt mutatd (’legzajosabb’) mintdban
(other_rnf min) ¢és egy lefedettségi minimumot a kivalasztott mutaciot tartalmazd mintaban
(sample_cov_min). A paraméterek beallitasait egy mutacios teszthalmazon teszteltiink, melyet
15 vadtipusi és 15 azonos mutdns DT40 sejtklonbol szarmazd genomszekvenalasbol
hataroztunk meg, a nagy mintaszam miatt rendkiviil pontosan. Sokféle paraméterkombinacio
tesztelését kovetden (6. abra) sikeriilt olyan kombinaciokat talalni, ahol nagyon alacsony fals
pozitiv rata mellett a valddi mutaciok 92%-at talaltuk meg (Pipek et al., 2017). 30 mintan esetén
végeztiik a tesztelést, azonban azt talaltuk, hogy kb 14-ig csokkentheté a mintaszdm 30
atlaglefedettségii 150 bp paros végili [llumina szekvenalas esetén tigy, hogy 50/Gb fals pozitiv

rata mellett a valodi pozitivok aranya 85% felett maradjon.

Mivel egy ismert teszthalmaz a legtobb kisérletben nem 4all rendelkezésre a paraméterek
kisérletenkénti optimalizaldsahoz, az IsoMut programot altalaban egyszeriisitett formaban
hasznaljuk €s hasznaljak masok is. Itt fontos, hogy a kisérlet tartalmazza bels6é kontrollként a
tobbi minta Osét, tehat egy olyan mintat, amelyben egyedi mutacidkra nem lehet szamitani (3.
abra). A mintahalmazon relative megengedd paraméterekkel futtatjuk a programot
(sample_mut_freq min=0.21, other rnf min=0.93, sample cov_min=5). Minden megtalalt
potencialis mutacidhoz egy mindségi értéket rendeliink. Ez a mutacié hamissaga statisztikai
valoszinliségének negativ logaritmusa (S), amelyet Fisher’s exact teszt segitségével a két
legzajosabb minta referencia €és mutdns read-szamaibol szadmolunk ki. Végil az S
kiiszobeértékét az egész mintahalmazra Ugy hangoljuk, hogy a belsdé kontroll kiindulési

klonokban nagyon kevés fals pozitiv mutacio legyen. Az S kiiszobértéket kiilon hangoljuk az
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SNV-kre, inzerciokra és delécidkra. Az aldbbiakban minden sejtvonalas kisérletben maximum

0t SNV-t, egy inzercidt és egy deléciot engedtiink meg a kiindulasi klonokban.
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6. Abra: Az IsoMut muticiédetekcios moédszer miikodésének és optimalizalasanak
attekintése

TPR: true positive rate (valos pozitivok aranya), FPR: false positive rate (hamis pozitivok aranya)
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A MuTect2 paros dsszehasonlitas helyett képes a kivalasztott mintat egy normal panelhez
hasonlitani, amely hasonlit az [soMut miikddési elvéhez. Kelld optimalizalas utan sikeriilt egy
mintahalmazon a MuTect2-vel az IsoMuthoz hasonl6an alacsony FPR-t elérni (0,7 SNV/Gb a
MuTect2, 0,5 SNV/Gb az IsoMut esetén), azonban igy a MuTect2 futasi ideje 170-szerese volt
az IsoMut-hoz sziikségesnek. Egy 12-magl processzorral és 23 GB memoriaval felszerelt
komputeren tesztjeink szerint a fenti futtatds az [soMut esetében 5 orat, a MuTect2 esetében

35 napot vett igénybe.

Az IsoMut elsddleges felhasznéalasa a mutaciok gyors €és pontos detektalasa 20-60 izogenikus
minta kb. 30x lefedettségli diploid genomjdban, azonban a paraméterek megfeleld
optimalizalasdval mas izogenikus mintahalmazokon is kivaldan hasznalhat6. Példaul haploid
¢lesztbgenomok esetén joval alacsonyabb lefedettség mellett is nagy pontossaggal képes
mutaciokat azonositani, vagy nagyobb lefedettség mellett szubklonalis, a populaciénak csak

egy részében jelen 1évé mutacidk detekciojara is alkalmas.

3.1.3 Sejtvonalak spontan mutacios folyamatainak feltérképezése

A sejtvonal-genomok mutagenezis essz€ként valo felhasznalasahoz fontos megismerni az adott
sejtvonalakban milkk6dé spontan muticidés mechanizmusokat. Mivel az IsoMut-tal torténd
mutaciodetektalas igen alacsony FPR-rel rendelkezik, felmertilt a lehetdsége annak, hogy egy
kisérlet soran elegendd spontan mutéacio keletkezik a mutacios folyamat megismeréséhez.
Eldszor a DT40 sejtvonal spontdn mutacioit vizsgaltuk meg, egy kiindulasi klon és harom 50
nappal késdbb izolalt leszarmazott szubklon szekvenalasaval. Az utobbiakban atlag 47 4 SNV-
t, 4,5 inzerciot és 3 deléciot talaltunk (Szikriszt et al., 2016), mig a kiindulasi klonban nem volt

egyedi mutacio.

A DT40 sejtvonal novekedési sebességével és genomi méretével szamolva az SNV mutacids
rata 2,3x10°'° mutacionak felel meg bazisparonként és sejtosztodasonként. Ez figyelemre méltd
modon hasonlit az S. cerevisiae sarjadzé élesztd (3,6x10710 (Serero et al., 2014); 1,67x107'°

(Zhu et al., 2014)) vagy a C. elegans (6,7x107'° (Meier et al., 2014)) esetében mért spontan
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mutacios ratdhoz. A human apai csiravonalban a mutacios rata kb. 2 SNV évente, €s 6sszesen
atlag 14 4j mutacio6 keletkezik az anyai csiravonalban (Kong et al., 2012). Becslések szerint az
apai csiravonalban 15-16 naponta torténik sejtosztodas, €s Osszesen 22-23 osztddas van az
anyai csiravonalban (Campbell és Eichler, 2013), melybdl 0,17x10719 illetve 1,1x107!° mutéci6
becsiilhetd bazisparonként €s sejtosztddasonként. A mutacios ratak hasonlosaga azt a meglepd
eredményt adja, hogy a DT40 sejtvonal (és valdsziniileg bizonyos mas sejtvonalak is) igen jol
modellezi a természetes ¢€s fiziologias folyamatokat, €s a tenyésztési koriilmények, pl. a [égkori

oxigénkoncentracid nincsenek lényeges befolyassal a spontan mutagenezisre.

A DT40 SNV mutaciok triplet spektruma aranylag egyenletes eloszlast mutatott a kiillonb6z6
mutaciotipusok kozott (7A abra). A CpG dinukleotidok hasonléan alulreprezentaltak a csirke
¢s a humén genomban, igy a tripletgykorisagra normalva az NCG>NTG tripletek az atlagnal
kb. 15x magasabb mutacids ratat mutattak, valdszinileg a metilalt CpG szekvencidknal

bekovetkezd C>T szubsztiticidk kovetkeztében (Pfeifer, 2006).

Egy kovetkezd projektben alkalmunk nyilt két humén sejtvonal spontdn mutagenikus
folyamatait is felmérni. A DLD-1 vastagbél karcinoma sejtvonal ismerten MMR hianyos és
mikroszatellit instabilitast mutat (Umar et al., 1997), mig a SUM194PT tripla negativ emlérak
(Elstrodt et al., 2006; Thompson et al., 2012). A szekvenalas lefedettségi adatainak
megfeleléen a DLD-1 sejtvonal alapvetéen diploid, mig a SUMI49PT nagymértékben
aneuploid. A DLD-1 sejtvonalban igen nagyszamu, 9799+1910 SNV keletkezését észleltiik a
60 napos kontoll kezelést kovetden, mig a SUM149PT sejtvonalban 608+146 SNV-t talaltunk
(Poti et al., 2018). Az osztodasi ratat is figyelembe véve mindkét sejtvonal spontan mutdcios
ratdja sokkal magasabb a DT40-nél, mely a DNS-hibajavitasi folyamataik hidnyossagainak
lehet a kdvetkezménye, €s eltérd triplet mutacids spektrumokat mutattak (7. dbra). Valdban, a
DLD-1 sejtvonalban elsésorban C>A, C>T ¢s C>T mutéacidkat talaltunk (7B ébra), igy a
spontan mutacios spektrum hasonlit a MMR hidnyos daganatok mutacios spektrumara (tovabbi

elemzést a 3.4.3 alfejezet tartalmaz).
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A mutagenezis tudomanyteriiletén elséként vezettiik be a kisérleti modell sejtvonalak spontan
mutagenikus folyamatainak rutinszer(i feltérképezését. A kdzelmultban megjelent egy atfogo
tanulmany, amely 1001 sejtvonal genomszekvenalasa mellett 28 sejtvonal esetén kiindulasi és
leszarmazott klonok 0sszehasonlitasdval kisérleteinkhez hasonldan a kultaraban folyamatban
levé mutagenikus folyamatokat is meghatarozta (Petljak et al., 2019). Jol lathato, hogy a
sejtvonalak genomstabilitdsa fontos informéciot hordoz a molekularis tulajdonsagaikrol, és

befolyasolja a kisérleti felhasznalhatosagukat.
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7. Abra: Kiilonféle sejtvonalak spontin mutagenikus folyamatainak bazisszubsztiticis
mintazata

(A) csirke limfoblasztoma DT40, (B) huméan kolorektalis karcinoma DLD-1, (C) human BRCA1
mutans emldkarcinoma SUMI149PT sejtvonalak 50 napos tenyésztése utan detektalt
bazisszubsztitucios mutaciok. Sejtvonalanként harom szekvenalt klon atlaga van abrazolva. A
bazisszubsztiticiok (a panelek tetején abrazolt kategdriakban) a két szomszédos nukleotid szerint
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keriiltek csoportositasra, amint az a panel alatt lathatd. A mutaciot kdvetd nukleotid helyhiany
miatt nincsen feltiintetve (N), ezek abc-sorrendben vannak abrazolva.

3.2 Rakellenes terapiak mutagenikus hatasa
3.2.1 Aleggyakrabban hasznalt citotoxikus terapidak mutagenikus hatasai

Az izogenikus sejtklonok genomszekvendldsa €s a mutaciok hatékony detektalasa
megteremtette a lehetdséget kiilonféle kornyezeti hatdsok mutagenicitasanak atfogo
elemzéséhez. Fontos kérdés a citotoxikus tumorterapidk mutagenikus hatasdnak megismerése.
Citotoxikus terapiak az 50-es évek oOta léteznek, €s altalaban ma is elsé vonalbeli kezelésként
kozott legfontosabb a DNS kozvetlen kérositasa, a DNS-metabolizmussal valdé egyéb
kolcsonhatds, vagy a mitotikus folyamatok gatlasa. A sikeres kezelések elpusztitjdk a
tumorsejteket, de az egészséges szovetekre is antiproliferativ hatast fejtenek ki. Amennyiben a
kezelés mutagenikus hatdst, a tumorban indukélt muticiok ndvelhetik a rezisztencia
kialakulasanak esélyét, egészséges szovetekben pedig masodlagos daganatok keletkezését

indukalhatjak (Choi et al., 2014).

Vadtipusi DT40 sejteket nyolc kiilonb6zo, altalanosan hasznalt citotoxikus szerrel kezeltiink.
A kezeléseket a klinikai felhasznalas modellezése érdekében heti ciklusokban alkalmaztuk;
Osszesen négy kezelést kaptak a sejtek olyan koncentracidoban, amely a populéacié felét pusztitja
el (ICso). A kezeléseket kovetden a kontroll mock-kezelt sejtekkel egyidében a populacidkbol
sejtklonokat izolaltunk, ¢és a kiindulasi klon valamint 3-3 kezelés utdni klon
genomszekvenciajat meghataroztuk. Cisplatin esetén taldltunk legtobb mutaciot SNV-k,
inzerciok ¢€s deléciok tekintetében is (8A, 8B 4abra). Szamottevd mennyiségi
bazisszubsztitiiciot okozott a ciklofoszfamid-kezelés is, melyek féleg C>T és T>A mutaciok
tovabba egy enyhe, de a mock kezeléssel 6sszehasonlitva szignifikdns emelkedést az SNV-k
szamaban az etoposide-kezelt sejtklonokban (p=0,017, t-teszt). A replikaciot gatld

hydroxyurea, a nukleozid analég gemcitabine és S-fluorouracil, a DNS bdazisai kozé
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interkalalodd topoizomeraz 1I gatlo antraciklin vegyiilet doxorubicin, illetve a
mikrotubulusokat stabilizald paclitaxel egyike sem mutatott mutagenikus hatast (8. abra A, B).
A cisplatin és ciklfoszfamid egyarant kovalens DNS adduktokat formal (Eastman, 1986;
Lemaire et al., 1991; Povirk és Shuker, 1994). Osszességében tehat megmutattuk, hogy
elsésorban a DNS-t kozvetleniil karositd citotoxikus szereknek van szamottevé mutagenikus

hatasa.

A cisplatin-kezelés hatasdra igen specifikus bazisszubsztiticios spektrumot észleltiink,
melyben C>A mutdciok domindltak (8D dbra). A szomszédos bazisok kontextusaban nézve az
NCC>NAC mutaciok voltak a leggyakoribbak (az 6sszes SNV 40%-a, az N tetsz6leges bazist
jeldl). Szintén gyakoriak voltak az NCT>NAT és NTC>NAC mutaciok (az SNV-k 12 és 9%-
a). Mivel a cisplatin féleg szomszédos purinok kézott okoz keresztkotéseket, elsdsorban GG
dinukleotidoknal (Eastman, 1986; Lemaire et al., 1991), az észlelt mutaciok minden bizonnyal
a komplementer DNS-szdlon levd 1ézidkkal szemben jottek Iétre. A mutaciokat igy egy
replikativ folyamat okozhatja, amely a hibas templat méasolasakor tévesen adenozint illeszt a
generalt, melyek tobbnyire egy bazispar, illetve a delécidk esetében két bazispar hosszuak
voltak (8C abra). Ezen rovid inzerciok és deléciok szekvencia-kontextusat megvizsgalva azt
talaltunk, hogy tulnyom¢ tobbségiik GG dinukleotidoknal keletkezett, igy kialakuldsuk szintén
a szalon beliili cisplatin keresztkotések replikacidjahoz, a transzlézids szintézis folyamatdhoz
kothet6 (Szikriszt et al., 2016). A cisplatin képes szalak kozotti keresztkotéseket is okozni foleg
szemkozti guaninok esetében GC szekvencidknal (Huang et al., 1995), de nem talaltunk ilyen
szekvencidkhoz kothetd mutacios kategoriat. Osszességében elmondhatd, hogy bar a szilak
kozotti, ritka keresztkotéseknek komoly szerepe lehet a cisplatin citotoxikus hatasédban, a

mutagenikus hatast szinte kizarolag a szalon beliili, gyakori keresztkotések okozzak.

A négy ciklus cisplatin kezelés kb. 0,8 mutaciét indukélt megabazisonként, és egy ujabb
publikéacioban még tobb mutaciot talaltak cisplatinnal kezelt humén sejtvonalakban (Boot et
al., 2018). Az ismert kornyezeti mutagének altal indukalt daganatok, mint melanéma vagy

dohéanyzassal kapcsolatos tiidérak kb. 10 genomi mutéciot tartalmaznak megabézisonként. igy
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¢rthetd, hogy egy hosszabb citotoxikus kezelés cisplatinnal vagy hasonléan mutagén
hatoanyaggal mésodlagos daganatokat indukalhat. A kezelés mutagenicitdsanak mérlegelése

tehat fontos szempont, kiilonosen gyermekkori daganatok kezelésében.
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8. Abra: Citotoxikus kezelések mutagenikus hatasa DT40 sejtvonalon

(A) Kontroll (mock) kezelés, illetve a feltiintetett citotoxikus szerekkel tortént, a szovegben leirt
kezelést kovetden detektalt bazisszubsztiticiok (SNV-k) atlaga. (B) Ugyenezen mintakban a
detektalt inzerciok, illetve deléciok szamanak atlaga. (C) Az inzerciok és deléciok méret szerinti
closzlasa a cisplatinnal kezelt mintakban. Az (A-C) paneleken a hibavonalak a standard hibat
jelolik kezelésenként harom sejtklon atlagan. (D) A mock, cisplatin illetve ciklofoszfamid-kezelt
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sejtek bazisszubsztitiicios spektruma. A bazisszubsztiticiok (a panel tetején feltiintetve) a két
szomszédos nukleotid szerint keriiltek csoportositasra, amint az a panel alatt lathat6. (E)
Sematikus modell a leggyakoribb cisplatin altal indukalt bazisszubsztiticiok keletkezésére. A
valdszintsithetd szalon beliili keresztkotéseknél (G-G, A-G, esetleg G-A, jeldlve) a DNS
polimeraz tévesen adenozint illeszt az 0j szalba.

3.2.2 PARP inhibitorral torténdé hosszU tavlu kezelés nem mutat mutagenikus hatast

sejtvonalakban és beteghdl szarmazd xenograftokban

A célzott tumorterdpidk tipikusan konkrét fehérjék funkciojat gatoljak vagy modositjak, igy
kozvetlen DNS-karosité és mutagenikus hatasuk nem varhato. Azonban a korabban bemutatott
PARP inhibitor hatéanyagok egy konkrét DNS-javitd utvonalat gatolnak, igy elképzelhetd,
hogy haszndlatukat megndvekedett mutagenezis kiséri. A PARP gatloszerek az enzimaktivitas
gatlasan til a PARP enzimet DNS-kotott allapotban *csapdéba ejtik’ (Helleday, 2011), és az
igy kotott PARP-1 fehérjék akadalyozhatjdk a DNS-torések javitasat, ezaltal szelektiven
pusztitva a BRCA mutans sejteket. A niraparib alacsony nanomolos koncentraciéban gatolja a
PARP-1 és PARP-2 enzimeket, szelektiven 6li a BRCAI ¢s BRCA2 mutans sejteket, €s az
olaparibnal hatékonyabba csapdazza a PARP-1 fehérjét (Jones et al., 2009; Murai et al., 2012).
Tanulméanyunkat megel6zéen a PARP gatlas hatdsat foleg BRCAI/2 mutans sejteken
vizsgaltak, megnovekedett kromoszomalis instabilitast talalva (Bunting et al., 2010; Farmer et
al., 2005; Patel et al., 2011). Aktiv HR ttvonallal rendelkez6 sejtekben csak megnovekedett

SCE-t tapasztaltak, amely nem mutagenikus hatast (Ito et al., 2016).

A niraparib klinikai alkalmazasat 30 napi folyamatos niraparib-kezeléssel modelleztiik
sejtvonalakon. Vadtipust és BRCA I~ mutans DT40 sejtvonalakat, valamint DLD-1 és BRCA
mutans SUM149PT sejteket alkalmaztunk. A kezelési koncentracidkat ugy valasztottuk meg,
hogy azok az 6tnapos kezelés ICso érteke kozelében legyenek, ez a niraparib-érzékeny BRCA I~
~ muténs DT40 sejtvonal esetében 50 nM, a tobbi sejtvonal esetében 500 nM volt. A kezelést
tobb parhuzamos populacion végeztiik, és a kezelés végén mindegyik populdciobdl egy
sejtklont izolaltunk genomszekvenalashoz. A kiindulasi klon €s 3-5 niraparib vagy mock kezelt
klon genomszekvencidjanak IsoMut-analizisével (Pipek et al., 2017) azonositottuk a kezelés
soran keletkezett (1j mutaciokat. Eredményeink szerint nem volt szignifikans kiilonbség egyik

sejtvonal esetében sem a keletkezett SNV-k €s inzerciok szamdban a niraparib €s a mock
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kezelés kozott, mig a deléciok esetében csak a BRCAI7~ mutians DT40 sejtvonal esetében

talaltunk enyhe, de szignifikdns emelkedést niraparib kezelés hatasara (9. dbra A-C). A
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9. Abra: PARP inhibitor kezelés mutagenikus hatasanak vizsgalata

Csirke DT40 vadtipustt (WT) és BRCA1-/- génkiiitott sejtvonal, valamint human kolorektalis
karcindma DLD-1 és human BRCA1 mutans emlékarcindma SUM149PT sejtvonalak 50 napos
tenyésztése utan detektalt genomi mutaciok. (A) bazisszubsztituciés mutaciok, (B) rovid
inzerciok, (C) rovid deléciok, (D) nagy atrendezodések (strukturalis variaciok, SV; CTX:
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kromoszomak kozotti transzlokacio, ITX: kromoszéman beliili transzlokacio). Sejtvonalanként
3-5 szekvenalt klon atlaga van abrazolva. Az egyedi mintak értékeit piros pontok jelzik, a
hibavonalak a standard hibat mutatjak. A p<0.05 szignifikancia értékek fel vannak tiintetve (-
teszt).

deléciok megndvekedett szdmat a HR hidnydban megnovekedett NHEJ aktivitds okozhatja.
Kevés nagyléptékil atrendezOdést talaltunk, és altaldban nem volt kiilonbség a mock ¢€s a
niraparib kezelés hatdsa kozott, kivéve a nagyobb deléciok megndvekedett szamat niraparib-

kezelt DLD-1 sejtekben (9D abra).

Sejtvonalakon tehat a PARP inhibitor kezelés mutagenikus hatdsanak hianyat tapasztaltuk. Az
eredmények in vivo igazolasa céljabol emlorak eredetli xenograftokkal (PDX) implantalt
egereket kezeltlink niraparibbal 28 napig, €s a kezelés utan a PDX szdveten exomszekvenalast
végeztlink. Annak ellenére, hogy a két alkalmazott PDX modell nem hordoz BRCA mutaciot,
aniraparib kezelés valamelyest lassitotta a ndvekedésiiket (10. dbra A, B). Mivel nem sejtklont,
hanem egy teljes szovetmintat szekvendltunk, a kezelés mutagenikus hatdsa varhatdéan
szubklonalis mutacidkat eredményez. A mutaciodetektalast ugy végeztiikk tehat, hogy a kis
allélfrekvencidju szubklondlis muticidkat is megtalaljuk, de egyik PDX modellen sem
¢szleltlink szignifikans mutagenikus hatast a niraparib kezelt allatokban a kontroll kezeléshez

képest (10C éabra).

Eredményeink szerint a PARP inhibitor kezelések valdsziniileg nem generalnak mutaciokat
normas sejtekben, ezért biztonsagos lehet hossz tava hasznalatuk HR hidnyos daganatok
kezelésére. Ez kiilonosen azért szignifikdns, mert a PARP inhibitor kezelések tipikusan
platinaszerekkel torténd kezeléseket kovetnek (Ledermann et al.,, 2013), melyek erds
mutagenikus hatast mutatnak (Boot et al., 2018; Németh et al., 2019; Szikriszt et al., 2016). A
platinaalaptl kezelések helyettesitése PARP gatloszerekkel vagy hasonlé nem mutagenikus

kezelésekkel csokkenthetné a daganat és a normal szovetek mutacids terhelését.
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10. Abra: A niraparib kezelés hatasa szubklonalis tumor-specifikus mutaciok kialakulasara
PDX modellekben

(A, B) Tumorndvekedés a megjeldlt human emlékarcinéma PDX tumoral implantalt allatokban.
Négy minta atlaga és standard hibaja van feltlintetve a kontroll és a niraparibbal kezelt allatok
esetében egyarant. (C) A teljes exomszekvenalasbol (WES) detektalt egyedi bazisszubsztitiiciok
(fels6 panelek), inzerciok (k6zépsd panelek) és deléciok (also panelek). Az egyedi mintak értékeit
piros pontok jelzik, a hibavonalak a standard hibat mutatjak. A p<0.05 szignifikancia értékek fel

vannak tilintetve (z-teszt), n.s. nem szignifikans.

3.2.3 Atumorterapiak 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 elsd kezelés idépontjaban. Genomi elemzések segithetnek a tumorevolicid
visszamendleges megértésében, €s korai vagy késoi attétek elkiilonitésében (Naxerova €s Jain,
2015; Turajlic és Swanton, 2016). Amennyiben a beteg mutagenikus kezelésekben részesiil, a

kezelés lenyomata észlelhetd lehet a tumor genomjdban, és segithet az attétek kialakulasi

idejének
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Korabbi munkénk bizonyitotta a cisplatin-kezelés mutagenikus hatasat sejttenyészetekben
(Szikriszt et al., 2016), és kisérletileg definialt mutacids spektrumokat késébb cisplatinnal
kezelt nyel6cs6- ¢és majdaganatok genomjiban is sikeriilt azonositani (Boot et al., 2018).
Amennyiben egy adott metasztazis a cisplatin-kezelés eldtt jott 1étre, sejtjeiben kiilonb6zo
cisplatin-indukalt mutaciokat kell talalnunk. A kezelés utan keletkezett attéteknek azonban,

mivel tipikusan egyetlen sejtbdl jonnek 1étre, klonalis mutdciokat kell tartalmazniuk.

A kezelés altal okozott mutaciok vizsgalata céljabol genomszekvenalast végeztiink egy elhunyt
fiatal nemdohanyos tiidé adenokarcindma 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 delécio) célzott kezelésként gefitinib tirozin kindz inhibitor kezelésben részesiilt,
melyre jol reagilt az EGFR T790M ismert rezisztencia-mutacido megjelenéséig (Pao et al.,
2005). Ezt kovetden kapott egyetlen ciklus cisplatin kezelést, melyet a mellékhatasok miatt
nem folytattak. A gefitinib kezelést késObb a masodik generacids irreverzibilis TKI afatinibre
cser¢ltek, de folytatddott a tumor progresszidja. A boncolaskor talalt csont, mdj ¢€s

nyirokcsom¢ attéteket korabbi klinikai vizsgélatok soran nem észlelték (11A abra).

Mutaciodetektalashoz a MuTect2 (Cibulskis et al., 2013) programot hasznaltuk, amely
azonban sokkal kevesebb mutaciot talalt az alacsony tumortartalmi mintdkban. A mintak
kozos eredetét figyelembe véve tovabbi alacsony allélfrekvenciaji mutacidkat talaltunk a nyers
adatokban, €s végiil 6sszesen 9832 SNV-t, 330 inzerciot és 485 deléciot talaltunk. Az ismert
EGFR mutéciokon feliil csak egy homozigdta TP53 R280T driver mutéciot talaltunk, melyet
mar tobbszor észleltek tiidé adenokarcinomaban és egyéb daganatokban (Zehir et al., 2017). A
kapott SNV spektrumokat felbontottuk COSMIC szignatirdkra, plusz a kisérletileg
meghatarozott cisplatin mutacios spektrumra, mely azota a COSMIC SBS31 szignatura
elnevezést nyerte (Alexandrov et al., 2020). Kiilon elemeztiik a mintdk egyedi mutacioit, illetve
a kettd, harom vagy négy tumorminta k6z0s mutacidinak halmazat. Cisplatinnal asszocialt
mutaciokat féleg a primer tiidétumor mintdban €s a csont, illetve nyirokcsomo attét egyedi

mutacioi kozott talaltunk, alacsony allélfrekvenciaval. Talaltunk még cisplatin mutaciokat a
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maj és nyirokcsomo attét kzos mutacioinak halmazaban is (11B dbra). A dinukleotid mutaciok
(DNV) elemzése, melyek kozott a cisplatin féleg CC>AA €s CT>AA mutaciokat okoz, szintén

arra utalt, hogy a primer tumorban valamint a csont és nyirokcsomo attétben szubklonalis
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11. Abra: Cisplatin-kezelés mutagenikus lenyomata primer és attétes tiidérakban

(A) A fiatal, nemdohanyz¢ tiidorakos beteg kortorténete. A f6 diagnosztikai események és a
relevans kezelések az idéskala alatt, illetve felett vannak feltlintetve. A begyljtott és elemzett
mintakat csillag jeloli. (B) A kiilon mintakban, illetve a feltiintetett k6z6s halmazokban észlelt
SNV-k spektrumanak dekompozicidja a feltiintetett COSMIC szignatarakra, plusz a Boot et
al.(Boot et al., 2018). tanulmany altal definialt cisplatin szignatirara. (C) Az elemzett cisplatin-
kezelt mintakban talalt dinukleotid mutaciok (DNV) spektrumanak eltérése a TCGA adatbazisbol
szarmazo0, cisplatinnal nem kezelt nemdohanyos illetve dohanyos betegek tiidé adenokarcinoma
vagy kissejtes tiidérak mintainak teljes genomszekvenalassal azonositott DNV spektrumatol. A
cisplatin-kezelt beteg négy mintajanak adatait hasonlitottuk a nemdohanyos és a dohanyos
betegbdl szarmazo mintakhoz. * p<0.05, ¢-teszt. RMSD: root mean squared deviation.
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cisplatin mutaciok voltak, mig a maj attétben foleg klonalisak, melyek jorészt a nyirokcsomo
mintaban is megtalalhatok voltak. Az elemzés specificitasanak igazolasara dsszehasonlitottuk
a kisérletileg meghatarozott cisplatin DNV spektrumot az altalunk elemzett tumormintak,
valamint a TCGA adatbazisbol letoltott tiidé adenokarcindma mintdk DNV spektrumaval. A
cisplatin-kezelt beteg mintainak DNV spektruma szignifikansan jobban hasonlitott a kisérleti
spektrumra, mint akar a dohanyos, akar a nemdohdnyos betegek tumormintdinak DNV

spektruma (11C abra).

Eredményeink a mutaciok allélfrekvenciait is figyelembe véve arra utalnak, hogy a klonalis
cisplatin mutaciokat tartalmazoé majattét a kezelés utan keletkezett, mig a szubklonalis cisplatin
mutacidkat tartalmazo csont- és nyirokcsomo-attét a kezelés elott is 1étezett (12. abra). Ez

kiilondsen azért figyelemremélto, mert az attétek még a cisplatinkezelés utan honapokkal sem

gefitinib cisplatin afatinib WGS
L4 ¥ L4 1t
p53 R280T EGFR EGFR telies genomra kiterieds  EGFR amplifikacio 2
EGFRe19del amplifik&cio 1 T790M SNV, DNV teljes genomra kiterjedé SV

Primer
tidétumor
minta

Agyi attét

Méj attét
minta

Nyirokcsomé
attét
minta

eredeti mutaciok

els6 EGFR amplifikacio
EGFR T790M

cisplatin mutaciok

méasodik EGFR amplifikacio 2 minta

EOEOO

] Csont attét

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

figyelembe véve egy atfogd modellt tudtunk késziteni a tumor evolucidjarol és az attétek
kialakulasarol (12. abra). Eredményeink tAmogatjak azt a megfigyelést, hogy a T790M mutans
EGFR gatldsa a mutans EGFR allél kopiaszamanak novekedését indukalhatja (Ercan et al.,
2010), és igy az EGFR amplifikacio is a kezelés idOpontjadhoz kothetd eseménynek tekinhetd.
Tobb kezeléstipus genomi lenyomata is felhasznalhato tehat az attétek kialakulasi idejének

meghatarozasahoz.

3.3 A homoldg rekombinacid hianyanak hatasa a mutagenezisre és a terapiakra

mutatott érzékenységre
3.3.1 A homoldg rekombindcié hianyaban fellépé mutagenikus folyamatok

A daganatok genomi instabilitasdt okozhatja a tumorsejtek DNS-hibajavitd folyamatainak
hianyos mitkddése. Ennek megfelelden a HR utvonalban szerepet jatszo BRCAI és BRCA2
génekben muticidt hordozod daganatok nagyléptékii genomi instabilitds jeleit mutatjak
(Abkevich et al.,, 2012; Birkbak et al., 2012; Popova et al., 2012), melyek prediktiv
diagnosztikai tesztként is hasznalhatok (Timms et al., 2014). Egy nem feliigyelt NMF
algoritmus altal talalt bazisszubsztitucios spektrum, a COSMIC 3-as szignatura megjelenése is
asszocialhato a BRCA1/2 génhibakkal (Alexandrov et al., 2013). A BRCA mutéciok teljes
mutagenikus hatasdnak feltdrdsa és a fenti Osszefliggés bizonyitasa céljabol izogenikus
vadtipusq, illetve BRCA™~ és BRCA2~~ null mutans DT40 sejtekben térképeztiik fel a spontan

mutagenikus folyamatokat teljes genomszekvenalas segitségével (Zamborszky et al., 2017).

Tanulméanyunk folytatasaként a HR tutvonalban biztosan vagy feltételezhetden szintén szerepet
Jatsz6 egyéb gének mutagenikus hatasat is vizsgaltuk DT40 sejtvonalban; az eredményeket itt
egylitt targyalom a BRCA1/2 mutansokkal. Teszteltiik harom RADS51 paralog, a RADS5IC,
XRCC2 ¢és XRCC3 mutaciojanak hatasat, valamint a PALB2, RAD52 és RAD54 géneket.
Teszteltlink tovabba ATM ¢és CHK2 génkiiitott sejtvonalakat, mivel a DNS-toréseket jelzo

ATM-CHK?2 utvonalnak szerepe lehet a HR folyamatadban (Lee €s Paull, 2005; Parameswaran
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et al., 2015). A vizsgalt gének koziil a RADS51C, PALB2, ATM és a CHK?2 6rokletes mutacioi
1s megemelik az emld- és petefészekrak kialakuldsanak kockézatat (Antoniou et al., 2014;
Kurian et al., 2017; Song et al., 2015), igy kiilondsen érdekes, hogy a mutaciokat hordozo
daganatok a BRCA 1/2 mutansokhoz hasonlé genomi mutacios mintdzatokat mutatnak-e, illetve

hasonl6an valaszolnak-e célzott terapidkra.

A génkiiitott DT40 sejtvonalakat két klonozasi 1épés kozott 50 napig tenyésztettiik, majd
Osszehasonlitottuk a kiindulasi klonok és 3-3 leszarmazott klon genomszekvencigjat. A
vadtipushoz képest atlagosan kb. nyolcszoros SNV mutécios ratat tapasztaltunk a BRCAI7 és
BRCA2”~ mutansok esetében, a RADS5I paraldg mutiansokban (RAD5IC”~, XRCC27~ és
XRCC37") valamint a PALB2”~ mutins sejtvonalban (13A 4bra). Szintén jelentSsen
megemelkedett SNV mutagenezist lattunk a RAD547~ mutins sejtvonalban, mig a RADS52
mutacionak nem volt SNV fenotipusa. Erdekes médon a két tesztelt checkpoint fehérje (ATM,
CHK?2) hianya csak minimélisan emelte meg a spontan mutagenikus ratat (13A abra). A HR
mutans sejtvonalak triplet SNV spektrumai nagyon hasonlitottak egymaésra, és szintén

hasonlésagot mutattak a COSMIC 3-as szignaturaval (lasd a 3.3.3 fejezetben).

A rovid delécidkat harom kategdridba soroltuk aszerint, hogy ismétl6dd szakaszbol torl6dott-
e ki egy kopia, illetve hogy lathato-e az elveszett €s a deléciot kovetd szekvencidk kozott rovid,
akar egy bazisparos homologia. A deléciok esetében ugyanazon sejtvonalakndl tapasztaltunk a
vadtipusndl magasabb mutacios ratat, mint az SNV-k esetében. Azonban jelentds
kiilonbségeket is észleltink a HR fehérjék hianyaban keletkezd deléciok szadméban és
tipusdban (13B abra). A BRCA2 ¢és PALB2 esetében, mely fehérjék egymas kotdpartnerei, a
mutans sejtvonalakban kiemelkedéen magas volt a spontan delécidok szama, melyek kozott a
mikrohomologidval rendelkezé események dominaltak. Ezzel ellentétben a BRCAI1 és a
RADS51 paralégok minden delécios kategdria egyenletes dusuldsat mutattdk. A nagyobb
atrendezddések katalogizaldsa még hatarozottabban csoportokra kiilonitette a HR géneket: a
BRCAI7~ mutinsban nem tapasztaltuk az SV-k szdménak emelkedését, mig a RADS5I
paraldgokban kevesebb, a BRCA27~ és PALB2”~ mutansok esetében tobb nagy delécid
keletkezett (13C é&bra).
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13. Abra: A homolog rekombinaci6 hianyaban fellépé mutagenikus folyamatok.

(A) A feltiintetett vadtipusu (WT) és génkiiitott DT40 sejtvonalak genomjaban keletkezett SNV
mutaciok szama (atlag és standard hiba, a piros pontok az egyedi mintak értékeit jelzik. (B) Az
ugyanezen mintakban észlelt révid deléciok, szekvenciakontextus szerint harom kategoriara
osztva. A mikrohomoldgiak minimalis hossza 1 bp. a hibavonalak a standard hibat mutatjak. (C)
A strukturalis variaciok (SV) teljes szama genotipusonként harom mintaban, a CREST szoftver
elemzése szerint osztalyozva mint interkromoszomalis transzlokacié (CTX), intrakromoszomalis
transzlokacio (ITX), delécio vagy inzercid. (D) A delécidok kumulativ méreteloszlasa mindazon
genotipusit DT40 mintakban, ahol a deléciok Gsszes szama 10-nél nagyobb volt. (E) A deléciok
kumulativ méreteloszlasa a feltiintetett gén biallélikus mutacidjat tartalmazé tumorgenomokban.

A deléciok hosszanak kumulativ eloszldsa is tisztin mutatja a BRCA27~ és PALB27~

sejtvonalaknak a tobbi HR mutdnstol elkiiloniilé fenotipusat, mivel ezekre a sejtvonalakra
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hosszabb deléciok jellemzOk (18D &bra). A hosszabb, mikrohomoldgiat mutaté deléciok
jelenléte a NHEJ javitoutvonal aktivitasara utal. fgy eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink,

hogy a BRCA2 vagy a PALB2 hianydban nagyobb szamu DNS kettds szaltorés keletkezik.

A sejtvonalakon szerzett eredmények validalasa céljabol Gsszehasonlitasul megvizsgaltunk
olyan publikalt tumormintékat is, amelyekben a vizsgalt HR gének valamelyikének biallélikus
inaktivacidja lathato (Riaz et al., 2017). A mintdk exomszekvenalasa alapjan talalt deléciok
kumulativ méreteloszlasa rendkiviil pontosan reprodukalta a DT40 sejtvonalbol szarmazo
eredményeket (13E abra), igazolva a BRCA2 és PALB2 Kkitiintetett szerepét a kettds szali

DNS-torések javitasaban vagy kialakuldsuk megakadalyozasaban.

3.3.2 A homoldg rekombindcidé hidnyanak hatdsa a terapias érzékenységre

A HR gének hidnydban fellépé mutagenikus folyamatok feltérképezésével f6 célunk annak
vizsgélata volt, hogy a mutacidés mintazatok felhasznalhatok-e a terapias hatds eldrejelzésére.
A mutacios szignaturak ¢és a terapiak 0sszekapcsolasahoz megmértiik a fentiekben felhasznalt
kisérleti sejtvonalak szamos gyakran hasznalt kemoterdpids vagy célzott terdpids szerre
mutatott érzékenységét (14A abra). A legnagyobb relativ érzékenységeket az olaparib és
talazoparib PARP inhibitorok esetén mértiik, de a legtobb HR muténs sejtvonal platinaalapti
szerekre is érzékenységet mutatott. Bizonyos sejtvonalak, foként a BRCAI™-, BRCA27 és
PALB2~, doxorubicinre, a topoizomeraz II gatldszer etoposide-ra, a topoizomeraz I gatloszer
SN-38-ra (az irinotecan aktiv formaja), és a temozolomid alkildloszerre is érzékenységet
mutatott. A RADS1 paraldgok is érzékenységet mutattak PARP inhibitorokra, de a BRCA
géneknél csekélyebb mértékben, €s nem voltak érzékenyek a topoizomeraz gatldoszerekre. A
RAD527~ mutéans fSleg platinavegyiiletekre volt érzékeny. A DNS-toréseket jelzd checkpoint
utvonal hianya az ATM mutansokban nem érzékenyitette a sejteket a legtobb tesztelt
hatéanyagra. Még meglepdbb médon a CHK2”~ muténs sejtek a vadtipusnal kevésbé voltak
¢rzékenyek platinavegyiiletekre, PARP gatloszerekre €s topoizomerdz inhibitorokra. A CHK2~
= sejtek csokkent cisplatin-érzékenységét koloniatilélési esszével is igazoltuk, amelyet nem

befolyésol a sejtvonalak eltérd novekedési sebessége (14D dbra). A mérések megbizhatosagat
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mutatja az azonos hatasmechanizmusu anyagokra mutatott érzékenységek kivald korrelacidja

(14. abra B, C).

Eredményeinkbdl tobbféle kovetkeztetés is levonhatdo. Az oxaliplatinra mutatott
¢rzékenységek eltérése a cisplatintol és carboplatintdl megerdsiti azt az elméletet, hogy az
oxaliplatin legaldbbis részben mdas hatdsmechanizmussal pusztitja a sejteket (Bruno et al.,
2017). Az ATM ¢és a CHK?2 esetében tapasztaltak, az érzé¢kenység hidnya és a rezisztencia arra
utal, hogy a checkpoint elsddleges funkcidja nem a DNS-javitas eldsegitése, hanem a sejtciklus
ledllitasa €s bizonyos esetekben az apoptotikus Utvonalak indukélasa (Pabla et al., 2008). A
BRCAI7~, BRCA27 és PALB27~ mutinsok hasonlo érzékenységet mutattak PARP
inhibitorokra, tehat a PARP gatlds minden bizonnyal egy ko6zds funkcidjukkal mutat
szintetikus letalitdst, amely lehet a torott replikacids villak javitasa. A RADS1 paralog
mutansok kisebb érzékenysége lehet redundancia kovetkezménye, bar az SNV fenotipusuk
nem kiilonbozott a BRCA1/2 génekétdl. Eredményeink érdekes kérdéseket vetnek fel a vizsgalt
HR gének eltéré szerepérdl a kettds szaltorések és a tordtt replikacios villak javitasaban,

valamint a templatvaltasban, melyeknek megvalaszoldsa tovabbi kutatast igényel.

Az érzékenységeknek a mutacids mintazat alapjan torténd predikcidja szempontjabol jol
lathatd, hogy egyik terapids hatdanyag esetében sincsen tokéletes korreldcio. Az SNV
mintazatok jol jelzik a PARP inhibitor érzékenységet, azonban a RADS51 paralog mutdnsok
esetében ez az ¢érzékenység egy nagysagrenddel kisebb, mint a BRCAI, BRCA2 esetén. Ez a
megfigyelés kiilondsen relevans, mert jelenleg zajlanak olyan klinikai vizsgalatok, amelyek a
PARP inhibitorok nem-BRCA HR mutéciokat hordoz6 daganatokra kifejtett hatasat tesztelik
(trial azonositok: NCT03344965, NCT02286687, NCT03375307). Megfigyeléseink alapjan a

kezelések csokkent hatékonysaga varhaté a RADS5 1 paraldog mutans tumorok esetén.
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14. Abra: HR-hisanyos DT40 sejtvonalak érzékenysége citotoxikus hatéanyagokra

(A) Citotoxicitasi mérések eredményei a feltlintetett genotipusi DT40 sejtvonalakban, a
vadtipushoz viszonyitott relativ ICso érték szerint abrazolva. Az abra harom mérés atlagat és
standard hibajat mutatja. A vadtipusu sejtvonal abszoltt ICsg értékét feltiintettiik. (B, C) a cisplatin
¢és carboplatin (B) illetve az olaparib és talazoparib (C) relativ 1Cso értékeinek korrelacioja.
Minden pont kiilon sejtvonalat jeldl, az (A) panel szerint szinezve, a vadtipust feketével
dbrazoltuk. A linearis regresszié r* értékét feltiintettiik. (D) Koloniatlélési esszé a feltiintetett
sejtvonalak egyoras cisplatin kezelését kovetden, harom fliggetlen mérés atlagat és szdrasat
abrazolva.

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
(Birkbak et al., 2018). Két gén esetében talaltunk korrelaciot ket fliiggetlen betegkohorszban is,
a Bloom helikdz (BLM) és a Fanconi anémia I komplementacios csoportjaért felelés FANCI.

Mindkét gén esetében magasabb kopiaszam és magasabb expresszio jellemezte a cisplatin
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érzékeny sejteket. Kisérletesen is sikeriilt igazolni, hogy megnovelt BLM expresszid
¢rzékenyiti a sejteket cisplatin-kezelésre (Birkbak et al., 2018). A BLM helikaz HR fehérjének
tekinthetd, azonban a megfigyelt hatés ellentétes iranyl az egyéb HR génekhez képest. A BLM
fehérje esetében azonban a HR-t segitd és gatld funkcidkat is leirtak. A torott vég
reszekcidjaban betoltott és a D-hurkokban torténd DNS szintézist segitd szerepe tdmogatja a
HR-t, mig a RADS1 filamentum kialakuldsanak gatldsa és a D-hurkok szétszedése a HR
folyamatot akadalyozza (Bugreev et al., 2007; Cejka et al., 2010; Karow et al., 2000; Nimonkar
et al., 2011). Eredményeink szerint megndvekedett BLM expresszid esetén a fehérje HR-t

ellenzd funkcidi dominalhatnak, cisplatin érzékenységet okozva.

3.3.3 A doxorubicin pegilalt liposzémas formulaciodja segitségével elkerilhetd 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 liposzémas formulacioja (PLD/Doxil®/Caelyx®) képes-e csokkenteni a
rezisztencia kialakulasat. Mivel a doxorubicin gyakran hasznalatos emldrak kezelésére, a
kisérletek egy Brcal”;p53”- mutins egér eml6rak modellben torténtek (Rottenberg et al.,
2007). Ennek megfelelden, az el6z6 alfejezetben bemutatottakhoz hasonlé eldkisérleteinkben
vadtipusi és BRCAI7~ mutdns DT40 sejteken teszteltiik a doxorubicin tiszta és PLD
formulacidjanak, valamint mdés kemoterapids szereknek a toxicitasat (1. tablazat).

Eredményeink szerint a doxorubicin és a PLD szelektivitdsa a Brcal génmutaciora egy

sejtvonal esetében hasonlo, kb. 3-szoros.

64



dc_1771 20

1. Tablazat

Hatasmechanizmus vegyiilet vadtipus | BRCAI” |szelektivitas
PARP inhibitor Olaparib 3080 30 104.1**

topoizomeraz II inhibitor PLD 229.4 82.9 2.8%*
Doxorubicin 8.45 2.57 3.3%%*

Daunorubicin 4.68 2.51 1.9*

Etoposide 51.0 293 1.7*
topoizomeraz I inhibitor SN-38 4.60 0.49 9.4**
antimetabolit 5-FU 2.86 2.98 0.96
mikrotubulus stabilizal6 szer | Paclitaxel 384.5 448.2 0.86

1. tablazat. Emlorak kezelésére hasznalt kemoterapias szerek citotoxikus hatasa (ICsyp, nM)

1-nél nagyobb szelektivitas azt jelzi, hogy a vegyiilet hatékonyabban pusztitja a BRCAI~~ mutans
DT40 sejteket a vadtipusnal. *p<0.05; **p<0.01

A sejtvonalakbol szarmazo eredményekkel ellentétben a Brcal mutans egér tumormodellben
a PLD szadmottevéen hatékonyabbnak bizonyult. A maximalis toleralhaté d6zis magasabb volt
(5 mg/kg doxorubicin, 8 mg/kg PLD), és a beiiltetett tumorral rendelkezd allatok atlagos
progressziomentes tulélése kb. 6-szoros volt a PLD esetében (9 nap, illetve 56 nap), és a teljes
tulélése is haromszorosa volt a doxorubicinnel kezelt allatokhoz viszonyitva (49,5 nap, illetve
151,5 nap). A kiilonbséget magyarazhatja, hogy a PLD doxorubicin rezisztens tumorokon is
hatasosnak bizonyult, és a PLD-re is rezisztens tumorokban a Pgp sokkal magasabb szintje volt
mérhetd, mint a doxorubicin rezisztens mintakban (Fiiredi et al., 2017). Az eredmények jol

mutatjdk, hogy bar a DNS-hibajavitas génjeinek mutéacidja érzékenyithet a DNS-t célzo
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kemoterapids szerekre, a szinte torvényszerlien kialakuld rezisztencia szempontjabol a

multidrog rezisztencia folyamatokat is figyelembe kell venni.

3.4 A daganatok mutacidos mintazatainak rendszerezése kisérletes és bioinformatikai

megkozelitéssel

3.4.1 A homoldg rekombindcidé hidnya egységes bazisszubsztiticids mutacids folyamatot

indukal

A 3.3.1 alfejezetben megmutattuk, hogy a HR gének kiiitése megnoveli a spontan SNV
mutagenezist. A fellépé mutagenikus folyamat jobb megértéséhez matematikailag elemeztiik
a detektalt mutaciok triplet spektrumait. A sejtvonalanként Gsszesitett mutacios halmazokat
(6sszesen 11 halmaz) nemnegativ matrix faktorizécidval prébaltuk kozés komponensekre
bontani. Azt talaltuk, hogy mar két komponens is kis hibaval leirja mind a 11 genotipusban
mért mutacids folyamatokat (15A abra). A kapott szignaturak biologiailag is értelmezhetdnek
bizonyultak. Az egyik (BG, ’background’) szignatira hasonlitott a vadtipus mutdcios
mintazatara, €¢s hasonld6 mennyiségben volt jelen az 0sszes vizsgalt mutans sejtvonalban is. A
masik (HRD, "HR deficiency’) szignatira pedig lefedte a HR mutansokban keletkezett extra
mutaciokat, ezért egy valodi HR-hidnyra specifikus szignataranak tekintheté. Mindkeét
szignatura igen széles spektrumi; majdnem minden lehetséges triplet mutaciot tartalmaznak

eltérd aranyokban (15B abra).

A COSMIC v2 tumorspecifikus szignatirakhoz hasonlitva a HRD szignatira nagyon hasonlit
a COSMIC 3-as szignatarahoz (koszinusz hasonlosadg 0,940, 15C abra), amelyet gyakran
észleltek BRCA 1/2 mutéciot hordoz6 daganatokban (Alexandrov et al., 2013). Eredményeink
tehat igazoljdk az Osszefiiggést a BRCAI/2 hianya €és a 3-as szignatura kozott, valamint
bizonyitjak, hogy a RAD51 paralog gének, a PALB2 és a RAD54 funkcidvesztése is ugyanezt
a bazisszubsztitiicios folyamatot indukalja. Itt érdemes visszaemlékezni, hogy ugyanezen

gének delécios fenotipusai eltéronek bizonyultak (13. dbra).
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15. Abra: A HR hianysban jelentkezé bazisszubsztitiiciés mintazat

(A) Kétkomponensii de novo NMF a sejtvonal-specifikus SNV spektrumokon egy HRD és egy
BG szignatarat azonositott (alsé panel). A felsd6 panel az eredeti spektrumok ezen két
szignaturaval késziilt rekonstrukciojanak hibajat (RMSD) mutatja. (B) A HRD és BG szignaturak
triplet mutacios spektruma, az egyes tripletek szazalékos hozzajarulasat feltiintetve, és
Osszehasonlitasul a COSMIC v2 3-as szignatura. A bazisszubsztituciok (a panel tetején abrazolt
kategoriakban) a két szomszédos nukleotid szerint keriiltek csoportositasra, amint az a panel alatt
lathato. A mutaciot kovetd nukleotid helyhidany miatt nincsen feltiintetve (N), ezek abc-
sorrendben vannak abrazolva. (C, D) A kisérletileg meghatarozott szignatirak hasonldsaga a
COSMIC v2 szignatirakhoz koszinusz tavolsag (C) illetve Spearman rangkorrelacié (D) szerint.

A BG szignatura nem mutatott nagyon kozeli hasonlosagot egyik COSMIC szignaturaval sem,
de Spearman rangkorrelacio alapjan az 1-es és 5-0s szignatiraval korrelalt legjobban (15D
abra). Eppen ez a két szignatura esetében figyelték meg azt, hogy tumorgenomokban a
szignaturak altal lefedett mutaciok szama korrelaciot mutat a beteg életkoraval. A legtdbb
mutacids folyamat esetében ez nincsen igy, melybdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a
tumorigenezis folyamata kozben és a tumorban a mintavételig mikoddé mutagenikus
folyamatok fiiggetlenek a beteg életkoratol, cserébe az l-es és 5-0s szignatira mutacioi
nagyrészt a tumor keletkezése eldtt, a normal szomatikus szovetben alakulhattak ki, melyre az

¢letkorral korrelald id6tartam allt lehetdségre (Alexandrov et al., 2015). Valdban, nyel6csébol
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szarmazo6 normal szomatikus szovetmintak genomi elemzésekor is az 1-es €és 5-0s szignaturak
kombinaciojat figyelték meg (Martincorena et al., 2018). A DT40 sejtvonal tehat nem csak a
mutacios rata szerint, hanem a mutdciok spektrumaban is kivaléan modellezi a human

szomatikus szoveteket.

3.4.2 Mutagenikus folyamatok egy BRCAI mutdans egér emlétumorbdl izolalt sejtvonalban

A 3.3.3 alfejezetben bemutattam egy Brcal mutins egér emldétumor felhasznalasat a
doxorubicin tiszta és liposzomalis pegilalt forméjanak dsszehasonlito vizsgalatahoz (Fiiredi et
al., 2017). Ebbdl a tumorbdl Szakéacs Gergely csoportja izolalt egy stabil sejtvonalat (CST),
amely egérbe visszaiiltetve Ujra daganatokat formal. Egy sejtklon szekvenaldsaval
megvizsgaltuk a Brcal muticio befolyasat a sejtben zajlo mutagenikus folyamatokra. A
sejtklon genomot az FVB egértdrzs konszenzus genomjahoz hasonlitottuk. 125415
pontmutéciot talaltunk, a 16A dbran bemutatott triplet spektrummal. Paros 6sszehasonlitdsok
helyett a kapott spektrumot megkiséreltiik felbontani COSMIC szignaturdknak megfeleld
komponensekre. Detektaltuk a HR hiannyal asszocialt 3-as €s8-as szignatura kontribucidjat
(16C abra), valamint egyéb mutéacids folyamatok hozzajarulasat. Elképzelhetd, hogy a HR-
asszocialt szignatardk relative alacsony kontribucidjat az FVB referenciagenom hasznalata
okozza az eredeti egér genomjdnak hasznalata helyett, hiszen a kettd kozotti mutacids

kiilonbségek is megjelennek az altalunk meghatarozott spektrumban.

A nagyléptékii genomi instabilitast a kopiaszdm 16 kb hosszisagii genomi ablakokban torténd
becslésével vizsgaltuk. Igen nagyszamu kopiaszam-valtozast talaltunk (16B abra), hasonldéan
a BRCA 1/2 mutans human emlddaganatok genomjahoz. A CST sejtvonal és tumormodell tehat

kiilonosen alkalmas a BRCA I-asszocialt genomi instabilitas vizsgalatara.
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16. Abra: A CST sejtvonal genomi tulajdonsagai.

(A) A CST sejtvonal genomjaban talalhat6 heterozigota mutaciok triplet mutacios spektruma. A
bazisszubsztiticiok (a panel tetején feltiintetve) a két szomszédos nukleotid szerint keriiltek
csoportositasra, amint az a panel alatt lathato. Az FVB egérgenomban a dbSNP adatbazis szerint
SNV-ként nyilvantartott pozicidkat kisziirtiikk. (B) Kopiaszam-valtozasok a CST sejtvonal egy
tipikus kromoszémajan. (C) A sejtvonalban talalt heterozigdta és homozigéta SNP-k
spektrumanak dekompozicidja COSMIC v2 SNV mutacids szignatiarakra (sig).

3.4.3 Két f6é mutdcids folyamat mikodik az MMR hidnyaban

A tumorgenomok szekvendldsa megmutatta, hogy az MMR hidnydban jelentsen
megnovekszik a bazisszubsztiticids rata. Nagyszamu rovid indel kialakulésa is jellemzé az
MMR hidnyos sejtekre és tumorokra, elsOsorban ismétlodd szekvencidknal, amelyet
mikroszatellit instabilitasnak (MSI) neveziink (Modrich és Lahue, 1996; Shah et al., 2010). igy
az MMR hianyos tumorokban észelhetd a legtobb szomatikus mutacié (Campbell et al., 2017).
A daganatok mutacidos folyamatainak értelmezése mutacids szignaturdk tiikkrében igen
sikeresnek bizonyult, azonban az MMR hidnyéval asszocialt mutagenezis esete kérdéseket vet
fel. Mig a HR hidnya alapvetden egyetlen bazisszubsztitiicios szignaturdhoz kothetd (3-as

szignatura), addig az MMR hidnyaval hat vagy hét szignaturat is 6sszekapcsoltak (Alexandrov
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et al., 2020; Alexandrov et al., 2013). Ez meglepd, mivel az MMR egy ardnylag egyszer,
kevés fehérjét hasznalo folyamat. Az MSH2, MSH6 és MLH1 gének biallélikus inakvitacioja

gyakran figyelheté meg MMR hianyos daganatokban.

Tumorszekvenciakban az MMR hianya kiilonféle genetikai hatteri daganatokban figyelhetd
meg, melyek befolyasolhatjdk a mutagenikus folyamatokat. A mutaciés spektrumok
validalasahoz tehat izogenikus MMR-re képes és MMR hianyos sejtvonalak elemzése lenne
sziikkséges. Egy tanulmany human haploid HAP1 sejtvonalakon vizsgalta az MSH6
inaktivacidjanak hatasara fellépd mutagenikus folyamatot, melynek spektruma a legtobb MMR
hiannyal asszocialt COSMIC signataraval hasonlosagot mutatott (Zou et al., 2018), és hasonlo
mutacios spektrumokat irtak le mlh-1 és pms-2 mutans C. elegans torzsekben (Meier et al.,

2018).

Laboratoriumunkban meghataroztuk az MSH?2 gén kiiitésének hatdsat a spontdn mutagenezisre
DT40 sejtvonalban, egy kiindulasi sejtklon és 50 nappal késobb izolalt szubklonok genomjanak
Osszehasonlitasaval. Mig a vadtipusu sejtvonal genomjaban atlag 48 SNV-t talaltunk, az MSH?2
mutans klonokban atlag 1167 SNV keletkezett. Az indelek szamédban még szamottevobb volt
a kiilonbség (Németh et al., 2020). Szintén meghatiroztuk a homozigota MSH6 mutéaciot
hordoz6é DLD-1 sejtvonal spontan muticiés spektrumét (7B 4bra). A DT40 MSH2”~, HAP-1
MSH67~, és DLD-1 sejtvonalak spontan triplet mutdcidés spektruma majdnem tokéletes
egyezést mutatott (17A abra), azonban a tipikus MMR hidnyos tumorgenomok mutécios

spektruma némileg eltér a sejtvonalaktol (17A ébra).

A kisérletes spektrumokat 6sszehasonlitottuk az MMR hianyaval asszocialt szignatarakkal. A
COSMIC v2 verzidjdban a 20-as, a v3 verzidban a 44-es szignatiraval mutattak legnagyobb
hasonlosagot (17B abra). Azonban amikor a kisérleti spektrumokat az 6sszes COSMIC v2
szignatura legjobb keverékére kiséreltik meg felbontani, kisebb hozzajarulast szinte
mindegyik MMR hidnnyal asszocialt szignatira esetén €szleltiink (17C abra), amely arra utal,

hogy ezek a szignaturak is valds folyamatokat reprezentalnak.
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17. Abra: SNV mutaciés spektrumok MMR deficiens (MMRd) sejtvonalakban

(A) Aktiv, spontan mutagenezis triplet mutacios spektruma a feltiintetett sejtvonalakban. A
bazisszubsztiticiok (a panel tetején abrazolt kategoriakban) a két szomszédos nukleotid szerint
keriiltek csoportositasra, amint az a panel alatt lathaté. A mutaciot kovetd nukleotid helyhiany
miatt nincsen feltliintetve (N), ezek abc-sorrendben vannak abrazolva. A spektrumok tobb
fiiggetlen szekvenalt sejtklon mutacioszamainak atlagat mutatjak. A DT40 és a HAP1 sejtvonal
esetén az izogenikus vadtipus kontroll sejtvonal atlag muticiészamait levontuk a
spektrumokbol. A HAPI adatok a (Zou et al., 2018) kozleménybdl szarmaznak.
Osszehasonlitasként egy tipikus MSH2 mutaciét hordozé endometridlis karcinoma (uterus) minta
mutacios spektrumat tiintettilk fel a TCGA adatbazis alapjan. (B) A sejtvonalak mutacids
spektrumainak hasonldsaga az irodalom alapjan MMRd-asszocialt COSMIC v2 és v3 SNV
szignaturakhoz (koszinusz tavolsag). (C) A sejtvonalak mutacios spektrumanak felbontasa
COSMIC v2 SNV szignattrakra. A 6% feletti hozzajarulasu szignatarakat tiintettiik fel, azonositd
szamuk az oszlopokon lathato.
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Felismerve az MMR hidnyos COSMIC szignatarak kozotti hasonlosagokat, megkiséreltiik
yjradefinidlni az MMR hiadnnyal kapcsolatos mutacidés folyamatok szignatirait. E célbol
letoltottilk az MSI statusz alapjan MMR hidnyosnak kategorizalt tumormintak szomatikus
mutacios katalogusait a TCGA és PCAWG adatbazisokbdl (Alexandrov et al., 2020). Az
egyesitett SNV mutacios adathalmazon végzett nemnegativ matrix faktorizacidé eredménye
szerint két triplet szignatira megfelelden leirja a mintak mutacids spektrumait. Az MMRd-A
szignaturaban az NCG>NTG csucsok a legszembetiindbbek, mig az MMRdA-B szignatira
sokféle mutaciot tartalmaz, a T>C és C>T csucsok dominancidjaval (18A abra). Az MMRd-A
nagyon hasonlit a COSMIC 6-o0s szignatirakhoz, mig az MMRJ-B leginkabb a 26-o0s
szignaturadhoz hasonlit, és ugyanennyire mutat hasonlosagot az MSH6 mutans DT40 sejtek,
valamint az MSH2 mutans HAP1 sejtek SNV spektrumahoz (18B abra). Az MMRd-A a
COSMIC 1-es ¢s 6-os szignaturakra bonthatdo, mig az MMRdA-B felbontdsdhoz szamos

COSMIC szignatura sziikséges (18C éabra).

Az 1) MMRd szignataradk teszteléséhez a fent elemzett tumorminta-spektrumokat egyenként
felbontottuk vagy a 30 COSMIC v2 szignatirara, vagy egy olyan szignatira-halmazra,
amelyben a hat MMR hidnyos COSMIC szignatarat felcseréltiik a két ujra. A rekonstrukcios
hibakat mintanként abrazolva latszik, hogy a két 01j szignatara a hat régihez hasonldan teljesit
(18D 4bra), tehat az 0j szignatardk jol helyettesitik az MMR hidnnyal asszocialt COSMIC
szignatirakat. Végil teszteltiik, hogy az 1) MMRAd szignatirdk mennyire haszndlhatok az
MMR hianyos mintak azonositasara. A tumormintak spektrumainak fent emlitett felbontasain
ROC analizist végeztiink, hogy minden egyes szignatura kontribtciojat kiilon-kiilon az MSI
statuszhoz hasonlitsuk. Az MMRd-A és a hasonl6 Sig.6 kivaloan teljesitett a gorbe alatti tertilet
(AUC) értékek alapjan, melyek 0.966-0.993 kozott voltak a vizsgalt tumortipusokban (17E
abra). Az MMRd-B jdl teljesitett a méh endometrialis daganatok esetén (AUC=0.9393), ¢és
kozepesen jol a kolorektalis és gyomordaganat-mintdkon (AUC=0.846 ¢s 0.879). Az MMRd-

B szignattra sokkal jobban teljesitett, mint a COSMIC szignatarak a 6-os kivételével.
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18. Abra: Két SNV szignatira megfeleléen leirja az MMRd-asszocialt mutagenezist

(A) Két MMRdA tumormintdk mutacidés adataibol szarmaztatott mutacids szignatura.

rekonstrukcios
hiba
0.05 0.04

MMRd-A
MMRd-B

A

bazistripletek a panel alatt, a bazisvaltozas a panel felett lathatd. A nyilak az MMRd-A
szignaturaban az NCG>NTG tripletekre mutatnak. (B) Az MMRd-A és MMRA-B szignatarak
Osszehasonlitasa az MMRd-asszocialt COSMIC szignaturakkal és az MMR génkiiités
kovetkeztében fellépd DT40 és HAPI sejtvonalak mutacids spektrumaival (koszinusz tavolsag).
(C) Az MMRd-A és MMRd-B szignaturak felbontasa a 30 COSMIC v2 SNV szignatirara. X
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jeloli a 6%-nal kisebb hozzajarulasokat, a rekonstrukcids hiba (RMSD) a panel felett lathato. (D)
Rekonstrukcios hibak (RMSD) 6sszehasonlitasa a teljes COSMIC v2 szignatira készlettel torténd
(x tengely), illetve a 6, 14, 15, 20, 21, 26-es szignatirakat az MMRd-A és MMRdA-B
szignaturakkal helyettesitett készlettel torténd (y tengely) felbontas esetén. A szimbolumok a
TCGA ill. a PCAWG adatbazisbol szarmazo egyes tumormintak mutacios spektrumat jelzik. A
mintakat az egyes mintak fliggetlenil megallapitott MSI statusza alapjan szinkodoltuk. (MSI-H
magas, MSI-L alacsony, MSS stabil). (E) Az MMRd-asszocialt SNV szignaturak hasznalhatosaga
az MSI és MSS mintak megkiilonboztetésére, ROC gorbékkel abrazolva. Az egyes szignatirak
teljesitményét a (D) pontban bemutatottakkal ekvivalens dekonstrukciokkal elemeztik a
kombinalt TCGA+PCAWG szovetspecifikus adathalmazon. Az MSI-L mintakat MSS-ként
kezeltiik, feltlintettiik a gorbe alatti teriiletet (AUC)

Osszességében tehat a mutacids adatok gondos elemzésével egyszeriisitettiik a mutacids
szignatirak rendszerét, és azonositottunk két olyan MMR hianyaban fellépd mutécios
folyamatot, amelyek valdsziniileg valodi biologiai relevanciaval birnak. Az MMRd-A mintdzat
CG>TG mutacioi elsésorban metilalt CpG helyeken fordulnak elé (Poulos et al., 2017), és
keletkezésiiket a replikativ polimerdzok pontatlansiga magyarazhatja az S-metilcitozin
masolasakor (Tomkova et al.,, 2018). Az MMRdA-B szignatirdban kontextustol fiiggetlen
tranzicios mutaciok domindlnak, melyek valdsziniileg a replikativ polimerdzok 4altalanos
hibaspektrumahoz kothetdk (Kunkel és Bebenek, 2000). A C>A mutaciok kialakulési

mechanizmusa nem ismert.

3.5 A mutaciok kialakulasanak molekularis mechanizmusai
3.5.1 Aciklobutil pirimidin dimer ultraibolya fototermékek atirasanak 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¢zi6k, a ciklobutil pirimidin dimerek (CPD) (Cadet et al., 2005; Ravanat
et al., 2001) esetében vizsgaltuk. Szintetikus T-T(CPD) lézidkat (Murata et al., 1990)

illesztettiink egy eukariota sejtekben replikaciora képes plazmidba a bevezetésben emlitett
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modszer szerint (Sziits et al., 2008). Mivel a 1ézioval szemben a komplementer AA dinukleotid
helyett GC dinukleotidot helyeztiink el, a replikdlt plazmidok szekvencidjdban meg lehet
kiilonboztetni a transzlézids szintézissel ¢és a templatvaltassal keletkezett termékeket.
Amennyiben a két szalon 30 bp tdvolsadgban elhelyezett 1ézi6 egyikénél AA vagy hasonlo
szekvencia jelenik meg, TLS zajlott le, amennyiben viszont mindkét 1€zi6 helyén GC
szekvenciat latunk, templatvaltas tortént (19A abra). A plazmidot NER hidnyos genetikai
hattérben, XPA~ mutans DT40 sejtekben alkalmaztuk, mivel a 1éziok NER altali javitasa
templatvaltasnak megfeleld termékeket adhat. Az XPA~ sejtekben sikeresen replikalddott

plazmidok kb. 60%-a TLS, 40%-a templéatvaltas bizonyitékat mutatta (19. abra A, B).

A két utvonal kozotti valasztas genetikdjat TLS mutansok alkalmazasaval vizsgaltuk XPA~
genetikai hattérben. A REV3 gén kilitése esetén, mely a polimeraz { katalitikus alegységét
kodolja, csokkent a TLS aranya, mig a polimerdz n génjének (POLH) kilitése esetén nem
valtozott (19B abra). A TLS polimerazokat a REV1 fehérje vagy a PCNA ubikvitilacioja
toborozza a 1€ziot tartalmazd templathoz (Edmunds et al., 2008; Sale et al., 2009). Ennek
megfelelden mind a REVI mutansban, mind az ubikvitilaciora képtelen PCNAX!5R pont
mutansban szignifikansan csokkent a TLS aranya, bar a csokkenés mértéke nem volt
szembeotld (19B 4bra). A két mechanizmus minden bizonnyal redunddns modon képes a TLS-
t koordinalni, azonban ezt a redundanciat nem tudtuk genetikailag igazolni, mert nem sikertilt
XPA~ REVI7~ PCNAX%F harmas mutans sejtvonalat elballitani annak valoszinii

¢letképtelensége miatt.

A TLS események szekvencigjaban a T-T lézidnak megfeleld AA dinukleotidtol eltérd,
mutaciokat hordoz6 termékeket is azonositottunk. Az XPA~ kontroll hattérben ezeknek aranya
11% volt, tehat a TLS altal masolt T-T(CPD) 1éziok kisérleti rendszeriinkben ilyen ardnyban
okoznak mutaciokat, amely részben magyardzza az UV sugérzas mutagenikus hatasat. Ez a
mutagenikus rata lényegesen magasabb, mint a hasonlé plazmidalapt mérések eredményei E.
coli (7%), S. cerevisiae (0%) vagy human sejtvonalas (2-4%) modellekben (Banerjee et al.,
1988; Gibbs et al., 2005; Shachar et al., 2009; Yoon et al., 2009). Az altalunk hasznalt

replikalodo plazmid azonban egy sokkal fiziologidsabb kisérleti rendszer a replikacios villanal
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torténd események kovetésére, mint a virus eredetli T antigén altal katalizalt replikacié (Yoon

et al., 2009), vagy az egyszalu hézagok betoltése nem replikalodod plazmidokon (Shachar et al.,

2009). gy a 10% koriili érték jobban mutathatja a T-T(CPD) 1éziok valés mutagenikus hatasat

magasabb eukariotakban, és magyarazhatja a COSMIC v3-ban szerepld, UV hatashoz kotott

T>A mutaciokat tartalmazd SBS7D szignatirat (Alexandrov et al., 2020).
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19. Abra: TT(CPD) ultraibolya léziok atirasanak genetikai vizsgalata

xpa
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xpa xpa
revl pcnak'eR

(A) Reprezentativ szekvencidk XPA mutans sejtekben replikalodott, eredetileg CPD 1éziokat
tartalmazo pQ-CPDs plazmidokbol, a jobb oldalon abrazolt hibaelkeriilési mechanizmusok
szerint csoportositva. (B) A feltlintetett genotipusu sejtvonalakban replikalt, sikeresen atirt
1ézidval rendelkezd plazmidok kdzott a TLS és a templatvaltas aranya. A hibavonalak 95%-o0s
binomialis konfidencia intervallumokat jeldlnek. (C) A T-T(CPD) 1ézi6 atirasanak mutécios
spektruma, a korrekt AA szekvenciatol eltér6 TLS események szekvencidjat bemutatva:
bazisvaltozas a 1ézional (fehér), extra A beillesztése (AAA, vilagossziirke), egy nukleotidos

delécio (sotétsziirke).
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A mért mutagenikus rata jelentdsen csokkent a REV37~ és REVI~ hattérben (19C abra). Mivel
a REV3 fehérjét tartalmazd poll-t a REV7 alegységének kotésével a REV1 toborozza,
eredményiink a pol{ kitiintetett szerepére utal a T-T(CPD) mutagenikus atirasaban. Erdekes
moédon a mutéciodt tartalmazd TLS események ardnya jelentdsen megndtt mind a POLH ™",
mind a POLH"REV3~ hattérben (19C 4bra), amely arra utal, hogy a poln hibamentesen
masolja a 1€ziot, és egyéb, nem vizsgalt TLS polimerdzok is képesek mutagenikus DNS

szintézisre a T-T(CPD) 1ézi6t tartalmazo6 templaton.

3.5.2 A PCNA ubikvitilaciéjanak szerepe a hibaelkeriil6 folyamatokban

A PCNA fehérje poszttranszlacios modositasai fontos szerepet toltenek be a sériilt DNS
replikdciojanak szabalyozasaban. A poliubikvitilacid szerepe kiilonosen érdekes. A K63R
mutans ubikvitin tulexpresszidja human sejtekben megndveli az UV mutagenikus hatdsat
(Chiu et al., 2006), amely a PCNA poliubikvitilacié templatvaltasban betoltott szerepét
sugallja. Azonban a poliubikvitilacidra képes RadS homologok koziil az SHPRH segiti az UV
1ézi6k mutagenikus atirasat, mig a HLTF a PCNA monoubikvitilaciot is szabalyozza (Lin et
al., 2011), igy kozvetlen bizonyiték nincsen a PCNA poliubikvitilacié hibaelkeriilésben

betoltott szerepére magasabb eukariotakban.

A kérdés vizsgalatara egy genetikai esszét hasznaltunk, melyben PCNA-ubikvitin f0zids
fehérjék stabil expresszidjaval kiilonitettiik el a mono- €s poliubikvitilacios folyamatok
szerepét. A PCNA ¢és egy ubikvitin N- vagy C-terminalis linearis fuzidja képes részben
helyettesiteni az endogén ubikvitilacio szerepét S. cerevisiae (Parker et al., 2007; Pastushok et
al., 2010), S. pombe (Ramasubramanyan et al., 2010) és human (Qin et al., 2013) sejtekben.
Ennek megfeleléen Iétrehoztunk olyan DT40 sejtvonalakat, amelyek a poszttranszlacids
modositasokat gatlo PCNAX5R genetikai hattérben PCNAKI64R_Ub vagy PCNAKI64R_[JpK63R
fuzios fehérjéket expresszaltak. A korabbi tanulmanyokban hasznaltakhoz hasonld
PCNAKIR_Ub fuzid megengedi a K63-kapcsolt ubikvitin lancok kialakuldsat, azonban a
PCNAKIR_[JHK63R egetében erre nincsen lehetdség. Pozitiv és negativ kontrollként a vadtipust

PCNA fehérjét, illetve a PCNAK!64R mutans format expresszalo sejtvonalakat is l1étrehoztunk
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(20A abra). A konstrukcidk expressziojat pontosan Osszehangoltuk megfeleld sejtklonok

kivalasztasaval (20B abra).

A PCNA modositasok hatasat els6ként a sejtvonalak DNS-karositd szerekre mutatott
érzékenységén keresztiil vizsgaltuk. A PCNAX!5*R mutaciot hordozo sejtvonal a varakozasnak
megfelelden tulérzékenyéget mutatott mind UV-val, mind a metil-metanszulfondt (MMS)
alkilaloszerrel (Wyatt és Pittman, 2006) torténd kezelésre. A PCNAK!®4R negativ kontroll
expresszidja nem befolyasolta az érzékenységet, mig a vadtipusi PCNA expresszidja
menekitette a fenotipust (20. abra C, D). Lényeges, hogy a vadtipusu PCNA-hoz hasonl6an a
PCNAKIMR_[Jb és PCNAKIMR[bKER f17i6s fehérjék expresszidja egyarant menekitette a
PCNAKI®R gejtvonal érzékenységét mind UV, mind MMS kezelés esetében (20C 4bra). A
PCNA monoubikvitilacidja tehat elegendd a wvadtipust sejtvonallal ekvivalens DNS-

hibatolerancia eléréséhez.

A vizsgalt sejtvonalakat XPA~ hattérben is eldallitottuk, hogy NER hianyos sejtekben
alkalmazhassuk az el6z0 fejezetben bemutatott plazmid alapu esszét a DNS-hibaelkeriild

utvonalak aktivitdsanak vizsgalatira. Az XPA~ sejtvonalhoz képest az XPA~ PCNAK!94R

mutans
sejtvonalban, és az ezen hattérben PCNAKI®R  fehérjét expresszald negativ kontroll
sejtvonalban is szignifikdnsan alacsonyabb volt a TLS aranya a T-T(CPD) 1éziok atirasaban,
megerdsitve a PCNA ubikvitilacio szerepét a TLS polimerazok toborzasdban (20E é&bra). A
PCNAKIMR_ b és PCNAKIRUBKSR fi17i6s fehérjék expresszidja a normal PCNA
expressziojahoz hasonldéan menekitette a TLS ardnyanak csokkenését, az XPA~ sejtvonalban
mért szintre (20E abra). Mivel az XPA~ PCNAK!0*R:PCNAKI64R_UBKOR gejtvonalban a PCNA
poliubikvitilacidjara nincsen lehetdéség, az eredmény arra wutal, hogy a PCNA

monoubikvitilacidja elegendd a TLS ¢és a templatvaltdis/HR hibaelkeriild tutvonalak

mukodéséhez.

A szintetikus CPD Iézidkat tartalmaz6 plazmidokon alapuld esszé elsésorban a TLS és
templatvaltas ardnyat képes mérni, azonban kvantitativ PCR mérések azt mutattak, hogy a

PCNAKRIR_JpKER - fehérjét expresszald sejtvonalban a plazmid replikacidjanak teljes

78



dc_1771 20

A B 56% 53%
transzgén hianya 55 .
QO
42 .. O e %
5 . 0
«E PCNA PCNA ) T S D G w——
3 26
= . . . e
Q i B VR S ¥ ¥
o e “EELEL R
S ] £ = =SB 3
< K164R : &3 g
< M WT PCNAKIe#
S | PCNA®-Ub (" PcNA  [H{Uo])
S 8 38 8 8
e K164R S 2 9 9
> B =2
PCNAK164H_UbK63R ( PCNA (H Ub 0 § i’ ?:’
I I e I)J IJJ
K164R  K63R s &
g
C D 100
2 £
3 3 = wT
© @
3 5 - PCNAKI#
< - -~ PCNAK1#%:PCNA
e 2 - PCNAS#:PCNAKISR
- PCNAK18:PCNAKISA-J
8- PCNAK164H:PCNAK164H_UbK63H
T T T 0.1 T T T T
0 2 4 6 0 20 40 60 80
UV (Jim?) MMS (ppm)
E 80 * * * *
4 O templat-
70 - valtas
mTLS

% atirt 16zi6
o)
S
|

XPA~ XPA~ PCNAK164R

VNOd

uroVNOd

AN-ureVNOd

ueaidN-uro1VNOd
~-E00HX -VdX
—-kVYOHE -YdX

20. Abra: PCNA médositasok és HR fehérjék befolyasa a hibaelkeriilé mechanizmusokra.

(A) A DT40 PCNA*'*F mutéans sejtvonalban expresszalt PCNA konstrukciok sematikus abraja:
PCNA (pozitiv kontroll), PCNA®'**® (negativ kontroll), PCNAX'®*R_Ub &5 PCNAK!#R_Jp*roR
fazios fehérjék. A PCNA K164R mutacioja megakadalyozza a fehérje in vivo ubikvitilacidjat, az
ubikvitin K63R mutacidja megakadalyozza az in vivo poliubikvitilaciot. (B) A nem moddositott és
modositott PCNA formak szintjének Osszehasonlitasa Western blottal DT40 sejtlizatumokban.
Az ubikvitin fazi6é denzitometridsan meghatarozott aranyat feltiintettiik a kép felett. A membran
Ponceau S festése toltési kontrollként van feltiintetve. (C, D) Koldniatalélési esszék a feltiintetett
sejtvonalak érzékenységének meghatarozasara UV (C) és MMS (D) kezelés esetén, harom
figgetlen mérés atlagat és standard hibajat abrazolva. (E) A feltiintetett genotipusu
sejtvonalakban replikalt, sikeresen atirt lézidoval rendelkezd plazmidok kozott a TLS és a
templatvaltas aranya, 4-6 fiiggetlen mérés atlagat és standard hibajat abrazolva.
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hatékonysaga sem csokkent (Gervai et al., 2017). Amennyiben az észlelt templatvaltas tipust
események valddiak, kell lennie olyan genetikai hattérnek, amelyben a templatvaltas
hatékonysaga alacsonyabb. Elvégeztiik az esszét tehat két HR génhidnyos sejtvonalban is, és
azt tapasztaltuk, hogy mind a BRCA 1, mind az XRCC3 gén kiiitése jelentdsen csokkentette a
templatvaltast mutatd szekvencidk aranyat (20E dbra). A kisérletsorozat tehat azt mutatja, hogy
a DT40 sejtvonalban a PCNA poliubikvitilacidja nem sziikséges, a klasszikus HR fehérjék
viszont sziikségesek a templatvaltashoz. Annak megallapitasara, hogy az észlelt templatvaltas
milyen topoldgiai mechanizmussal torténik, illetve sziikségelteti-e a replikacios villa
Osszeomlasat, tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Eredményeink nem zarjak ki a PCNA

poliubikvitilacidjanak mas funkcioit példaul az elakadt replikacios villak stabilizalasaban.

3.5.3 A BRCA fehérjék hianyaban megndvekszik a DNS-sérilések szama

A HR fehérjék tehat sziikségesek az egy szalat érintd DNS 1€zidk alternativ templatot hasznalo
atirdsdhoz. A replikacios villa 6sszeomlasa nélkiili templatvaltd reakcidban, és az eltorott
replikacios villak Ujrainditdsaban is szerepet jatszhatnak (2. abra). A H2AX hiszton
foszforilacigja a kettds szalt DNS szaltoréseknek és az elakadt replikacios villaknal keletkezd
hosszu egyszali DNS-szakaszoknak is korai markere (Gagou et al., 2010; Rogakou et al., 1998;
Sziits és Krude, 2004). Kezeletlen vadtipustt DT40 sejtekben is észlelhetd a foszforilalt H2ZAX
(y-H2AX) alacsony szintje, azonban BRCA 17~ sejtekben szignifikinsan magasabb szinten van
jelen (21A abra, p=0.049, paros t-teszt). A kiilonbség még latvanyosabb egyoras MMS kezelés
utan (21A éabra). A y-H2AX szintje 6t oraval a kezelés utan tovabb emelkedett a vadtipusu és
a BRCAI”~ sejtekben is. Hasonld tendencidkat lattunk kezeletlen és MMS-kezelt BRCA2~~
sejtek esetében is (21B abra). A y-H2AX 0sszességében megemelkedett szintje egyiitt jart a y-
H2AX szubnukleéris fokuszok megjelenésével a sejtek egy részében (21C abra), melyek az S

fazisban levo sejtek elakadt vagy 6sszeomlott replikacios villait jelolhetik.

Az MMS kezelés kozvetleniil nem okoz DNS-toréseket (Lundin et al., 2005). Amennyiben a
templatvaltas aranylag rovid posztreplikaciés hézagoknal torténik, valdsziniileg ezek sem

vezetnek H2AX foszforilaciohoz. A megemelkedett és tartds y-H2AX szignal igy a replikacids
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villak gyakoribb 6sszeomldsara, illetve az igy keletkezett torott villak hidnyos javitdsara utal
BRCA27 és BRCAI™" sejtekben. A spontan, illetve MMS kezelés utan észlelt genomi deléciok

magasabb szama (Zamborszky et al., 2017) is a DNS-torések feldusuldsara utal BRCA1/2

mutansokban.
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21. Abra: a DNS sériiléseinek molekularis markere

(A, B) A y-H2AX foszforilalt hiszton forma detekcidja western blottal vadtipusu sejtekben,
valamint BRCA1 heterozigéta (+/-) és homozigéta (+/+) sejtekben (A), és BRCAZ2 heterozigota
(+/-) és homozigdta (+/+) sejtekben (B), kezelés nélkiil vagy egyoras 80 ppm MMS kezelés utan
kozvetlenill vagy 5 oraval. A reprezentativ kemilumineszcencids képek felett a normalizalt jel
atlaga és standard hibaja van abrazolva 3-4 kisérletbol. A vadtipus és a homozigota mutansok
kozotti szignifikans kiilonbségeket csillag jelzi (p<0.05, paros t-teszt). (C) Reprezentativ
immunfluoreszcencias képek y-H2AX (zold) és DNA (kék) festéssel vadtipust, BRCAI” és
BRCA2"" mutans sejtek magjaiban az (A, B) panelekben is alkalmazott kezeléseket kovetéen.
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3.5.4 A HR fehérjék szerepe elhanyagolhatd a kettés DNS szaltérések mutagenikus
javitasaban
A HR fehérjék hidnydban megnovekszik a spontan kialakulé delécidok szdma, azonban a
BRCA2 ¢és a PALB2 hianyaban tobb és nagyobb delécio keletkezik, mint pl. a BRCAI
hianyéaban (13. abra). A deléciokat okozhatja a HR tokéletlen miikddése, vagy a HR hianyaban
fellépd helyettesitdé folyamatok. Kettds szaltorések esetén az NHEJ potolhatja a HR-alapa
javitas kiesd funkcioit. Felallitottunk egy kisérletes rendszert annak vizsgalatara, hogy jol
definialt kettds DNS szaltoréseknél milyen mutaciok, deléciok keletkeznek. Két kiilonb6z6
genomi lokuszt hasitottunk CRISPR-Cas9 rendszerrel, melyhez a sziikséges sgRNS-t és Cas9
fehérjét kodolo plazmidot tranziens transzfekcioval juttattuk be a DT40 sejtekbe. A sikeresen
transzfektalt sejteket sejt szorterrel kivalasztottuk a plazmid altal szintén expresszalt
fluoreszcens fehérje alapjan, majd a célzott genomi régiot PCR segitségével sokszorositottuk,
¢s az amplikont nagy lefedettséggel szekvenaltuk. Vadtipusu sejtek esetén a szekvencidk kb.
60%-a mutatott mutaciokat, amelyek foleg deléciok, vagy kombinalt delécidk és inzerciok
voltak (22B 4bra). Ugyanezt a kisérletet elvégeztiik a 3.3. fejezetben mar bemutatott HR és
checkpoint muténs sejtvonalakon. Erdekes modon nem talaltunk szamottev® kiilonbségeket a
keletkezd deléciok méreteloszlasaban a vadtipust €s a kiilonféle mutans sejtek kozott (22.
abra). A kapott méreteloszlasokban a medidn méret kb. 5-7, amely igen hasonlit a BRCA2 és
PALB2 hianyaban keletkez6 spontan deléciok spektruméra (13. dbra). Egy KU707~ génkiiitott
sejtvonalban, amelyben az NHEJ hibajavité folyamat miikodésképtelen, sokkal kevesebb
deléciot talaltunk a célzott 16kuszokndl, melyeknek méreteloszlasa is erdsen eltért a tobbi
sejtvonalban tapasztaltnal. Kovetkezésképpen megallapithatjuk, hogy (1) a kettés DNS
szaltorés mutagenikus javitasaért kizarolag az NHEJ felelds, (2) az 5-7 median hosszusagu,
mikrohomologiat mutatd deléciok kettds szaltorés javitasa kdvetkeztében johetnek 1étre, (3) a
BRCA2 ¢és PALB2 mutans sejtekben a kettds szaltorések megnovekedett szama okozhatja a

spontan megjelend deléciok tobbségét, azonban ez mas HR gének esetén nincs igy.
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22. Abra: Rovid inzerciék és deléciék kialakuldsanak genetikai hattere

(A) Amplikonszekvenalassal meghatarozott deléciok kumulativ méreteloszlasa két CRISPR-rel
célzott genomi lokusznal a feltlintetett vadtipusu és génkiiitott sejtvonalakban. (B) Egymasra
halmozott nézete az Osszes delécidnak (narancs) és inzercionak (kék) két CRISPR-rel célzott
genomi lokusznal négy feltlintetett sejtvonalban, az Osszes szekvenalt amplikon aranyaban

mutatva.

Valoszinti tehat, hogy a BRCAI és egyéb HR mutansokban keletkezd nagyon rovid deléciokat

egy az NHEJ-t6] ¢€s a kettds szaltorés javitasatol kiilonbozé mechanizmus okozza, melynek

aktivitdsa novekszik a HR fehérjék hianyaban. Ez a mechanizmus lehet a TLS, hiszen a

cisplatin kezelés utan is megfigyelhettiik rovid, 1-2 bazisparos indelek keletkezését, melyeket

a 1éz16t tartalmaz6 templat masolasa okoz.
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4 KOVETKEZTETESEK, KITEKINTES

A DNS-szekvenalas €s a bioinformatika fejlédése forradalmasitotta a mutagenezis kutatésat.
A mutagenikus folyamatok mechanizmusanak megértéséhez alapvetd sziikséglet a folyamatok
minél alaposabb megismerése, melyre lehetdséget nyljt sejtpopulacidk €s szovetmintak teljes
genomjanak a meghatarozasa, valamint az adathalmazokon végzett pontos mutaciodetektalas.
Munkénkkal 1ényegesen hozzajarultunk a sejtvonalak genomjanak mutagenikus esszéként valo
hasznositasahoz. Elséként térképeztiik fel tobb gyakran hasznalt sejtvonal genomjat, és
kifejlesztettiink egy egyszerii elven miikddo, gyors és pontos mutaciodetekcids modszert sok
izogenikus minta kiilonbségeinek azonositdsara. Megmutattuk, hogy tenyésztett sejtvonalak
spontan mutacios folyamatai igen jol modellezik a szoveti sejtekben zajlo spontan
mutagenezist, egészséges €s tumorszovet esetében is. A mutacios folyamatok tovabba fontos
sebességérdl, igy a jovoben ajanlott minden kisérleti célra hasznalt sejtvonal esetében a genom

szekvenalasa, valamint a spontan mutagenikus rata ¢és spektrumok meghatérozasa.

A kiilonféle hatoanyagok, vegyszerek ¢és kornyezeti hatasok mutagenicitdsanak mérése
lényeges az egészségre artalmas hatas, els6sorban a karcinogén hatds megitélése
szempontjabol. A mutagenikus hatast jelenleg féleg riporter géneket hasznalo esszékkel mérik,
mint a bakteridlis Ames teszt (Mortelmans és Zeiger, 2000), vagy a HPRT mutagenezis teszt
emlds sejtvonalakban (Johnson, 2012). A teljes genomra kiterjedé mutaciddetektalds azonban
sokkal részletesebben méri a mutagenezist. és az okozott mutaciok mennyisége is jobban
értelmezhetd, mint a sokszor tilérzékeny Ames teszt esetén. Igy valoszinii, hogy hamarosan
bekertil az ajanlott vagy elvart preklinikai toxicitasi vizsgalatok korébe a sejtkultirdban torténd
teljes genomszekvenalds. Ezzel a modszerrel hasonlitottuk Ossze a gyakran hasznalt
kemoterapids szerek mutagenikus hatasat. Eredményeink hasznossagat tobb modell sejtvonal

bevonasaval lehetne novelni.

A mutaciokat eldallité folyamatok kiilondsen érdekesek. Az ultraibolya fény altal okozott
fototermékek esetén megmutattuk, hogy a transzlézios DNS szintézis felelés a mutagenikus

hatas jelentds részéért. A homolog rekombinacio és az MMR esetén pedig az latszik, hogy ezen
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specifikus DNS-javitd mechanizmusok védik a sejtet a mutaciok kialakuldsatol, tehat a
hianyukban fellépd vagy feldusulo alternativ folyamatok rendelkeznek mutagenikus hatéssal.
Amennyiben a HR DNS-toréseket javit, csak az NHEJ képzelhetd el realis alternativajanak.
Azonban kisérleteinkbdl kitlint, hogy az NHEJ nem felelds a HR hianydban keletkezd 1-2
bazisparos indelekért, illetve a bazisszubsztituciokért. A HR fehérjék az elakadt replikacios
villaknal bekdvetkezd templatvaltasban is szerepet jatszanak, €s ennek a folyamatnak lehet
alternativdja a transzlézids szintézis, példdul az egyszalu posztreplikacidos hézagok
betoltésével. A HR hidnyaban bekovetkezd bazisszubsztitiiciok €s rovid indelek keletkezésére

a legvaldszinlibb magyarazat tehat a transzI€zios szintézis feler6sodott mitkodése.

A mutagenezis az emberek szamara legrelevansabban a daganatok kialakulasaban jelentkezik.
Ennek megfelelden a mutdcidos mintazatok jelenleg népszerti osztalyozasa is szinte kizarolag
tumorgenomokra tamaszkodik. A daganatok valoban jol mutatjak a sejtekben miikodd Osszes
tipust mutagenikus hatdst: a kornyezeti hatasokat, valamint a sejt normalis és abnormalis
miikodésébdl eredd hatasokat. Kézenfekvd tehat a tumor szomatikus mintazatait diagnosztikai
célokra felhasznalni. Az adatgyiijtés a DNS szekvenalas koltségeinek tovabbi csokkenéseével
altalanosan elérhet6 lesz, az adatok feldolgozéasa automatizalhatd, és a viszonylag egyszeru
szerkezetli mutacios adathalmazokon konnyen alkalmazhatok a gépi tanulas modszerei (Jiao et
al., 2020). gy varhatoan egyre tobb predikcios modszer sziiletik majd a megfeleld kezelésnek
a tumorgenom alapjan torténd kivalasztasara. Fontos azonban figyelembe venni, hogy egyrészt
a daganatok heterogének, tehat egy szovetminta nem biztos, hogy jol reprezentdlja az egész
tumor tulajdonsagait, masrészt a mutaciés mintazatok a daganat multbeli tulajdonséagait is
mutatjak, és nem feltétleniil észlelhetd rajtuk egy késébbi ujabb valtozés. Példaul ha egy HR
mutans tumor rezisztenssé valik a HR hianyat célzo kezelésre, amely megtorténhet a mutalt
BRCA génekben keletkezd 0jabb, reverziés mutaciok kovetkeztében (Sakai et al., 2008;
Szikriszt et al., 2016), akkor megsziinnek a tumorban a HR hidnyara jellemzd spontan
mutagenikus folyamatok. Azonban a genomjaban tovéabbra is lathatdo a HR hianyra specifikus

mintazat, amely mar nem korreldl az adott kezelésre mutatott (csokkent) érzékenységgel.
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A daganatok kezelése latvanyosan fejlodik, 1) célzott terapidk megjelenésével és a
kemoterapidk pontosabb alkalmazasdval. Azonban a rezisztencia kialakuldsa minden
kezelésnél alapvetd probléma. A DNS-t célzd kemoterapidk, valamint a DNS hibajavitas
problémait kiaknazo célzott terapidk esetén rezisztenciat okozhat a DNS-hibatolerancia
mechanizmusok megvaltozott mitkddése. fgy a rezisztencia mechanizmusainak feltarasahoz és
ujabb terapias megkozelitésekkel valo kiaknazasdhoz alapvetden sziikséges a DNS hibajavito

¢s hibaelkeriild mechanizmusok minél részletesebb megismerése.
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5 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 mutéacids 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 tvonal 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 replikaciojaban.

&9



dc_1771 20

90



dc_1771 20

ROVIDITESEK

Angol nyelvii kifejezések roviditéseinek esetében az angol és a magyar megfelel6t is

feltiintettem.

ALV avian leukosis virus, madarleukozis virus
AUC area under curve, gorbe alatti tertilet

BER base excision repair, baziskivagd hibajavitas
bp bazispar

CPD ciklobutil pirimidin dimer

CRISPR clustered regularly interspaced short palindromic repeats

DNV dinukleotid variacio

FBS Fetal bovine serum, magzati marhaszérum

FPR fals pozitiv rata

HR homolog rekombinacio

MMR mismatch repair, nem 6sszeilld bazisparok javitasa

MMRd MMR deficiens

MSI microsatellite instability, mikroszatellit instabilitas

MSS microsatellite stability, mikroszatellit stabilitas

NER nucleotide excision repair, nukelotidkivago hibajavitas

NHEJ non-homologous end joining, nem homolog végek 6sszekapcsoldsa
NMF nemnegativ matrix faktorizacio

PBS phosphate buffered saline, foszfatpufferes fiziologias sooldat
PCNA Proliferating cell nuclear antigen

PCAWG  Pan-Cancer Analysis of Whole Genomes
PDX patient-derived xenograft, betegbdl szarmazd xenograft

ppm parts per million, milliomodrész
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RMSD
ROC
SCE
SNP
SNV
SV
TCGA
TLS
TPR
Ub
UV
WES
WGS

WT

92

root-mean-squared deviation, négyzetes kdzép

receiver operating characteristic, vevd miikodési karakterisztika
sister chromatid exchange, testvérkromatidok kicseré¢lddése
single nucleotide polymorphism, egynukleotidos polimorfizmus
single nucleotide variation, egynukleotidos variacid

strukturalis variacid

The Cancer Genome Atlas

transzlézids szintézis

valodi (true) pozitiv rata

ubikvitin

ultraviolet, ultraibolya

whole exome sequencing, egész exom szekvenalas

whole genome sequencing, egész genom szekvenalas

wild type, vadtipus
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