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1. Bevezetés

A 4-nitrokinolin 1-oxid (4-NQO), a tudomanyos kutatasokban alkalmazott mutagén.
Kezdetben UV-sugarzas mutagén hatasanak mimikalasara hasznaltak, pl. melanomas és
egészséges emberi sejtekben [1]. Ugyanakkor szajiiregi rak indukalasara egerekben, illetve a
dohanyzas altal kivaltott tumorok vizsgalatara is alkalmaztak [2]. A human tumorok DNS
szekvenalasi eredményeibdl jol ismert, hogy ezen két folyamat teljesen eltérdé mutacids
mechanizmusokhoz kotheté. Ahhoz, hogy a tumorigenezist modellezé kisérletekben
megbizhatéan alkalmazzunk egy mutagént, kiemelten fontos a szer altal kivaltott mutacids
folyamatok részeletes ismerete. Az eddigiek alapjan felmertiil, hogy a 4-NQO j6 modellje-e a
dohanyzés okozta mutagenezisnek.

A dohanyzas szamos tuton kivalthat mutagenezist, leggyakrabban DNS adduktok
keletkezése réven. Ez kozvetett Giton, példaul p53 vagy KRAS mutaciok, sejtfelszini receptorok
aktivalasa, vagy tumorszupresszor gének gatlasa itjan is eldsegitheti a tumor kialakulasat. A 4-
NQO a dohanyfiist kémiai komponenseihez hasonlé médon képez DNS-adduktokat, ezért is
alkalmas a dohanyzas hatasanak mimikalasara[3].

Kutatocsoportunkban a kiilonb6z6 citotoxikus anyagok hatasanak vizsgalatara
kifejlesztett moddszer all rendelkezésre, melynek alapja, hogy ko6zos 06sbél indulva

parhuzamosan kezelt izogenikus mintakat vizsgalunk (1. abra).
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1. dbra. A mutagének izogenikus sejtvonalakban torténd vizsgalatanak altalanos sémaja. A
parhuzamos klonok egyetlen k6zos 0sbdl szarmaznak, azonban a kezelések soran egyedi

mutaciokat akkumulalnak [4].

Ezt sikeresen hasznaltdk mar tobbek kozott csirke és human sejtvonalakban a kollateralis
mutagenezis vizsgalatara [5], vagy kiillonb6z0 platina alapti kemoterapias gyogyszerek mutagén
hatasanak nagysaganak és mechanizmusanak dsszehasonlitasara[6].

Munkam soran hasonlé modon vizsgéltam a 4-NQO hatasat tobbféle sejtvonalon, és az

eredményeket Osszevetettem human tumorokbol szarmazo adatokkal.



2. Célkituzés

Munkam célja a 4-NQO altal kivaltott mutaciok vizsgalata izogenikus sejtvonalakon
teljes genom szekvenalassal (Whole Genome Sequencing, WGS), DT40 csirke limfocita és
TK6 human limfocita sejtekben. E16bbi azért elonyds, mert tobbféle DNS javito hibas genotipus
is rendelkezésre all, igy sziikség esetén azok is vizsgalhatok, utobbi pedig a human sejtekben
okozott valtozasok megértéséhez relevans informaciokat nyujt.

Tovébbi célom a mutagenezis hatterében all6 mechanizmus részleteinek kideritése a

kiilonb6z6 modellrendszerekbdl és adatbazisokbol szarmazo adatok dsszevetése révén.

3. Irodalmi attekintés

3.1. A dohanyzas, a mutaciok és a rak kapcsolata

A dohanyfiist tobb ezer vegyiilet keveréke, melyek koziil tobb mint 60 karcinogénként
van szamontartva. Egyik legkarosabb a 4-(metilnitrozamin)-1-(3-piridil)-1-butanon, amely
biotranszformacié révén  metil-diazohidroxidda  alakul, amely képes reagalni
guaninmaradvanyokkal. Ezenkiviil tartalmaz még policiklikus aromas szénhidrogéneket, mint
példaul benzopirén, aromas aminokat, aldehideket, fenolokat és szénhidrogéneket [7]. A
dohédnyzas évente tobb milli6 ember halalat okozza, és szamos human raktipussal hozhato
Osszefliggésbe, mint példaul: szdjiiregi-, tiidé-, gyomor-, hasnyalmirigyrak €s leukémia. Az
eddigi kutatasi eredmények alapjan a dohanyzé emberek szoveteiben a DNS-adduktok

megjelenése sokkal gyakoribb, mint nem dohanyz6 emberekben[8].

A tumorokban detektalt szomatikus mutdciokat un. mutacidés spektrumon lehet
abrazolni, melyen az lathato, hogy a kiilonb6z6 mutacios kategoriakbol az adott mintdban hany
mutacidt taldlnak. A kategoridkat a mutacid helyén meghatarozott szekvencia triplet adja
(referencia bazis a mutacido helyén az azt megel6z6 és kovetd bazissal). A mutacios
spektrumokbdl mutaciés mintdzatokat szarmaztattak, amelyek linearis kombinacid révén
alkalmasak a kiilonb6z6 mutacios spektrumok leirasara, feltarva a tumor kialakulasdhoz vezetd

okokat [9].

Ludmil B. Alexandrov és munkatarsainak eredményei alapjan a baziscserék, dinukleotid
mutaciok, inzerciok, deléciok szdma is szignifikdnsan magasabb dohdnyos emberek tumoros
elvaltozasaiban [10]. A daganatok szomatikus mutacidira jellemz6é mintazatoknak

tulajdonithatd mutaciok szdméanak Osszehasonlitdsa dohanyzo és nem dohanyzdé emberekbdl
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vett tumormintakban azt az eredményt adta, hogy a dohdnyzas szignifikansan noveli a 4. és az

5. mutacids mintazathoz tartozd mutaciok szamat.
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2. abra. A dohanyzasra jellemz6 4-es mutacios mintazat a COSMIC adatbazisbol. A hat alap
mutacios kategoria eltéré szinekkel van abrazolva, és tartalmazza a reverz komplementer

mutacidkat is. Az oszlopdiagram kategériai a mutacié helye koriili szekvencia tripletb6l
allnak [9].

A 4-es mutacios mintazat (2. abra) szinte csak olyan tumorokban talalhaté meg, amely
kozvetleniil kitett volt a dohanyfiistnek vagy amelyekben a dohdnyzas noveli a rak
kialakulasanak kockazatat. Ezen szignatirat legjelentésebb mértékben a tido ¢és a
gégerdkokban talaltdk meg, de minden egyes tumorban jelentdsebb a mértéke dohanyzok
esetében. Ebben a mintazatban a legnagyobb mértékben C>A mutacio van jelen, emellett T>A

mutaciok is szamottevok.

Az 5. mintazat az 6sszes raktipusban megtalalhato, legjelentdsebb mértékben T>C és C>T
muticiok domindlnak benne, elébbi mutacié esetében pedig domindl a transzkripcios
asszimetria jelensége. Nem dohanyz6 emberek tumormintdiban ezen szignatira korreldl a
diagnozis felallitasanak koraval és hozzajarul a mutaciok felhalmozodasdhoz. Az 5. mintazat
gyakorisaga dohdnyz6 emberek tumormintaiban jelentdsen megnd, ami arra utal, hogy a

dohanyzas felgyorsitja a mutagenezis folyamatat. [10,11].

3.2. A 4-NQO tulajdonsagai, hatasai, a mutaciok kialakulasanak mechanizmusa

A 4-NQO egy vizoldhato kinolin szarmazék (3. A abra), karcinogén vegyiilet, amely
mutaciokat és kromoszoma aberraciokat hoz 1étre a sejtekben. A kiilonboz6 kinolinok és
szarmazékaik, igy a 4-NQO is el6fordulhat a kornyezetiinkben ipari eredeti

levegdszennyezOanyagként, de jellemzden szintetikus anyag és kutatdsi célokra hasznaljak
[12].
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3. dbra. A) A 4-NQO szerkezeti képlete, B) 8-hidroxi-dezoxi-guanozin, a 4-NQO altal
okozott f6 addukt C, D) N4-(guanozin-7-il-4AQO) és 3-(dezoxiadenozin-N6-il)-4AQ0 a
mellékadduktok,

A vegyiilet mutagenikus hatdsat a nitrocsoport enzimatikus redukcidja inditja el, igy 4-
hidroxiaminokinolin 1-oxidda (4-HAQO) alakul, amely kovalens kotést tud kialakitani a DNS-
sel. A legnagyobb mennyiségben 8-hidroxi-dezoxi-guanozin (80HdG) (3. B abra) képzddését
mutattak ki, de N4-(guanozin-7-il-4AQO0) (3. C abra) és 3-(dezoxiadenozin-N6-il)-4AQO (3.D
abra) adduktok keletkezését is detektaltak. A kés6bbi kutatasok bebizonyitottak, hogy a
80HdG addukt van talsulyban[13]. A 80HdG a 4-NQO hatasa soran kialakulo reaktiv
oxigénszarmazékok (ROS) révén is keletkezhet. Nunoshiba és munkatarsa 4-NQO-val kezelt
Escherichia coli-ban megndvekedett SoxS (szuperoxid valasz gén) expressziot mutattak ki.
Olyan E. coli mutans torzsekben, amelyek hianyos szuperoxid-dizmutaz aktivitassal, vagy mas
oxidativ karosodasokat javitdo enzim deficiencidval rendelkeznek, szintén megndtt ezen gén
aktivitasa, illetve érzékenyebbnek is bizonyultak a 4-NQO-val szemben[14].

A 4-NQO biotranszformacié soran a glutationnal konjugalodik. A glutation
gyokké alakul, tehat oxidativ stresszt valt ki. Egerek nyelvében kimutattdk az NRF2 gén
aktivalédasat, amely tobb oxidativ stresszre adott valaszreakcioért felelds gén szabalyozasaért
felelds [15]. Ezenfeliil kimutattak, hogy a 4-NQO a topoizomeraz I DNS hasitdo komplexek
kialakuldsat is indukalja, amely a replikdciot gatolva szintén eldsegitheti a karcinogenezis
folyamatat.

Arima és munkatarsai szintén vizsgaltak a fenti mechanizmusokat human fibroblaszt
sejtekben, és kimutattak, hogy antioxidans hozzaadasa csokkenti 8OHAG mennyiségét a

sejtekben. Katalaz hatasara teljesen megsziint a 8OHAG képzddése, mig szuperoxid-dizmutaz



(SOD) lelassitotta ezen addukt keletkezését. Ennek az lehet a magyarazata, hogy SOD hatasara
H20:2 keletkezik, amely szintén ROS, igy kivalthatja a DNS karosodasat [13].

4-NQO
4-hidroxiaminokinolin 1-oxid Reaktiv oxigén-
(4HAQO) szarmazékok (ROS)
DNS adduktok Oxidativ karosodas
(tobbségében dG addukt) (pl. BOHdG)
G:C-bél A:T/T:A/C:G G:C-bdl T:A
mutaciok

l

Laphamsejtes
karcindma

4. abra. A 4-NQO két f6 ttvonalon fejti ki mutagén hatasat a sejtben: kozvetleniil adduktot
képez a DNS-sel vagy oxidativ stresszt valt ki, és az igy felszabadulo reaktiv

oxigénszarmazékok reagélnak el a DNS bazisaival [15]

A 4-NQO-t hatékonyan alkalmazzak a fej és nyak lapham tumorok modellezésére [16].
Ez a tumortipus kiilondsen gyakori a dohdnyzo paciensek korében, ami a dohanytermékekben
talalhatéo aromas vegyliletek altal kivaltott mutagenezishez kothetd. Ezek tulnyomoan C>A
mutaciokat jelentenek, hasonldan a 4-NQO altal kivaltott mutagenezishez. A sejtekben mind a
4-NQO, mind a dohanyzas altal kivaltott DNS 1éziok javitasa polimeraz & fiiggd nukleotid
kivago javitassal (nucleotide excision repair, NER) torténik. Az eddigi kutatasok azt mutattak,
hogy a 4-NQO és a dohanyzas hatasara egyarant csokken a POLD4 expresszidja. Ez a Pol &
egyik alegysége, tehat a NER javito képessége csokken. Ezen feltételezést megerdsitette, hogy
azon sejtek, amelyekben siRNS-el csokkentettek a POLD4 expresszidjat, érzékenyebbek voltak
a4-NQO-ra. [3]

Kimutattak azt is, hogy a 4-NQO-val kezelt sejtekben megnohet a kettds szala torések
gyakorisaga, és HPV+ és HPV- HNSCC (fej-nyaki laphamsejtes karcinoma) sejtvonalakon a
kettds szalu toréseket javitdo homoldg rekombinacio fehérjéinek nagymértékii aktivalodasat

figyelték meg [17].



3.3. A nukleotid kivagé javité mechanizmus

A nukleotid kivago javitdé mechanizmus (NER) a 4-NQO altal kivaltott mutaciok {6
javitasi atvonala. A NER-nek két f6 utvonala van: globalis és transzkripcidhoz kotott, és
leggyakrabban olyan 1ézidkat javit, amelyek csak a DNS egyik szalat érintik. E16bbi esetben a
szenzorfehérje az XPC, mig utobbi esetben az RNS polimeraz. A két Gitvonal ezutdn ugyanugy
folytatodik tovabb, az XPA fehérje az XPB és XPD fehérjéket aktivalja, amelyek a 1€zi6 koriil
kitekerik a DNS szakaszt, elvdlasztjadk a sériilt szdlat a komplementerétél. Ezutan az
XPF/ERCCI1 és XPG fehérjék kivagjak a hibas szakaszt, egy DNS polimeraz kitolti a hézagot,

majd az eredeti és az 4j DNS szakaszt egy ligaz 6sszekoti egymassal [18].

3.4. A 4-NQO mutaciés spektruma

Elsoként Downes ¢s munkatarsai foglalkoztak a 4-NQO altal kivaltott mutéaciok
vizsgalataval Aspergillus nidulans gombaban teljes genom szekvenalast alkalmazva [19]. A
kutatas eredményei azt mutattak, hogy a mutaciok eloszlasa a genomban véletlenszert, és az
azonositott mutaciok 95%-a guaninon, mig 5%-a adeninen tortént. Mindkét esetben kimutattak,
hogy 4-NQO hatésara a tranziciés mutaciok kis mértékben gyakoribbak, mint a transzverziok,
Leggyakoribb mutacionak a C>T bizonyult, a mutaciok 56%-a ebbe a kategoriaba esik [19]

A 4-NQO mutaciés spektrumat Wang és munkatarsai egereken végzett kutatdsok

alapjan teljes exom szekvenalassal vizsgaltak [2] (5. abra).
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5. dbra. A 4-NQO mutacios spektruma [2]. Az abra x tengelyén a mutaciok 96, triplet alapt
kategoriaja szerepel. Mutacio tipusonként (az abran szinenként) 16 kategoria van, a mutalt
bazist megeldz6 és kovetd bazis (4-4 lehetdség) tipusa alapjan. Az y tengelyen az adott

mutécios kategoria szazalékos eléfordulasa szerepel.
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A kisérlet soran 4-NQO oldatot itattak egerekkel 16 héten keresztiil, majd 6 hét utan a keletkezd
tumorokbol sejteket izolaltak, tenyésztettek, majd vad tipusu C57B1/6 egerek nyelvébe tiltették
be [2]. Az eredményeik azt mutattak, hogy annak ellenére, hogy a dohanyfiist tobb mint 60
karcinogén anyagbol all, a 4-NQO-val valo kezelés elegendd volt a karcinogén hatasanak
mimikaldsdhoz, a mutéacios spektruma 94%-os hasonldsdgot mutat a dohdnyzas spektrumaval.
A C>A mutaciok mintdzata mindkét esetben azonos, azonban a C>G és C>T mutacidk ardnya
nagyobb, mig a T>A mutaciok aranya Kisebb a 4-NQO-val kezelt mintakban a dohanyzo
betegek tumoraiban kimutatott 4-es szamti mutacidés mintazathoz képest, ez utobbi esetben a
legnagyobb kiilonbség a CTG mutaciok szamaban van. A C>A mutacios kategoéridban a
legmagasabb csucsok a: CCA, CCC és CCT. Emellett azt is kimutattak, hogy a transzkripciod
soran atirt szalon nagyobb a dominans C>A mutaciok szama, mint a nem atirt szalon, vagyis a
transzkripcios aszimmetria jelensége is megfigyelhet6 [2].

He és munkatarsai kutatocsoportunkkal egyiittmiikodésben a Brcal*’~, Trp53*-
heterozigdta hattéren kialakuld nyeldcsorak kialakulasat vizsgaltdk egérmodellekben. A 4-
NQO-t a replikacios stressz eldidézésére hasznaltak fel, amely a tumorok kialakuldsat a kisérleti
modellben jelentésen felgyorsitotta, a 4-es mutdciés mintdzatra jellemzé C>A mutdciok

kialakulasa mellett [20].

3.5. A 4-NQO apoptozist indukal6 hatasa

Mas kutatasokban a 4-NQO apoptozist indukalo hatasat vizsgaltak. Han és munkatarsai
epidermoid karcinoma sejtvonalon (KB sejtek) kutattak a 4-NQO hatasat, a kezelést kovetéen
nativ koriilmények kozott és akridin naranccsal, etidium-bromiddal torténd festést kvetden is
apoptozis morfoldgiai jellemzdi: a sejtek zsugorodasa, a sejtmag z61drél narancssargara torténd
megvaltozasa. Ezt Annexin V-FITC-el torténd festéssel is megerdsitették, az Annexin V az
apoptozis egyik markerfehérjéje. Mindezek mellett vizsgaltak a p53 szerepét a 4-NQO altal
kivaltott folyamatokban harom sejtvonalon: normal human bdr fibroblaszt (NHSF), KB ¢és
spontan modon transzformalt, két p53 mutaciot hordozd HaCaT humdan keratinocita
sejtvonalakon. A p53 expresszios szintje a kezelést kdvetden csak az utdbbi esetben nem
emelkedett, vagyis jelentés szerepe lehet a 4-NQO altal kivaltott apoptozis modulalasaban.
Ezenfeliil a kaszpaz 6 és 9 fehérjék expresszioja is megemelkedett a KB sejtek esetén, amelyek
az apoptozis kulcsfehérjéi, illetve a mitokondridlis membranpotencial is csokkent, vagyis a
mitokondrium membranja karosodott. Tehat a 4-NQO apoptézist indukalhat, ha a DNS

karosodas nem javithato [21].



Kontroll 4-NQO

Fazis

Akridin narancs
Etidium-bromid

6. dbra. A 4-NQO altal indukalt morfologiai elvaltozasok [21] A) Nativ koriilmények
kozott végzett megfigyelés faziskontraszt-mikroszkoppal. A kezelt és a kontroll sejteket
Osszehasonlitva az apoptozis jellegzetes morfologiai jelei: sejtzsugorodas, lekerckedés, a
membran felholyagosodasa B) Akridin narancesal és etidium-bromiddal tértén6 festés utan

az apoptozist elkovetd sejtek sarga szinliek, mig az egészségesek zoldek

3.6. A 4-NQO mutacios tulajdonsagai szamos kérdést vetnek fel

A 4-NQO egér mintdban meghatdrozott mutacidos spektruméat a 4-es mintazattal
osszevetve felmertil a kérdés, hogy miért van jelentds eltérés a C>A/C>T mutéacidk aranyaban,
mivel kézvetlen human sejtekben mért adat még nem all rendelkezésre. Emellett az eddigi teljes
exom szekvenalasokban 4-NQO nem kodold régiokban torténd mutagenikus hatasardl nincs
informacio. Teljes genom szekvenalassal 0sszehasonlithatéva valik a mutagenezis a kodolo és
nem kodold régiokban, a sejtvonalakon végzett kisérletek pedig kontrollalhatobb
koriilményeket jelentenek, melyekben mas mutacios folyamatok interferaldo hatasa nélkiil

vizsgalhato a mutagenezis.



4. Anyag és modszer

4.1. Sejtvonalak fenntartasa

A két sejtvonalat, a DT40-et (7. A abra) és a TK6-ot (7. B abra) egyarant 37°C-on és
5% COz-ot tartalmazo6 atmoszféraban tartottam fenn inkubatorban. A vad tipust DT40 sejteket
Dr. Julian E. Sale laboratoriumabol (MRC Molekuléris Bioldgia Laboratérium, Cambridge,
Egyesiilt Kiralysag) kaptuk, amelyek eredetileg a Pirbright Intézetbdl szarmaznak. A sejteket
7% magzati szarvasmarha szérummal, 3% csirkeszérummal, 50 M merkapto-etanollal és 1%
penicillin/sztreptomicin  oldattal kiegészitett RPMI-1640 tapoldatban (Gibco, Life
Technologies) tenyészettem. A vad tipusi TK6 sejteket a TK6 Mutants Consortiumtol
szereztiik be. Ezen sejteket szintén RPMI-1640 taptalajban tenyészettem, 10% magzati

szarvasmarha szérummal és 1% penicillin/sztreptomicin oldattal kiegészitve.

7. dbra. A) DT40 ¢és B) TK6 vad tipusu, kezeletlen sejtek, mikroszkoppal, 10-szeres

nagyitasu lencsével készitve.

4.2. IC50 értékek meghatarozasa

Az IC50 meghatarozast DT40 sejtek esetén 6 edényes lemezen, mig TK6 sejtek esetén
24 edényes lemezen végeztem el, elébbi esetben 180000 sejt/ml, utdobbi esetben 125000 sejt/ml
volt a koncentracio edényenként. A 4-NQO (gyarto: Sigma-Aldrich) koncentracié 0-400 nM
tartomanyban valtozott, a 0 nM kontrollhoz 0,4 V/V% DMSO-t adtam. A kezelés 1 oran
keresztiil tartott, 37°C-on 5% CO»-ot tartalmaz6 atmoszféraban, ezt kétszeri PBS-ben torténd
CELL™ XR sejtéletképesség-elemz6 késziilékkel. Ez az eljaras sejtvonalak kovetkezetes és

pontos elemzését teszi lehetové. A késziilék az elpusztult sejtek festésére tripankék festéket
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hasznal, igy ezen sejtek sejtmagja és citoplazmaja is kék szinben tiinik fel. A szoftver a sejtszam
mellett a viabilitds értéket is kiszdmolja, amely az ¢él6 sejtek és az Osszes sejtek szamanak

hanyadosaval egyenld.

4.3. A hosszutavu kezelés menete és az egysejt klénozas

A kozos 6s és a kontroll kezelés szekvenalasi adatai mindkét sejtvonal esetén mar
rendelkezésre alltak. A kontroll kezelés soran a sejtvonalak szintén 50 napig voltak fenntartva
a 4.1. fejezetben ismertetett koriilmények kozott. Munkamat igy az IC50 meghatarozas utan
egybdl a kezeléssel folytattam. A kezelés 4 héten keresztiil zajlott, mely soran minden héten
egy dozis 4-NQO-val inkubaltam a sejteket a mar meghatarozott IC50 értéket kozelitd
koncentraciokon, ami DT40 esetén 30 nM, TK6 esetén 75 nM volt. A kezelés minden héten
ugyanazon nap, ugyanazon napszakban zajlott, 1 éran keresztiil, FACS-cs6ben, 1.000.000 sejt
felhasznalasaval 1 ml szuszpenzioban. A kezelések utan kihigitottam a 4-NQO-t 1 ml friss
médiummal, a sejteket lecentrifugaltam (10 perc, 200 g), tapoldatot cseréltem, 0j flaskéba
helyeztem ¢és 37°C-on 5% COz-ot tartalmazd atmoszférdban tartottam fent a kovetkezd
kezelésig.

A kezelés lejarta utan a kovetkezd 1épés az egysejt klonozés. Elsé 1épésként Biirker-

kamraval megszamoltam a sejteket, majd mindkét sejtvonal esetében 1 ml 10.000 sejt/ml

cre

crer

harom darab 96 lyuki lemezre 200 pl-t pipettaztam. Igy mindkét sejtvonal négyszer kezelt
mint4ja harom kiilonb6zd higitdsban keriilt kiosztasra: 1 sejt, 2 sejt és 5 sejt keriilt egy-egy
lemez lyukaiba. A klonokat a ’Sejtvonalak fenntartasa’ fejezetben leirt modon tartottam fent,
egy milanyag dobozban, melyben a megfeleld paratartalmat nyitott f6z6poharban tartott CuSOs
oldat biztositotta.

A klonok felnovése TK6 sejtek esetén nagyon hamar megtortént, igy el is kezdhettem a
genomi DNS prepardlasat. DT40 sejtek esetén a sejtek pusztuldsat figyeltem meg, igy mas
modszerrel ujraklénoztam a sejteket: hagyomanyos médium helyett 1% metilcelluléz tartalmu
tapoldatban klonoztam a csirke sejteket, 6 lyukl lemezen. Ebben az esetben az eldbbivel
100 és 50 pl-t pipettaztam 5 ml, eldre felmelegitett metilcellulozba, ligyelve a sejtek jo
eloszlatasara. A klonozds ebben az esetben sikeresnek bizonyult, 2 hét utdn telepeket

figyelhettiink meg, melyeket mikroszkop alatt izolaltunk.

11



Mindkét esetben a genomi DNS kinyerése eldtt, a megfeleld klénokat elobb 24 lyuka
lemezre majd kis flaskaba vittem at. Azon klonok bizonyultak megfelelonek, amelyeknek szép,
szabalyos korvonaluk volt, igy valosziniileg egyetlen egy darab sejt osztoddsa révén

keletkeztek.

4.4. Genomi DNS preparalasa

A DNS kinyerésénél mindkét sejtvonal esetén klononként 1,5 millio sejtet hasznaltam
fel. A preparalas els6 1épése a sejtek lizise, amely sordn egy 2 perces, 5000 RPM-es
centrifugalasi 1épést kovetden a feliiliszo ledntése utan lizis puffert (1M Tris-HCI, 0,5 M
RN4az enzimet adtam, majd inkubaltam 6ket 37°C-on, 30 percig. A mintak lehtilése utan 100 pul
fehérjék kicsapasara szolgalo oldatot (5 M ammonium-acetat) adtam a mintakhoz, amelyeket
razas utan 16000 g-n 6,5 perc alatt lecentrifugaltam. Ezen 1épések célja a mintdban levé RNS
¢s fehérje mintak eltdvolitasa volt.

A preparaléds utolsé 1épése a DNS kicsapasa: a feliiliszok uj Eppendorf-csébe vald
ontése utan, 500 pl, 100%-os izopropanolt adtam a mintdkhoz, majd homogenizaltam és
lecentrifugaltam oldatokat (16000 g, 1 perc). A visszamaradt pelletekhez 300 ul 70%-0s etanolt
adtam. Az etanol eltavolitasa utan, megszaritottam a DNS pelleteket, mindegyik mintahoz
65°C-ra elomelegitett 50 uL. EB pufferoldatot (5 mM Tris-HCI pH 8,0) adtam, majd 1 orat
65°C-on inkubaltam dket.

A genomi DNS tisztasagat s az esetleges DNS fragmentalodast Nanodroppal és agar6z
gélelektroforézissel ellendriztem. Nanodroppal valdo mérés esetén az OD 260/280 és OD
260/230 aranyok a tisztasag mindségi mutatoi, elébbi protein, RNS vagy egyéb 280 nm-en
abszorbedld szennyezddés jelenlétére utalhat, utobbi partikuldris szennyezddésekre. Ha
260/280 arany kisebb, mint 1,8 vagy értéke 2 koriili, vagy a 260/230 arany az 1,8-2,2
tartomanyon kiviil esik, az jelzi a kontaminaciot. Az én mintaim esetében mindketté megfeleld
volt. A szekvenalast csoportunknak egy kiilsé szolgaltatd cég, a Novogene végezte el lllumina
platformon.

4.5. Mutaciok detektalasa, adatelemezés

A nyers szekvenalasi adatok feldolgozasat a Trimmomatic program segitségével
kezdtiik, ami szekvenalas soran a DNS szalakhoz ligalt adapter szekvencidkat tavolitja el. A
trimmelés utan a BWA-MEM programmal a mintak referencia genomhoz illesztését hajtottuk

végre. A DT40 szekvenciakat az Ensembl adatbazisbol letoltott csirke (Gallus Gallus) Galgal
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4.73 referenciagenomhoz, mig a TK6 szekvenciakat a GRCh38 human referenciagenomhoz
illesztettiik. Az illesztés utan az IsoMut programmal detektaltuk a pontmutaciok (SNV) és az
50 bazisparnal révidebb inzerciok, deléciok el6fordulasat. Az elemzéshez TK6 sejtek esetén 21
darab izogenikus TK6 minta szekvenalasbol nyert adatokat hasznaltunk fel [20].

amely felett a talalt mutdcidkat valosnak fogadjuk el. Az igy kapott mutaciokon pedig
kiilonboz6 elemzéseket hajtottunk végre RStudio segitségével. A kiértékelés soran hasznalt
kontroll kezelt sejtvonalak szekvenalasi adatai mar rendelkezésre allnak a kutatocsoport

korabbi munkai alapjan.
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5. Eredmények

5.1. A 4-NQO toxicitasa a TK6 és DT40 sejtekben

A 4-NQO toxikus hatdsat sejtéletképességi mérésekben hataroztam meg. A sejteket egy
oran keresztiil inkubaltam 4-NQO kiilonb6z6 dozisaival, majd egy ill. két nap friss médiumban
torténd tenyésztés utdn meghataroztam az €16 sejtek szdmat. A maximalis dozis optimalizasa
utan harom parhuzamos kisérletet végeztem el mindkét sejtvonal esetén (8. abra). A 4-NQO
toxikus mindkét sejtvonalra, a koncentracido novekedésével a tuléld sejtek szama a kezeletlen
kontrollhoz képest csokken. DT40 sejtek esetén a 100 nM, TK6 sejtek esetén 400 nM

koncentraci6 feletti 4-NQO dozis a sejtek nagymértékli pusztulasat okozza.
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8. dbra. A sejtkoncentracio valtozasa az id6 és a 4-NQO koncentracio fiiggvényében A)
DT40 sejtvonal B) TK6 sejtvonal. A 4-NQO toxikus a sejtekre, két nap utdn DT40 esetén 50
nM, TK6 esetén 100 nM 4-NQO a kontrollhoz képest a sejtek tobb, mint felének pusztulasat
okozta.

A 4-NQO IC50 értékét mindkét esetben nemlinearis regresszioval hatdroztam meg,
szigmoid gorbe illesztésével (nyers adatok: 9. abra). A talél6 sejtek szamat a kezelés utan
azonnal, 24 és 48 o6raval késObb is megmértem annak céljabol, hogy a szer milyen
id6intervallumban fejti ki a hatasat. TK6 esetén 24 ora utan az IC50 értéke 110,3 nM, 48 ora
utan 84,9 nM. DT40 esetén 24 6ra a 4-NQO IC50 értéke 38,2 nM, mig 48 6ra utan 28,6 nM.
Mindkét esetben csokkent az id6 eldrehaladtaval az IC50 értéke, ami arra utal, hogy a 4-NQO

csokkent mértékben, de a kezelés utan 24-48 oraval is kifejti még mutagén hatasat.
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9. dbra. A 4-NQO IC50 értékének meghatarozasa a két sejtvonalban A) TK6 - 24 6ra utan
B) TKG6 - 48 éra utan C) DT40- 24 6ra utan D) DT40 — 48 6ra utan

Az eddigi eredmények alapjan a DT40 sejtek érzékenyebbek 4-NQO-ra, mint a TK6
sejtek, amit a tovabbi toxikus vegyiiletekkel szemben mutatott érzékenységiik alapjan vartunk
is [5]. Katja Briisehafer és munkatarsai kutatasi eredményei alapjan TK6 sejtekben az IC50
0,02 pg/ml, vagyis 1050 nM [22]. Ez az érték joval magasabb az altalunk meghatarozottnal,
amely azzal magyardzhatd, hogy a kezelés id6tartama esetiikben 4 ora volt, amit egy
Cytochalasin B-vel torténd kezelés is kovetett. Tetsuya Suzuki és munkatarsai eredményei
alapjan DT40 sejtekben az IC50 74,6 nM, ami szintén a joval hosszabb kezelési id6 (48 ora)
miatt lehet magasabb, mint a mi kisérletiinkben[23].

5.2. A sejtvonalak hosszu tavu kezelése és a teljes genom szekvenalas

Az IC50 értekek meghatarozasat kovetden mindkét sejtvonalat 4 héten keresztiil heti
egy alkalommal kezeltem egy dozis 4-NQO-val, a kezelések kozotti 1 hét regeneralodasi idd
mellett. Az alkalmazott dozis, DT40 esetén 30 nM, TK6 esetén 75 nM, kisebb volt, mint a
meghatarozott IC50 értéke. A dozis enyhe csokkentésével az volt a cél, hogy a kultirakban
mindenképpen maradjon elég €16 sejt a négyszeres kezelést kovetden a genom szekvenalashoz.
A kezelés soran megfigyeltem, hogy a human sejtek kisebb karosodasat szenvedtek, kevesebb

volt a sejttormelék (10. abra). A DT40 sejtek kulturaiban ezzel szemben az életképesség nagy
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mértékli csokkenését tapasztaltam, a szuszpenzidé nagy mennyiségben tartalmazott

sejttormeléket. Mindkét sejtvonal esetén kisebb sejtcsomok megfigyelhetdek voltak.

10. dbra. A) DT40 sejtek az els6 kezelést kovetben, jelent6s mennyiségli sejttormelék

figyelhet meg, illetve a sejtek dsszecsomdsodtak B) TK6 sejtek az elsé kezelést kovetden,
egy-két kisebb sejtcsomd megfigyelhetd, de a sejtek egészségesnek néznek ki. Mindkét

esetben a képek mikroszkoppal késziiltek, 10-szeres nagyitasa lencsével.

A kezelés utan egy sejt klonozast végeztem, majd a megfeleld klonok kivéalasztasa utdn DNS
kinyerést hajtottam végre. Az igy kapott mintdk mindségét Nanodroppal ¢s agardz
gélelektroforézissel ellendriztem, amik alapjan a mintak nem tartalmaztak jelentds mennyiségu

szennyezoket, és DNS fragmentumokat.
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11. dbra. A harom-harom DT40 és TK6 klon agaroz gélelektroforézis képe a genom

preparalasat kovetden. A futtatas 1% agaroz gélen tortént.
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A 11. abran lathato a genom preparalas utan készitett agaroz gélelektroforézis képe.
Lathat6, hogy mindegyik sav egy adott tartomdnyban van, nincsenek mashol savok vagy
elmosodas, amelyek a DNS fragmentalodasara utalndnak. Tehat a mintdk megfelelnek a teljes
genom szekvenalds mindségi feltételeinek. A preparalt genomokat a Novogene céghez
kiildtiik teljes genom szekvenalasra. A nyers szekvenalasi adatokat feldolgoztuk, a leolvasott
szekvenciakat illesztettiik a megfeleld humén és csirke referenciagenomokra, a mutaciokat az
Isomut nevii programmal hataroztuk meg. Az IsoMut [24] egy izogenikus sejtvonalakon
bekovetkez6 mutaciok vizsgalatara alkalmas robosztus eszkoz, parallel klonokban pedig nagy
valoszintiséggel taldlja meg az egyedi mutaciokat, igy kiszlirve a polimorfizmusokat és a
szekvenalasi zajt. Eldnyei kozé tartozik, hogy nagyon gyors és a fals pozitiv arany a
hagyomanyos eszk6zokhoz képest sokkal kisebb. Az IsoMut Fisher-egzakt probajanak alapjan
eltavolitja az 0sszes pozitiv hamis hivast a kontrollmintakbodl, vagyis a referenciagenomhoz
képest heterozigdta mutdciokat keres, és kiszliri azokat a helyeket, ahol mas mintak is eltérnek

a referenciagenomtol. Az illesztési hibakat pedig tobbmintas sziiréssel tavolitjuk el [24].

5.3. A 4-NQO mutagenikus hatasa a TK6 sejtekben

5.3.1. Mutaciok szama, detektalasa
A harom parhuzamos TK6 klonban detektalt pontmutaciok, inzerciok, deléciok szamat
oszlopdiagramon abrazoltuk. A kontroll kezelés hatasara a pontmutaciok szamanak atlaga 168,

mig a 4-NQO hatéséra a szamuk jelentdsen, tobb mint hétszeresére novekszik atlaguk 1222-re
n6 (12. A abra).
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12. dbra. Mutaciok szama az egyes mintakban az 50 napos kontroll kezelés és a négy dozis
4-NQO hatésara. Mindkét esetben harom-harom klonban levé mutacidok szaménak atlagat
abrazoltuk, az egyes mintak mutacioszamait sziirke pottyok jeldlik. A) pontmutaciok szama,

B) rovid inzerciok szama, C) rovid deléciok szama. Szignifikans, ha p < 0.05.
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Az inzerciok szdmdaban nincs szignifikdns valtozéas, azonban a deléciok szama a
négyszer 4-NQO-val kezelt mintakban jelentésen megndvekedett a kontroll kezeléshez képest
(12. B és C abra). Szamuk 14-r6l 32-re novekedett, ami tobb, mint kétszeres novekedés. A
rovid deléciokat harom kategoridba soroltuk attol fliggéen, hogy a DNS milyen
szekvenciakornyezetében estek ki bazisok: homoldg, nem homolog és ismétlddd. Elso esetben
a hianyz6 szakasz egyik végén maradt DNS szekvencia azonos a torolt szakasz végével,
masodik esetben nincs ilyen ismétlddés, mig utobbi esetben ismétlodé bazisok koziil hianyzik
egy vagy néhany. A kezelés hatasara (13. A abra) mindharom kategoriaban nétt a deléciok
szama, legjelentdsebb mértékben az ismétlodo szakaszokban, ez esetben tobb, mint kétszeres
novekedés tortént. A deléciok hosszat is vizsgalva a fenti kategoriakban (13. B abra) az lathato,
hogy a 4-NQO csak rovid, 25 bazisnal rovidebb deléciokat okozott. A kontroll kezelés soran is
hasonld hosszasag deléciok figyelhetéek meg, a delécidk hossza kizardlag a homolog

kategoridban nagyobb, mint a kezelt sejtek esetén.
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13. dbra. A) Delécios kategoriak TK6 sejtekben B) A mintakban eléforduld egyes deléciok
hossza, a klon szamatol fiiggetleniil abrazolva. Minden pont egy detektalt delécionak felel

meg. A kiilonb6zo kategoridk szinezése a két &bran megegyezik.

Osszességében tehat a 4-NQO a pontmutéciok szamat novelte meg legnagyobb mértékben,

emellett jelentds a deléciok szdmanak novekedése is.

5.3.2. Mutacio6s spektrum és jellemzése
A mutacids spektrum készitése soran a mintdkban detektalt mutaciokat besoroltuk a 6

f6 mutacios kategoridkba aszerint, hogy a kezeletlen minta alapjdn milyen bazis milyenre
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valtozott (14. abra). A C és T referencia kategoriakat tiintetjiik csak fel, G és A bazisok
mutacidja esetén a reverz komplementert (a DNS masik szalat) tiintetjiikk fel. Ezek
egyenértékiiek, mivel nem tudjuk, hogy melyik szélon indult a 1ézid révén a mutaci6. Kiilon-
kiilon meghataroztuk a kontroll kezelés és a 4-NQO kezelés utani spektrumot. A spektrum
alapjan a harom leggyakrabban bekdvetkezé mutacio: C>A, C>T és C>G. Ez az eredmény
megfelelt az eléfeltevéseknek, hiszen a citozin a guanin bazis komplementere, amely az
irodalmi adatok alapjan leggyakrabban szenved mutaciot, illetve a 4-NQO guanin adduktja is

jol ismert. A spektrum hasonlit a kontroll kezelés mutacids mintazatahoz.

A B

500 4 I
i ElE ¢ ilili

C>A C>G C>T T>A T>C T>G C>A C>G C>T T>A T>C T>G

400 1

N
o

300 1
200 1

Mutaciok szama
N
o

Mutéaciok szama

100

14. dbra. 6 kategorias mutacios spektrum TK6 sejtekben A) 4-NQO kezelés, B) kontroll
kezelés. A 4-NQO hatésara a C>A, C>T és C>G mutaciok szama jelentdsen megnovekedett,
ugyanakkor a csucsok mintdzata hasonlit egymasra. A T>A, T>C és T>G mutaciok szama

csak kis mértékben ndvekedett, ezek koziil a legjelentésebb a T>C.

Hogy a mutaciok mintazatanak kiilonbségeit részletesebben feltarjuk, a mutalt bazisok
szomszédjait is figyelembe véve besoroltuk a mutacidkat a 96 alkategdriaba. A 14. abran
lathato egyetlen kategoria (pl. C>A) helyett igy 16 kategéria fog szerepelni aszerint, hogy
milyen bazis el6zi meg (4 lehetdség) és milyen kdveti (tovabbi 4 lehetdség) az adott bazist.
Kiilon-kiilon meghataroztuk a kontroll kezelés és a 4-NQO kezelés utani mutacios spektrumot,
utobbit mindharom klon esetén feltiintettem az abran a pontosabb elemzés érdekében.

A 15. A, B és C abra mutatja a harom parhuzamos 4-NQO-val kezelt klobn mutacids spektrumat.
A spektrumok atlagan (15. D abra) a COSMIC 4-es szignaturara jellemzé C>A mutaciok
tulsulya megfigyelhetd, ugyanakkor a C>T ¢és C>G mutaciok sokkal nagyobb mértékben
vannak jelen. Mindhdrom kategoridban a legjelentdsebb cstucsok a kovetkezok: CCA, CCC,
CCT, TCT, ami arra utal, hogy a mutagenezis ugyanazon 1ézi6 javitasa miatt jott 1étre. A
dominans C>A mutaciok esetén megvizsgaltuk, hogy a mutdlt bazis szomszédai miként
befolyasoljak a mutacio kialakuldsat. Ha a mutélt bazis utdn guanin helyezkedik el, akkor

torténik a legkevesebb mutécio, ez azzal magyarazhato, hogy genomban a CpG dinukleotidok
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aranya jelentdsen kisebb, mint a tobbi dinukleotidé, emiatt a mutaciojuk is ritkabb. Ha a bazis
el6tt adenin vagy timin talalhato, akkor a legtobb mutacié abban az esetben kdvetkezik be, ha
a kovetkezd bazis adenin vagy timin. Ezzel szemben, ha citozin van a bazis eldtt, minden
esetben jelentdsen megnd a mutaciok szama. Hasonld mintazat a C>T és C>G mutéciok esetén
is megfigyelhetd. A kontroll kezelés spektrumaval (15. E abra) 6sszevetve megfigyelhetd a
hattérmutagenezis, a T>A, T>C ¢és T>G kategoridk spektrumanak mintazat nagyfoku
hasonlosdgot mutat, ugyanazon csucsok domindlnak. Ezenkiviil lathatd, hogy legnagyobb
mértékben a kontroll kezeléshez képest is a C>A és C>T mutacidk szdma ndtt meg jelentdsen.
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15. dbra. A 96 kategérias mutacios spektrumot a mutalt bazisok szomszédjait figyelembe
véve hataroztuk meg. A) 4-NQO-val kezelt 1. TK6 klon, B) 4-NQO-val kezelt 2. TK6 klon,
C) 4-NQO-val kezelt 3. TK6 klon, D) 4-NQO kezelés atlagos spektruma, E) Kontroll kezelés
atlagos spektruma.

A hérom kezelt klon spektrumat (15. A, 15. B és 15.C abra) Osszehasonlitva

elmondhatd, hogy az 1-es és 3-as klon spektruma nagymértékben hasonld, ezen klénokban
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tortént a legtobb mutéciod, a legjelentdsebb csucs a CCC. A 2-es klonban a mutaciok szdma
kisebb, a dominans csucsok csak kisebb mértékben emelkedtek meg a hattermutagenezishez
képest. Ezen eredmény Osszhangban van a pontmutaciok szdmaval a kiilonb6zé mintakban,
legkevesebbet a kettes mintaban talaltunk.

A C>A és C>T mutaciokat szélesebb kontextusban (16. abra) is értelmeztiik, vagyis
megvizsgaltuk, hogy vannak-e olyan jellemz6 pentanukleotid szekvencidk, amelyek a
statisztikailag vartnal gyakrabban mutdlodnak. Elészor meghataroztuk a mintdban talalhatod
mutaciok korili -2 - +2 bazispar szekvenciakontextust, majd az Osszmutacidoszammal
megegyez0 mennyiségli random poziciot generaltunk a genomban iranyitott modon, mely soran
minden random pozicio egy detektalt mutacidé kozelében van. Ezzel a nagy 1éptékii genomi
kiilonbségek, pl. Kromatin befolydsolé hatasat kiiszoboltik ki. A mintadban és random
pozicidkban 0sszeszamolt pentanukleotid szekvencidk kiilonbségét szemlélteti a 16. abra. A
triplet spektrumoknak megfelelden itt is megfigyelhet6, hogy mind a C>A, mind a C>T
mutaciok esetén, ha mutalt bazis el6tt citozin van, akkor a legmagasabb a mutaciok aranya. A
mutacidhoz képest -2 bazispar pozicidban a CC>CA mutéaciokat leggyakrabban C, mig a
CC>CT mutaciokat leggyakrabban CT el6zi meg. A +2 bazispar pozicidban pedig kiemelt

gyakorisdggal szerepel A bazis. Tehat kis mértékben a szélesebb kontextus is befolyésolja a

TP 2 -5 -3 0o 1 -2 -1 -3 =7 0 -2 -1 -4 -3 -5 0 TT- -5 -4 -4 6 -2 1 0 -3 -2 1 -2 -1 -4 4 =1 .
GT* 2 1 2 -1 0 -3 -1 -1 0 -4 -3 -2 0 0 -2 -2 GT- -8 2 -2 o 3 -2 -2 1 0 -1 -1 -2 -1 -2 -9 3
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20
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GC: 3 [6 oM 5 N + s WEN -4 -1 -3 -1 -4 BN 5 3 GC- 5 4 -3 3 |15 6 6 |14 2 6 4 -1 0 3 8§ 12
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ac- s s m..ézﬂ a2 27 a .slm ac-4 o 1 ls 2 2ol 2 1 o2 2 s 1o
TA-/S%00 1 1 7 -1 -4 -2 2 -1 -3 -3 -3 1 -2 0 -1 TA- -7 0 -2 2 -4 -1 -1 -3 0 1 -2 -1 -2 -4 -1 -5
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16. dbra. A) C>A, B) C>T muticiok a vizsgalata a mutalt bazis pentanukleotid
kornyezetében. Az y-tengelyen a mutdcidhoz képest -2 és -1 bazispar helyén taldlhato
bazisok lehetOségei, az x-tengelyen a +1 és +2 pozicidban talalhaté bazisok lehetdségei
szerepelnek. Az egyes értékek a mintaban mért pentanukleotid szdmok és egy random moédon
generalt hattér pozicio lista pentanukleotid szdmainak kiilonbségei. A pozitiv érték dusulést

(piros), a negativ csdkkent gyakorisagot (kék) jelent.

21



5.3.3. Mutaciés mintazatok

Nem negativ matrix faktorizaciét (NMF) alkalmazva a mintdk mutacios spektrumabol
kiindulva meghataroztuk a hattérmutagenezis és a 4-NQO mutacios mintazatat (17. A abra) és
mintanként a kezelés és a hattérmutagenezis hatasara bekovetkez6 mutaciok szamat (17. B
abra). Az NMF alapja az, hogy egy matrixot két masik matrixra bont fel, vagyis faktorizal,

figyelembe véve, hogy egyik matrixnak sincs negativ eleme.
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0,0 0,1 0,2
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17. dbra. De novo pontmutaciés mintazatok (szignatarak). A) 4-NQO kezelésnek
tulajdonithatd mintazat (Sigl) B) hattérmutagenezisnek tulajdonithatd mutaciés mintazat
(Sig2). C) A kontroll kezelés és a 4-NQO kezelés hatasara bekovetkezé mutaciok szama a 4-

NQO hatésa (Sigl) és a hattérmutagenezis (Sig2) szerint csoportositva

A de novo mutacios mintazatok (17. A és B abra) koziil az egyik megfelel a 4-NQO
mutacids spektrumanak, a masik pedig a hattérmutagenezisnek. Fontos, hogy a 17. A 4bran
lathatd 4-NQO mintdzat mar nem egy mintdkbdl szarmazo spektrum, hanem egy
matematikailag meghatdrozott komponens, ami fiiggetlen az egyéb mutacids folyamatoktol. A
4-NQO mintazaton is latszik, hogy a 4-NQO a hatasat leginkabb a C>A és C>T mutaciok
keletkezése révén fejti ki, a C>G mutaciok szama kozepesen magas, mig a tobbi elhanyagolhato
mértéki. A de novo spektrumokat felhasznaltuk a mutacios spektrumok részletes elemzésére

(17. C abra). A mutacios spektrumok komponensekre t6rténd felbontasa alapjan a 4-NQO-hoz
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kothetd komponens mellett a hattérmutagenezis IS jelentésen megnovekedett a kezelt
mintakban, ez alol kivételt csak az 1-es minta jelent, ugyanakkor a 4-NQO hatasa minden
esetben jelentdsnek bizonyult. Korabban hasonlo jelenséget tapasztaltak kutatdocsoportunkban

TK6 sejtek platina komplexekkel torténd kezelését kovetden [6].

Ezutan a kapott 4-NQO mutécios spektrumot sszehasonlitottuk a kiilonbdz6 COSMIC
mintazatokkal (18. abra). Az 6sszehasonlitas alapja a koszinusz hasonlosag, amely szerint két
vektor hasonlo, ha a koztiik levo szog 0°, vagyis a koszinusz hasonlosag 1, illetve teljesen

kiilonbozo, a szog 90°, vagyis a hasonldsag 0.

18. dbra: A 4-NQO és a hattérmutagenezis mutacidos mintazatanak Osszehasonlitisa a

COSMIC adatbazisban talalhatd mutaciés mintdzatokkal. Az Osszehasonlitds alapja a
koszinusz-hasonlosag, két mintazat teljesen megegyezik, ha 1, illetve kiilonbozik, ha 0. A 4-

NQO mintazata legjobban a 4-es mintazatra hasonlit, ami a dohanyzasra jellemz6

Ez alapjan az altalunk meghatarozott 4-NQO mintazat legnagyobb mértékben a COSMIC
adatbazis 4-es és 45-0s mintazatara hasonlit, mig a hattér mintazata a 40-es mintazatra, amelyet
nem a 4-NQO okoz. A 4-es mintazat a dohanyzasra jellemz0, ezt az eredményt vartuk. A 45-
0s mintazat szekvenaldsi miitermék, melyet valosziniileg a szekvenalas soran keletkezd 8-0xo-
guanin idéz eld. Eredményeink megerdsitik ezt a feltételezést. A 40-es mintazat pontos okanak
ismerete még nem ismert, ugyanakkor egyes tumorokban korreldl a paciensek életkoraval,

vagyis még egészséges sejtekben, a tumorigenezis elott hossza 1d6 alatt alakul ki.

5.3.4. A pontmutaciok tulajdonsagai

A muticiok egyenletesen oszlanak meg a DNS teljes szakaszan mindharom klon
esetében, mutacios klaszterek vagy mas egyenlétlenségek nem figyelhetéek meg (19. abra).
Egymas mellett levo un. dinukleotid mutéciok azonban megfigyelhetok, amit a dohdnyzashoz
kothetd tumorokban is detektaltak. Dinukleotid mutaciobol 144 tipus képzelhet6 el (12 alap
mutacios kategoria mindkét pozicidban), mi 0sszesen 20-at detektaltunk és ebbdl 4 esik a
CC>AA vagy GG>TT kategoriaba, amelynek feldusuldsat a dohanyzo emberek tiidérak

mintaiban szintén megfigyelték [9].
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Tavolsag logaritmusa Téavolsag logaritmusa

Tévolsag logaritmusa

19. dbra. A mutaciok eloszlasa a genomban a 3 klonban. Az x tengelyen a kumulalt genomi

pozicio szerepel, a kromoszomahatarokat szaggatott sziirke vonalak jelolik. Az y-tengelyen
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a szomszédos mutdciok tavolsaganak tizes alapu logaritmusat tiintettiik fel.

A muticiok genomi pozicioi esetén elérhetd adatokbdl meghatarozhatjuk az adott
pontban a replikacié irdnyat. [gy megkiilonboztethetjiik, hogy pl. a mintdban detektalt C>A és
G>T mutaciok koziil a C>A inkdbb a vezetd vagy inkabb a kovetd szalon fordul eld.
Amennyiben van ilyen kiilonbség, tgy a mutaciok és azok reverz komplementereinek
pozicidhoz kothetd RFD (replication fork directionality, replikacids villa irdnya) eloszlasa
aszimmetrikus. Ilyen jellegli replikacios aszimmetria (20. A abra) egyik mutacios kategoria

esetén sem lép fel, vagyis a 4-NQO altal okozott mutaciok nem replikaciofiiggd uton alakulnak

ki.
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20. abra. A) A replikacios aszimmetria vizsgalata. A harom parhuzamos mintaban
detektalt mutaciok eloszlasi strliségét tiintettik fel az RFD (replication fork
directionality) érték fiiggvényében. A szimmetrikus eloszlas jelzi, hogy a folyamat
fiiggetlen a replikaciotol. B) A transzkripcids aszimmetria vizsgalata. Piros
oszlopok mutatjak az atirt szalon detektalt C és T mutaciok szamat, zold a nem
atirt szalon detektalt C és T mutaciok szdmat. A G és A bazisok mutaciodi reverz

komplementaritasnak megfeleléen 6ssze vannak vonva az el6bbi kategoriakkal.

A gének genombeli irdnyanak ismeretében azt is meghatarozhatjuk, hogy a C vs. G
illetve az A vs. T mutaciok egyenléen oszlanak-e el, vagy koziiliik valamelyik feldisul az atirt
szalon a masikhoz képest. A transzkripcids aszimmetria (20. B dbra) a kontroll kezelések
esetén nem mutathato ki, kivétel a T>C mutaciok esetén figyelheté meg, vagyis ebben az estben
az atirt régiokban magasabb a mutaciok szdma. A 4-NQO-ra jellemzé C>A, C>G és C>T
mutacidk esetében a transzkripcids aszimmetria az utdbbi két esetben bizonyult statisztikailag
szignifikansnak, vagyis ez esetben jelenthetd ki, hogy az atirt szdlon tobb muticié van C
bazisnal, azaz a nem atirt szalon tobb mutacidé van G bazisnal, tehat ezen mutacidkat okozdé G

adduktokat a TC-NER javitja.

5.4. A 4-NQO mutagenikus hatasa DT40 sejtekben

5.4.1. Pontmutaciok szama, detektalasa
A DT40 sejtek a 4-NQO kezelést rosszul viselték, sejtosztodasi ratajuk jelentdsen

lecsokkent, ebbdl kifolyolag a kezelés utani egy sejt klonozas is lassabb folyamat volt. A fenti
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nehézségek miatt eddig egy klont sikeriilt szekvenalni, a tovabbi kloénok szekvenalasa
folyamatban van. A sikeresen szekvenalt klonban, és a kontroll mintakban eléforduld
pontmutaciok szamat oszlopdiagramon abrazoltuk (21. abra). A kezelés hatdsara a

pontmutéaciok szamanak jelentds ndvekedését tapasztaltuk.
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21. abra. Pontmutaciok szdma az egyes mintakban az 50 napos kontroll kezelés és a négy
doézis 4-NQO hatasara.

A 96 kategoérias mutacios spektrumot (22. abra) az 5.3. fejezetben leirt modszer alapan
készitettiik el. A spektrum alapjan a C>A és C>T mutacidk szama a legjelentdsebb, a TK6
eredményekhez hasonloan. Ez esetben is a CpG dinukleotidok esetében tortént a legkevesebb
mutaciod, mert ezek kisebb aranyban fordulnak el6 a genomban. A C>A mutaciok spektrumat
elemezve megallapithatd, hogy ha a mutalt bazis eldtt adenin, citozin vagy timin van, akkor egy
jellegzetes mintazat figyelhetd meg, a mutaciok szamanak csokkenése a mutalt bazist kovetd

bazis alapjan a kdvetkezd: timin, adenin, citozin és guanin.
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22. dbra: A 96 kateg6rias mutacios spektrumot a mutalt bazisok szomszédjait figyelembe
véve hataroztuk meg. A) 4-NQO-val kezelt DT40 klon B) Kontroll kezelés atlagos
spektruma.
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A C>A mutéciok spektruma Osszességében kiilonbozik mind a TK6, mind a dohanyzashoz
kothetd 4-es szignatira mintdzatatol, azonban a -1 bazispar pozicid szerinti négyes csoportok
mintdzata egyenként hasonld €s csak ezek egymashoz mért aranya tér el. A C>T mutéaciok

kornyezetében a mutalt bazis utan leggyakrabban adenin talalhato.

5.5. Eredmények értelmezése, kitekintés

A két sejtvonalban el6forduld mutaciok szadmat 6sszehasonlitva elmondhatom, hogy a
TKG6 sejtvonalban keletkezé pontmutaciok szama jelentésen magasabb, mint DT40 sejtekben,
ezenfelil a C>A, C>T és C>G mutaciok szamanak aranya is jelentdsen nagyobb human

sejtekben, mint csirke sejtekben. Azonos mutagén esetén meglep6 az eltéré mutacios spektrum.

A pontmutaciok szama jelentdsen megndtt mindkét sejtvonalban a 4-NQO kezelés
hatasra. A pontmuticiok jelentds szerepet jatszanak az onkogén driver mutaciok
kialakulasadban, ami tobbek kozott kiilonbozd receptorok és protein kinazok aktivalasdhoz
vezethet. Ezek a folyamatok elvezethetnek a sejt kontrollalhatatlan noévekedéséhez,
sejtosztodasdhoz, tehat a tumor kialakulasdhoz. Ezen esetekben sokszor egy pontmutacid
elegendd a folyamat elinditasahoz, igy érdemes megvizsgalni, hogy ezen driverekben mely
mutaciok vezetnek el a tumor kialakulasahoz, és hogy a 4-NQO okoz-e ezen helyeken
mutacidkat. A leggyakoribb ilyen jellegli mutaciok tiidé adenokarcindmaban az EGFR és
KRAS génekben torténnek [25]. A gnomAD adatbazis alapjan ezen génekben csokkend
sorrendben C>T, T>G és C>A mutaciok fordulnak el6 (1. tablazat) [26].

1. tablazat: Az EGFR és KRAS gének patogén elvaltozast okozo mutaciéi a gnomAD
adatbazis alapjan [26].

Gén|Mutacid |Fehérje mutacié [Hatas
C>T Arg255Ter Patogén
C>T Gly428Asp Patogén

EGET C>A Glu513Ter Patogén
T>G - Valdszinlleg patogén
C>T Pro753Ser Valdszinlleg patogén
C>T Asp761Asn Valdszinlleg patogén
C>A Gly60Val Patogén/Valdszin(ileg patogén
T>G Lys117Asn Patogén

KRAYT>G GIn61His Patogén
C>T Gly12Asp Patogén
C>T Gly13Gly Valdszinlleg patogén
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Osszehasonlitva a DT40, TK6, egér és human tumor adatokat szembet{ing, hogy a C>A/C>T
arany valtozik. A fentiekbdl kovetkezik, hogy a 4-NQO a kiilonb6zé modellrendszerekben
eltéré valosziniiséggel indukal onkogén mutacidkat. A dohdnyzas hatdsara leggyakrabban a
tumorsejtekben C>A mutaciok jelennek a COSMIC adatbazis 4-es mutacios mintazata alapjan,
a 4-NQO ezzel szemben jelentds szami C>T mutacidt okozott a human sejtekben. igy
felvetddik a kérdés, hogy a 4-NQO tényleg alkalmas-e a dohdnyzas hatasanak mimikéldsara.
Ezentul az is felmeriil, hogy a dohanyzashoz kothetd daganatokban tényleg hidnyzanak-e a
DNS adduktok miatt kialakulé C>T mutaciok. Eléfordulhat, hogy a til sok valtozé miatt a teljes
daganat kohortokon ativeld elemzésekbdl nem tlintek ki ezek a mutaciok, de célzottan keresve
felismerhetok. Terveink kozott szerepel azt megvizsgélni, hogy a C>T muticiok milyen

aranyban vannak tiidérakos sejtekben.

6. Osszefoglalas, konkliizié

Kimutattuk, hogy 4-NQO er6és mutagén, a pontmutaciok és a deléciok szamanak
jelentds novekedését tapasztaltuk. A 4-NQO a dohanyzéashoz hasonldan jelentds mennyiségli
C>A mutéciot okozott mindkét sejtvonalban, ugyanakkor mas tipusi mutdcidk szdma is
jelentésen megnovekedett a kezelés hatasara: a C>T mutaciok szama mindkét esetben megnétt,
human sejtekben pedig a C>G mutaciok szama is megndvekedett.

A TK6 sejtvonal esetében NMF segitségével meghatdroztuk a 4-NQO ¢és a
hattérmutagenezis mutacidés mintazatat. Megfigyeltem, hogy a kezelt mintdkban a 4-NQO-ra
jellemzd komponens mellett kis mértékben a hattér mintazata is megnovekedett. A 4-NQO
mintazata a COSMIC adatbazis 4-es €s 45-0s, mig a hatteré a 40-es mintazatara hasonlit. A 4-
es mintazat a dohanyzas hatdsanak tudhato be.

A 4-NQO kivaltott mutacidk megoszlasa a genomban egyenletes, az egymas mellett
levé mutaciok ritkdk, de a dohanyzashoz kothetd daganatok genomjaihoz hasonldé moédon
eléfordulnak. Kimutattuk, hogy ezen mutaciok nem a replikdcido sordan keletkeznek, és
tobbségiik a TC-NER altal javithatd G 1ézidhoz kothetd, hiszen az atirt szalon kisebb
mennyiségli G mutacidt detektaltunk.

Osszegezve megerdsitettiik, hogy a 4-NQO alkalmas lehet a dohdnyzas hatasdnak
mimikalasara. Az eredmények értékelésénél ugyanakkor figyelembe kell venni, hogy nemcsak
a dohéanyzas altal kivaltott mutaciokat okoz, hanem modellrendszertdl fliggden mas tipustiakat

is.
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7. Nyilatkozat

Alulirott Engel Botond hallgaté (Neptun kod: CHGB9P) nyilatkozom, hogy A 4-
nitrokinolin 1-oxid mutagenikus hatasanak vizsgalata sejttenyészetben cimii dolgozatom
elkészitése sordn én végeztem a sejtvonalak fenntartasat, a sejtéletképességi vizsgalatokat, ezek
optimalizalast, a sejtvonalak 4-NQO-val torténd kezelését, az egy sejt klonozasokat és a genomi
DNS mintak preparalasat. A nyers szekvenalasi adatok bioinformatikai uton torténd
feldolgozasat témavezetom, Dr. Németh Eszter végezte, az eredmények elemzésében aktivan

részt vettem.

Budapest, 2022.10.10. ... LR e,

Engel Botond
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