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KOSZONETNYILVANITAS

Ezuton szeretnék kdszonetet mondani témavezetémnek, Csabai Istvannak, aki minden-
re nyitott lelkesedésével és széleskorl érdeklddésével olyan jol ismert fizikai megolddsok
haszndlatara buzditott az egészségiigyi témdk feltérképezésénél, melyek 1j perspektivaba
helyezik a nagyon is aktudlis problémékat. Egyéni laitdismodja szdmomra is megkérddje-
lezhetetlenné tette, hogy az ilyen komplex kérdésekre csak interdiszciplinaris eszkoztarral
taldlhatjuk meg a vélaszt.

Ko6sz6nom tovabbd minden orvos €s bioldgus kutatdtarsunk, kiemelten Sziits Dévid,
Moldvay Judit és Szdllasi Zoltan felbecsiilhetetlen segitségét. Szaktudasuk, otleteik és
tirelmes magyardzataik nélkiil az eredmények interpretédldsa lehetetlen lett volna.

Végiil, de semmiképp nem utolsésorban szeretném megkdszonni Edesapdmnak és Edes-
anydmnak a tdmogatast, tovdbba hogy a tudomdnyok, és foként a fizika és az orvostudo-
many irdnti érdekl6dést mar kiskoromban felkeltették bennem.

A kutatast a FIEK_16-1-2016-0005, NVKP_16-1-2016-0004 és a Horizont 2020 inno-

vacids program 643476 sz. palyazatok tdmogattdk.

AZ ERTEKEZES CELKITUZESEI ES MOTIVACIOI

Disszertdciom elsddleges célja a manapsag mélton népszerl koncepcid, a személyre
szabott gyogyaszat modszereinek €s jovobeli lehetdségeinek attekintése a teljesség igénye
nélkiil. Az utébbi egy-két évtized alatt a DNS-szekvendlasi technikak rohamos fejlédésen
estek at, igy hatalmas felhalmozddott adatmennyiség 4ll a genetikai témajui vizsgdlédasok
rendelkezésére. Emellett az onkoldgia az egészségiigy egyik legaktivabban kutatott dga,
évente Ujabb és ujabb gyogyszerek jelennek meg, melyeket a paciensek egyre specifiku-
sabb csoportjaira optimalizalnak.

Mindez a rendkiviili mennyiségli adat feldolgozdsa azonban elengedhetetlenné teszi
a kiilonboz6 tudomanyédgak Osszefogasat. Hagyomadnyos bioldgiai eszkoztirral lehetet-
len egy kb. 10'! karakterbdl 4116, kiilonféle zajokkal terhelt sz5vegbdl orvosilag relevans
kovetkeztetéseket levonni. A fizikusi 14td4smdd ezekben az esetekben nagy elonyt jelent,
hiszen a statisztikus és valdszinliségszdmitdsi modellek, mint példdul a bayesi analizis,
a Fisher-féle egzakt teszt, a y>-teszt, az adatok informdciStartalmanak és entrépidjanak
mérése, tovabba a dimenzidredukcié matrixok faktorizdldsa vagy fékomponens-analizis
utjan, mind olyan mddszerek, melyek adattipustdl fiiggetleniil alkalmazhatdak tetszdleges
,big data” analizis soran.

Az értekezésben tehat foként a fizikusi médszertan bemutatdsara toreksziink egy l4t-
szOlag tavolinak tlind tudoményteriilet keretein beliil, a legéltalanosabb biomarkerek vizs-
gdlatan at haladva a konkrét genomi eltérések hatdsainak feltérképezéséig. Egy fejezet
erejéig emellett kitériink a populdcié-szintli genomikai statisztikdk kornyezeti mintakbol
valé kinyerésének lehet6ségére és elonyeire is.
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A SZEMELYRE SZABOTT GYOGYASZAT

A SZEMELYRE SZABOTT GYOGYASZAT FOGALMA ES JELENTOSEGE

A személyre szabott gydgyészat a hagyomdanyos, kollektiv (,,one-size-fits-all”’) gyogy-
modok helyett olyan terdpids megoldasokat helyez el6térbe, melyek az adott paciens egyéni
tulajdonsdgaihoz és igényeihez lettek optimalizalva, ezéltal el6segitve, hogy a betegeket a
szamukra biztonsdgos és hatdsos kezeléseknek vessé€k csak ald, minimalizdlva a kellemet-
len mellékhatasokat. [|1]]

Egy egyén ,tulajdonsdgai” alatt az &t jellemzd genetikai, kornyezeti és klinikai infor-
maciok Osszességét értjiik, melyek egyiittes figyelembevételével a kezelések precizen test-
reszabhatva vélnak. A pdciensek ilyen jellegli stratifikdciéjat els6sorban a DNS szekven-
alas napjainkban torténd rohamos fejlodése teszi lehet6vé. [2] A szekvendldsi mddszerek
és technikdk a teljes humdn genom legelsd 2001-es publikdldsa [3]] 6ta évrdl évre egyre
olcsobba [4]] és hatékonyabbd S]] valnak, igy a genetikai tesztek napjainkra az orvosi rutin
részét képezik [6]]. Azok a jellegzetességek, melyek megléte (vagy hidnya) egy egyénben
korreldl egy adott betegség megjelenésének kockdzataval, a betegség lefolydsanak silyos-
sagaval, illetve a kiillonboz6 kezelések hatékonysagdval, felhasznalhat6ak un. biomarker-
ként [[7]]. Ezek vizsgdlataval egyrészt nagyon korai stidiumban detektalhatéak a kialakulni
kezdd betegségek, mely jelentGsen segiti a prevencids torekvéseket, masrészt a méar kiala-
kult betegség esetében joslds tehetd annak hosszitava kovetkezményeire és a kiillonb6zo

terapias szerek eredményességére [1]].

EDDIGI EREDMENYEK

A jelenleg foly¢ bioldgiai és klinikai kutatdsok szdmottevs hanyada kiilonb6z6 biomar-
kerek azonositasaval és klinikai fontossdguk felderitésével foglalkozik. Ezek sokréttiségé-
nek szemléltetésére az aldbbiakban néhany olyan példat mutatunk be, melyek a paciensek-
10l elérhetd kiilonb6z6 szinti informaciok kiakndzasin alapulnak.

Koztudott, hogy a tiidérakok tilnyomé tobbsége a dohanyzas kovetkezményének tud-
hato be: a férfiak esetében a tiidodaganatos paciensek 90%-a, mig a n6knél 70-80%-a aktiv
vagy leszokott dohanyos [[8]. A nem dohanyzdékhoz képest a dohdnyzok esetében 30-szor
nagyobb a tiidérak kialakuldsdnak kockédzata. Ez az adat arra enged kovetkeztetni, hogy a
dohanyosok korében érdemes az 4tlagosnal gyakoribb tiid6sziirési vizsgdlatokat végezni,
hogy a korai diagnézissal a betegség kezelése minél hamarabb megkezdédhessen. Hagyo-
manyos értelemben véve a dohdnyzdst éppen a kézenfekvsége miatt nem tekintjiik valodi
biomarkernek, de a példa jdl illusztrdlja, hogy a betegek egyéni koriilményeinek figyelem-
bevétele elengedhetetlen a diagnosztika és a terdpia soran.

Sokkal részletesebb informdcidk nyerhetSk a tumor és kornyékének immunhisztokémi-
ai vizsgalataval. Az 1990-es évek kutatdsai megmutattak, hogy azon sejtek, melyek bizo-
nyos fehérjéket hordoznak a felsziniikon, el tudjék keriilni az immunrendszer tdmaddsait



[9] [10]. A mechanizmus az immunrendszer normélis miikodéséhez elengedhetetlen: ez
dvja meg a szervezetet attdl, hogy sajét sejtjeit megtdmadja, illetve elpusztitsa, azaz az au-
toimmun betegségektdl. A 2000-es évek elejére felfedezték a PD-L1 fehérjét [11], melyet
a daganatos sejtek jelentds hanyada - gyakran réktipustdl fiiggetleniil - a feliiletén hordoz,
melynek segitségével kijatssza az 6t potencidlisan megtdmado T-sejteket. A T-sejtek tul-
zott aktivitdsanak gatldsaért tobb utvonal is felel, ezek egyike a PD-1:PD-L1 tengely, mely
a periférids szovetben (igy példdul a daganatban is) az immuntolerancidért felel. Amennyi-
ben a T-sejtek feliiletén megjelend PD-1 fehérje dsszekapcsolddik PD-L1 ligandumadval,
a tumorsejtek apoptdzisa gitlodik. Ennek a ténynek a felismerése igéretes terapids mod-
szerek kifejlesztését tette lehetévé: az in. immunellendrz&pont-gétld szerek egy csoportja
a T-, illetve egyéb immunsejteken megjelend PD-1, vagy a tumorsejtek PD-L1 fehérjé;jé-
nek blokkolasdval megakaddlyozza a immunrendszer mesterséges gatlasat, igy Ujrainditja
a tumorellenes immunvélaszt. Az immunterdpia a hagyomanyos, agressziv kemoterapi-
as kezelésekkel szemben joval kevésbé toxikus és gyakran hatékonyabb is, elsésorban az
elérehaladottabb daganatok esetében. Természetesen ahhoz, hogy a PD-1:PD-L1 tengely
blokkoldsa valddi eredményre vezessen, elengedhetetlen, hogy a daganatsejtek ténylege-
sen ezt a mechanizmust haszndljak a mesterséges immuntolerancia biztositdsahoz, vagyis
a tumorsejteknek jelentds mértékben expresszalniuk kell a PD-L1 fehérjét. Ezaltal a PD-
L1 pozitivitds kvantitativ mérésével az immunterdpia sikeressége josolhaté lesz kiilonbozé
paciensek esetén. A PD-L1 expresszi6 immunhisztokémidval meghatarozott értéke, mint
klinikai paraméter un. prediktiv biomarkere a PD-1 és PD-L1 gatl6 szerek eredményes-
ségének. Az immunellendrz6pont-gatld szereket tobbféle szolid tumor (melanéma, nem
kissejtes tiidorak, urotelsejtes rak, vesesejtes rak, fej-nyaki laphdmsejtes rak) és hematolo-
giai daganat (klasszikus Hodgkin-limféma) esetében sikerrel alkalmazzdk [12]].

Még arnyaltabb képet kaphatunk a daganatok genetikai sajatossdgainak feltérképezé-
sével. Bizonyos raktipusokban (emld, petefészek, prosztata) példaul jellemzden sériil a
DNS kettdsszald toréseit javitani képes in. homoldg rekombindciés mechanizmus, igy a
tumor védtelenné valik az ilyen jellegli DNS-roncsolédasokkal szemben. Kettds szalto-
rés a leggyakrabban akkor alakul ki, ha a DNS egyik szdlan megjelend hibat nem sikertil
id6ben, még a replikicié elétt kijavitani [13]. Igy az egyszélas javité mechanizmusok
mesterséges gatlasdval jelent6sen megnovelhet6 a kettds szaltorések gyakorisdga, mely a
tumorsejtek szdmdra végzetes, mig az egészséges szovetben a hiba nélkiil miik6dé homo-
16g rekombindcidnak és a ritkdbb replikdciénak kdszonhetéen nem okoz ennyire stlyos
karosodast. Ezt az elvet haszndljak ki az in. PARP-inhibitor szerek, melyek az egyszalas
javité mechanizmusokban fontos szerepet jatszo PARP1 fehérje gatldsaval mesterségesen
kettds széltoréseket hoznak 1étre a DNS-ben. A tumorban a homolég rekombinécié hi-
bajara tobbféle jel utalhat, ilyenek példdul a javitdé mechanizmusban domindns szerep(
BRCAI1, BRCA2 és PALB?2 fehérjéket kddol6 gének mutacioi, melyeket panelszekvend-

lasos diagnosztikai tesztek sordn célzottan vizsgdlnak. Emellett a tumorokban el6fordulo,



a teljes genomra kiterjedé muticiés mintazatok [14f] vizsgdlatdval azonosithatok a daga-
natban aktiv, kiilonféle mutacids folyamatok ,,lenyomatai”. Mivel a DNS-javitd6 mecha-
nizmusok komplexitdsa miatt a homoldg rekombinécié hibdjat nyilvanvaléan nem csak a
fenti harom génben keletkezett eltérés okozhatja, a specifikus muticiés mintdzat megléte
oktdl fliggetleniil képes jelezni a kettSs széltoréssel szembeni sériilékenységet. A BRCAL,
BRCAZ2 és PALB2 mutaciok, illetve a megfeleld mutacidés mintdzat megléte tehat prediktiv

biomarkerei a PARP-inhibitor terdpia hatékonysaganak.

JOVOBELI LEHETOSEGEK ES PROBLEMAK

A személyre szabott gydgydszat a hagyomanyos reaktiv terapidk tdlsdlyat, vagyis mi-
kor a betegség felfedezése utdn kell a megfeleld gy6gymoddot megtalélni, dtbillenthetné
a preventiv stratégidk felé, mikor ismerve a genetikai hétteret, bizonyos magas kockdza-
tu betegségekre gyakoribb sziiréseket vagy akar megel6z$ terdpidkat is végezhetiink. Ez
egyrészr6l komoly életmindség javulast eredményezne, mdsrészrdl pedig agyagilag sokkal
inkabb kifizet6do lenne [|[15]).

A diagnosztikus biomarkerek sztenderdizaldsdhoz olyan robusztus genomi jeleket kell
taldlnunk, melyek akar mar a vérbdl kimutatva is megbizhatdan utalnak egy adott betegség
meglétére. Az egyik legelsd ilyen torekvés a folyékony biopszids mintdk hasznalatdra, a
magzati Down-kor azonositdsara irdnyult, dllapotos ndk vérébdl [[16]. A TRACERXx kutatds
[17] keretein beliil a vérbe kijutd, keringd tumor DNS-t analizdljdk, hogy a daganat fejl6-
dését elorejelezzék. Ezek a megkozelitések a tovdbbiakban nagyban hozzdjarulnak majd
ahhoz, hogy a pacienseknek adott kemoterdpids szereket azonnal egy mdsikra cseréljék,
amint a rezisztencia jelei feltinnek a vérbdl nyert genomban.

A személyre szabott, genomikai elviltozdsok nyomon kovetésén alapuld gydgydszat-
nak tehdt szdmos elonye lehet mind prevencids, mind diagnosztikai, mind pedig terapeu-
tikus szempontbdl. Ahhoz azonban, hogy ténylegesen profitdljunk ezekbdl a médszerek-
bdl, els6ként feltérképezd kutatdsok hosszi sordra van sziikség, késébb pedig a genomikai
adatok rutinszerd, klinikai begytjtésére €s taroldsara. Ennek a gyakorlati megvaldsitas
nehézségein tul szamos jogi €s etikai akadélya van.

Az EU-ban példaul nincs kozpontilag elfogadott szabédlyozas a genetikai informécidk
kezelésére vonatkozodan [[18]]. Mivel a begytijtott DNS nem csak a konkrét pacienst, hanem
0sszes vérrokonat is valamilyen szinten jellemzi, pusztdn a piciens beleegyezése az adatok
kezelésébe valdjdban nem elegendd. Emellett felmeriil a kérdés, hogy ha a teljes geneti-
kai kéd ismeretében meg tudjuk hatarozni a kiilonféle, még nem diagnosztizalt betegségek
késdbbi bekovetkezésének varhatd esélyét, errdl pszicholdgiai szempontbdl hasznos-e az
egyénnek tudnia [19]. Ugyanakkor a genetikai informdcidk felhalmozéddsaval egyre valo-
szinlibb, hogy ezekhez a munkaltatok és biztositok is hozzaférést kovetelnek majd annak
érdekében, hogy kivdlogassdk a genetikailag ,,alsobbrendi” munkavéllalokat és tigyfele-

ket. Ez a genetikai diszkrimindci6 a jovobeli betegségek esélyére vonatkozéan az embe-



rek egy dj, eddig nem latott hatranyos helyzetli csoportjit hozza 1étre. Ezek a problémak
rendkiviil fontossa teszik, hogy megfeleld eszkozokkel szabdlyozzak a genetikai adatok-
hoz valé hozzaférést, els6sorban azért, hogy a nyilvdnossdg bizalma ne inogjon meg az
Ujszer( orvosbioldgiai €s technoldgiai megolddsokban. Ez nem csak az egyének életszin-
vonaldnak javitasa érdekében elengedhetetlen, de a tudoményos latdsméd és a kutatdsok
elfogadottsdga szempontjabdl is.

A személyre szabott gydgydszat tehdt rendkiviili eredményekkel kecsegtet, igy vildg-
szerte hatalmas anyagi és emberi er6forrasokat mozgdsitanak a témaban. Mindazonaltal,
mint minden, az addigi rutinokat alapjaiban megvaltoztat6 technoldgia esetén, Gvatosan és

koriiltekintSen kell eljarnunk az alkalmazdsa sorén.



KLINIKAI PARAMETEREK, MINT BIOMARKEREK A DAGANATOS
BETEGSEGEK GYOGYITASABAN

TUDO ADENOKARCINOMAK METASZTAZISAINAK STATISZTIKUS TULAJDONSAGAI

Azoknak a klinikai paramétereknek a biomarkerként valé haszndlata, melyek egy adott
betegség diagndzisa sordn automatikusan megéllapitdsra és lejegyzésre keriilnek, talan szo-
fisztikdlatlan modszernek tlinhet, mégis megvan az az eldnye, hogy tovéabbi koltséges vizs-
galatok nélkiil timpontot adnak abban, hogy a betegség lefolydsa sordn milyen tovéabbi
szovoédményekre lehet szamitani, illetve milyen kezelési stratégidkat érdemes kovetni.

Annak a feltérképezésére, hogy a primer tiidd adenokarcinémaban (LADC, lung adeno
carcinoma) szenvedd paciensek esetében milyen gyakorisaggal jelennek meg metasztazi-
sok a kiilonbozd szervekben, illetve ezek milyen id6kozonként kovetik egymast, egy négy
magyarorszagi intézet altal 2001 és 2014 kozott gytjtott adathalmazt elemeztiink [20]. Az
ilyen témaban kordbban megjelent publikiciok [21-26] gyakran ellentmond6 eredmények-
6l szamoltak be azzal kapcsolatban, hogy a primer tumor elhelyezkedése a tiid6ben milyen
modon befolydsolja a késdbbi dttétek megjelenésének helyét, illetve idejét. Ezért a kuta-
tds sordn elsddlegesen azt vizsgéltuk, hogy a primer lokaliz4cié fiiggvényében mennyire
gyakoriak az egyes szervekben a korai, illetve késoi attétek. Ezen feliil a metasztazisok
megjelenésének egymastdl valo fliggetlenségét kivantuk tesztelni, tovabba a koztiik eltelt
1d6 hosszdnak és az érintett szervnek a kapcsolatat.

Az elemzett adathalmaz 1126 paciens adatait tartalmazta, akik kiillonb6z6 stadiumu
LADC-td1 szenvedtek. A diagnosztizalt metasztazisokat , korainak™ tekintettiik, amennyi-
ben a tiid6 daganat diagnézisatdl szdmitott egy hénapon beliil azonositottdk Sket, egyéb-
ként ,.kés6i” metasztdzisnak kategorizaltuk Sket. A tiidé tumor elhelyezkedését minden
paciensnél harom, egymastol fiiggetlennek tekintett bindris valtozdval jellemeztiik: cent-
ralis/periférikus, fels6/also régid, bal/jobb oldal. A felsd régid a felsd lebenyt €s jobb olda-
lon a kozépsd lebenyt foglalta magdba, mig az alsé régié mindkét oldalon az alsé lebenyt
jelentette.

Annak a vizsgélatdra, hogy egy adott szervben megjelend metasztizisok jellemzben
inkdbb koraiak vagy késdiek, meghatdroztuk az 6sszes olyan paciens szamat, akiknek az
adott szervben korai, illetve késdi metasztazisa volt, majd azt a nullhipotézist alkalmaz-
va, hogy a szerv korai és késoi attétei ugyanannyira valdszintiek, egy y-négyzet tesztet
hasznaltunk. A szervenként kapott p-értékekre a tobbszoros tesztelés kompenzdlasara a
Bonferroni-korrekciot alkalmaztuk [27]. Erre azért van sziikség, mert minél tobb statisz-
tikai tesztet végziink el egy adathalmazon, anndl valészin(ibb, hogy egyszerlien a mérési
hibdkbdl adéddan legalabb egynél talalunk statisztikailag szignifikdnsnak tlind eredményt.
Példaul egy hipotézis-vizsgélat esetén, o = 0,05 szignifikancia szint mellett 5% annak a
valészintisége, hogy bar a nullhipotézis igaz, mi mégis elvetjiik azt az adatok alapjan. 100

ilyen vizsgédlat elvégzése esetén azonban mar a hibdsan elvetett nullhipotézisek varhat6 ér-



téke 5 lesz, illetve (fiiggetlen vizsgédlatoknal) 1 — 0,959 ~ 99 4%-os valészintiséggel lesz
legalabb egy fals pozitiv eredmény a 100-bdl. Vagyis ha az 0sszes esziinkbe 6tl6 tesztet
elvégezziik egy adathalmazon, majd kivélasztjuk azokat, melyek szignifikdns eredményt
adtak, az az adatok hib4s interpretdldsdhoz vezet. A problémat kiilonboz0 statisztikai méd-
szerekkel orvosolhatjuk, példdul Bonferroni nyoman mesterségesen lecsokkenthetjiik az m
db. tesztre alkalmazott o szignifikancia szint értékét a* = o/m-re, igy az m tesztre nézve
a fals pozitivok vérhat6 értéke  lesz. Ez egy viszonylag szigori megkozelités, amivel a
statisztikai er6 ugyan lecsokken, ezért bizonyos esetekben érdemes megengeddbb méodsze-
rekhez (Holm-Bonferroni, Holm-Sidak korrekciok) folyamodni, de amikor a fals pozitiv
taldlatok minimalizdlasa a cél, a Bonferroni-mddszer megbizhat6 eredményeket ad.

Az LACD adathalmazon a kiillonboz6 szervekre végzett tesztek azt mutattdk, hogy a
tiidében, a mellhdrtydban, illetve a mellékvesében megjelend attétek tipikusan kordn je-
lentkeznek, mig az agyi metasztazisok jellemzGen késSbbiek (ATl dbra (Melléklet)). A
tobbi szerv esetében nem taldltunk szignifikdns tendencidt a megjelenés idejére vonatko-
zOan.

A primer tumor elhelyezkedését tekintve azt taldltuk, hogy a centrdlis tiid6 tumorok
még inkdbb hajlamosak a korai 4ttétek eldidézésére, mint a periférikusak (Fisher-féle eg-
zakt teszt, p = 0,02), bar mindkét elhelyezkedés esetén gyakoribbak a korai metasztazisok,
mint a késdiek. Ilyen tendencia a jobb/bal oldali, illetve alsé/fels6 régids elhelyezkedést
illetden nem volt megfigyelhetd, és megjegyezziik, hogy a fenti p-érték is szignifikancidjat
veszti a tobbszoros tesztelésre tett korrekcid sordn.

Annak a vizsgdlatdra, hogy a kiilonboz6 metasztazisok mennyire gyakran fordulnak
el§ egyiittesen, az[l] dbra a) paneljén egy hétérképen dbrazoltuk azoknak a pacienseknek a
szamat, akiknek mind az i, mind pedig a j szervében taldltak attétet. Annak ellenére, hogy
példaul a tiidS és csont attétek lathatéan igen gyakran fordulnak eld egyiittesen, ebbdl az
abrabodl természetesen nem vonhatjuk le a kovetkeztetést, hogy a kétféle attét valamilyen
modon preferdlnd egymadst, hiszen ezekbdl a metasztazisokbdl mir dnmagukban nagyon
sokat azonositottak a betegcsoportban. Igy tehit teljesen véletleniil is eléfordulhat, hogy
egy paciensben mind csont, mind pedig tiid6 attétet is taldlnak. Annak érdekében, hogy
képet kapjunk arrél, hogy melyek azok a szerv-pér kategéridk, melyekbe a véletleniil var-
hat6ndl jelentdsen tobb/kevesebb paciens keriilt, elsoként minden i szervre kiszamitottuk
az 4ttét el6forduldsanak becsiilt p; valoszintiségét:

Ni

ﬁizﬁ

ahol N; azoknak a betegeknek a szdma, akiknél 4ttétet azonositottak az i szervben, N pe-
dig a teljes betegcsoport szdmossdga. Ebbdl, amennyiben feltételezziik, hogy az 4ttétek

egymdstol fiiggetleniil, véletleniil jelennek meg, kiszdmithat6 annak a p;; varhat6 valdszi-



niisége, hogy egy péciensben az i és j szervekben is azonositanak attétet:
Pij=DPi-Pj
Ezzel szemben az egyiittes p;; valOszinliségre az adatokbdl adhato tényleges becslés

. N
Pij = N

ahol N;j-k az m abra a) paneljén taldlhat6 értékek. Arra vonatkozdan, hogy az elméle-
ti p;j és a tényleges p;; ért€kek mennyire térnek el egymastol, a d;; = p;; — p;;j eldjeles
mennyiséget definidltuk, melyeknek szdzalékos értékeit az[I] dbra b) panelje mutatja. Az
eredmények szerint a csont attét a maj €s mellékvese attétekkel, a mellékvese pedig a bor
attétekkel a vartnal gyakrabban jelenik meg egyiitt, mig a mellhartya metasztizisok az agyi
és a mellékvesei metasztazisokkal a vartndl ritkdbban esnek egybe. Annak a vizsgdlatdra,
hogy amennyiben egy paciensnek az i és j szerveiben is taldlnak 4ttétet, van-e tendencia
arra vonatkozdan, hogy az i vagy a j szervbeli attét jelenik meg el6bb, bevezettiik az i és j

attétek kozti S;; sorrend preferencia értékét:

Nij

Sij = N

ahol N;_, ; azoknak a pdcienseknek a szdma, akikben az i szervbeli 4ttét idoben megel6zte
a j szervbelit. Ertelemszertien S; i =1—_8j;. Az igy definidlt sorrend preferencidk szaza-
1ékos értékeit mutatja az[I} dbra c) panelje. (Azokat az eseteket, ahol az i és a j szervbeli
attétek koziil mindkettd korai volt (a primer diagndzis utdn nem sokkal azonositottdk), nem
vettiik figyelembe, hiszen ilyenkor a sorrendiség nem pontosan meghatdrozhatd.) Latha-
téan a tiid6 attétek rendszeresen megeldzik az agyi (97%), a csont (86%) és a maj (84%)
metasztdzisokat. Hasonldan, a mellékvese attét jellemzen kordbban azonosithatd, mint az
agyl metasztazis (89%), a mellhdrtyai pedig korabban jelenik meg, mint az attét a majban
(100%).

Ahhoz, hogy a metasztazisok kozott eltelé id6rél pontosabb képet kapjunk, megvizs-
galtuk, hogy vannak-e olyan szervek, melyekben ha megjelenik egy 4ttét, akkor varhatéan
a kovetkez metasztdzis rovid id6 eltelte utdn szintén felbukkan, illetve, melyekben az attét
rovid id6 utdn koveti az azt megel6z6 metasztazist. Ehhez minden adott i szervbeli attét
esetén megvizsgéltuk, hogy az érintett paciensben mennyi volt a metasztizis elott eltelt

7 7 2

ti_ =t; —t, 1d6 (ahol t,, az i szervbeli attétet megel6zo attét diagndzisanak ideje), illetve a
metasztazis utan eltelt #; = t,, —t; id6 (ahol t,, az i szervbeli attétet kovetd attét diagndzisa-
nak ideje). A korai metasztazisokat kizartuk az elemz€sbdl, mivel a megjelenésiik pontos
ideje bizonytalan. Azokndl a metasztazisokndl, melyek az adott paciens id6ben legkésdbb

azonositott attétei voltak, csak a ;_ értékét szamoltuk ki. A mért #;_ €s t;, értékek elosz-
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1. abra. Metasztazisok megjelenése a kiilonb6z6 szerv-parokban. a. Azoknak a pa-
cienseknek a szdma, akiknél attétet azonositottak az i €s j szervekben is. A szdmok és a
hotérkép szinei a betegek szamat jelolik. Azokat a szerv-par kategéridkat, melyekhez nem
tobb, mint 5 paciens tartozott, nem jeloltiik szamokkal. A szamok 6sszege nem adja meg a
teljes vizsgélt kohorszban a betegek szamadt, hiszen egy péaciensben gyakran nem pontosan
két metasztazis jelenik meg. b. Az adott szerv-parokban megjelend attétek tényleges egyiit-
tes valoszintiségének és az elméleti egyiittes valdszinliségnek a kiilonbsége szdzalékban.
A fliggetlenség tesztelését y-négyzet probdval végeztiik, azzal a nullhipotézissel, hogy az
attét bekovetkezése a kiillonboz6 szervekben egymadstdl fiiggetleniil torténik (o = 0,05).
Azokat a szerv-parokat jeloltiik szdmmal, melyekre a hipotézisteszt eredménye szigni-
fikans volt, nagyobb és félkovér betiitipussal pedig azokat, melyekre a szignifikancia a
Bonferroni-korrekcio elvégzése utédn is érvényes maradt. ¢. Az §;; sorrend preferencidk
szazalékos értéke a szerv-pdrokra. A szignifikanciatesztelést y-négyzet probdval, azzal a
nullhipotézissel végeztiik, hogy a kétféle sorrendiség valdszintsége azonos (o = 0,05).
Azokat a szerv-parokat jeloltiik szdmmal, melyekre a hipotézisteszt eredménye szigni-
fikans volt, nagyobb és félkovér betiitipussal pedig azokat, melyekre a szignifikancia a
Bonferroni-korrekcid elvégzése utan is érvényes maradt. A fehér és fekete betliszinek az
olvashatésdgot segitik.

lasdnak jellemzit mutatja rendre a2} dbra a) és b) panelje. A tapasztaltak alapjan ahhoz,
hogy egy tiid6 metasztazis kialakuljon az azt megel6z6 metasztizis utdn, tipikusan tobb id6
kell (medidn: 16,0 hénap), mint egy mdj (median: 8,0 hénap) vagy egy csont (median: 7,0
hoénap) attét kialakuldsdhoz. Hasonldan, az agyi attétet kovetden a kovetkezd metasztazis
altalaban késobb (medidn: 12,5 honap) azonosithatd, mint egy csont (medidn: 4,0 hénap)
attét esetén.

A vizsgdalatok eredményei tehdt azt mutatjdk, hogy a centrdlis primer tiid6 tumorok a
periférikusaknal agresszivebbek és hajlamosabbak a korai 4ttétképzésre. Ilyen tendencia a
jobb/bal oldali és alsd/felsd régids elhelyezkedés esetén nem mutatkozott. Ezen feliil azt
tapasztaltuk, hogy bizonyos szerv-parok esetén a mindkettGben el6fordulé metasztazisok
egyiittes bekovetkezésének a valdszinlisége nem egyezik meg azzal, amit akkor varnank,

ha az attétek véletlenszerlien kovetnék egymast. Emellett néhany szerv-pér esetén az egyik
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2. abra. Metasztazisok kozott eltelt id6 az adott szervbeli metasztazis elott (a.) és
utan (b.). A fiigg6leges tengely mentén 1évd szines szamok az adott szervre mért értékek
medidnjat mutatjak. A kiilonboz6 szervekre jellemzd iddket a Kruskal-Wallis H-préba
segitségével hasonlitottuk Ossze, azzal a nullhipotézissel, hogy a két szervre mért értékek
medidnja megegyezik (o¢ = 0,05). Azokat a szerv-parokat, melyekre a nullhipotézis a
tobbszoros tesztelésre vald korrekciod figyelembevételével egyiitt is elvethetd volt, az dbran
csillaggal jeloltiik.

szervben megjelend metasztazis rendszeresen megeldzi a masik szervbelit, a metasztazisok
kozott eltelt id6 pedig erésen fiigg az érintett szervtdl. Ezek a megfigyelések felhivjak a
figyelmet arra, hogy a kiilonboz6 elhelyezkedésti primer tumorral diagnosztizalt betegek
kezelésénél kiillonbozd irdnyelveket kell kovetni, illetve, hogy a betegség lefolydsa sordn

kialakul6 attétek eldre jelezhetik a tovabbiakban esetlegesen érintett szerveket is.

VESEFUNKCIOK ROMLASA TUDODAGANATOS, CSONTATTETES BETEGEK
KEMOTERAPIAS KEZELESE SORAN

Ahogy a fentiek alapjdn is lathatd, a primer tiidé daganatban szenvedd péciensekben
a leggyakrabban megjelend metasztazisok egyike a csont attét, mely a betegek 25-30%-
andl mdr a primer diagndzis sordn azonosithatd, mig kb. 10%-ukndl kés6i metasztazisként

jelentkezik [28]. Az ilyen esetekben alkalmazott kezelések koziil talan a biszfoszfonatok



hasznélata a legelterjedtebb, melyek a kutatdsok szerint a csont metasztazisok kialakuldsa-
nak megel6z€sében is fontos szerepet toltenek be [29]. Ugyanakkor az olyan pacienseknél,
akiknek a vesefunkciéik gyengiiltek, az ilyen tipusu szerek ellenjavalltak [30-32]. Mivel
a tiidorak elsdsorban az id6s és jellemzden dohdnyzé emberekben jelentkezik, ezekben az
esetekben a dohdnyzas okozta sziv- és érrendszeri problémak is hozzajarulnak a vesefunk-
cidk romldsahoz, tovdbba a miitéti uton nem eltavolithaté primer daganatok kezeléséhez
gyakran hasznalt platina-bazisi kemoterdpids szerek is nefrotoxikusak [33|].

Annak a felmérésére, hogy a tiido daganat lefolydsa sordn a vesefunkciék miként val-
toznak, illetve, hogy a romldsuk milyen mértékben gétolja a biszfoszfonat kezelés alkalma-
zasat, egy 570 paciensbdl all6 adathalmazt dolgoztunk fel [34]. A betegek mindegyikénél
kialakult csont attét a betegség sordn, a primer tumorok azonban kiillonb6z8 szdvettani
kategdridkba estek. A péciensek csaknem fele (kb. 41%) részesiilt platina-bazisu kemote-
rapidban, haromnegyediik (kb. 77%) pedig valamilyen tipusu biszfoszfonat kezelésben a
csont metasztazis megjelenését kovetden. A betegek fele magas vérnyomastol, 15%-uk cu-
korbetegségtdl, harmaduk pedig COPD-t6l1 (kronikus obstruktiv tiidSbetegség) szenvedett.
A vesefunkcidk degraddléddsanak elemzéséhez a betegek laborleletei alapjan a kreatinin
(normélis tartomdany: 36-106 umol/L) és a BUN (blood urea nitrogen; karbamid) (nor-
madlis tartomény: 1,7-8,3 mmol/L) szintjét rogzitettiik a primer diagnoziskor, a csontattét
megjelenésének idején, illetve az utolsé elérhetd adatok szerint. Az analizis sordn gyakorta
mindkét mennyiséget egy bindris skdlan (normadlis/kéros) jellemeztiik.

Ahhoz, hogy a tarsbetegségek hatdsit megvizsgaljuk, minden lehetséges tirsbetegség
csoportra meghatdroztuk azoknak a pacienseknek az ardnyét a primer diagnézis idejekor,
akiknek a kreatinin, illetve a BUN szintje a kéros tartomdnyba esett (KTA: koros tartomény
ardny, [A1] tdbldzat). Mivel ekkor még egyik beteg sem részesiilt semmilyen kezelésben,
igy ezek hatdsit ezeknél a laborleleteknél nem kell vizsgdlnunk. A kiilénb6z6 csoportokba
esé paciensek szama alapjan ugy tiinik, hogy a tarsbetegségek alapjan torténd 8 csoport
l1étrehozdsa némely kategoridkban tdl kevés esetszamot eredményez a késdbbi statisztikai
elemzéshez. Preferdlt lenne tehat kivdlasztani azt a tarsbetegséget, melynek a hatdsa leg-
inkabb érzddik a vesefunkciokat jellemzd paraméterek értékein. Ennek a meghatdrozasa-
hoz egymastdl fiiggetleniil dsszevetettiik a kreatinin és a BUN értékek medidnjat a harom
tarsbetegség dltal meghatdrozott, paronként diszjunkt (van/nincs) beteghalmazokon. Azt
tapasztaltuk, hogy a magas vérnyomdstdl szenvedd betegekben mind a kreatinin szint (me-
dian: 81,9 vs. 75,8 umol/L; p < 0,001), mind pedig a BUN szintje (median: 6,0 vs. 5,7
mmol/L; p = 0,005) szignifikidnsan magasabb volt, mint azokndl, akiknek nem volt magas
a vérnyomdsa. A medidnokat Mann—Whitney-probaval hasonlitottuk dssze o = 0,05 szig-
nifikancia szint mellett. A fenti eredmények a tobbszoros tesztelés kompenzélasara hasz-
ndlt Bonferroni-korrekcié mellett is szignifikdnsak maradnak. Ehhez hasonlé tendenciat
nem taldltunk akkor, mikor a betegeket a cukorbetegség megléte alapjan kategorizéltuk,

a COPD-t6l szenvedd paciensek esetében pedig csak a kreatinin szint volt szignifikdnsan



magasabb (81,1 vs. 77,3 umol/L; p=0,004), mint a COPD-mentes betegeknél.

Ezek alapjan a[3] dbrdn mér csak a magas vérnyomds szerint csoportositott betegek-
re hatdroztuk meg a kiillonb6z6 id6pontokban a KTA értékét, illetve a romlési ratat (RR),
melyet a két idSpont kozott Gjonnan kéros tartomdnyba atkeriild betegek aranyaként de-
finidltunk. (Ennek értelmében KTA,; + RR,;_,. = KTA. és KTA. + RR._,,, = KTA,, ahol
az als6 indexek a diagnézis idejére (d), a csont attét megjelenési idejére (c) és a legutolséd
elérhetd adat idejére (i) utalnak.)

A teljes betegcsoportra nézve azt tapasztaltuk, hogy a csont metasztdzis megjelenésé-
nél mért kreatinin (medidn: 77,0 umol/L) és BUN (medidn: 6,0 mmol/L) értékek jelentd-
sen meghaladtdk a primer diagnéziskor felvett értékeket (kreatinin medidn: 75,0 pumol/L;
BUN medidn: 5,4 mmol/L). A medidnok Osszevetéséhez haszndlt Mann—Whitney-préba
(o = 0,05) szerint mindkét mennyiség értéke szignifikdnsan nétt (p < 0,001) az id6 els-
rehaladtdval. Hasonldan, az utols6 mérési eredmények alapjan (kreatinin median: 83,0
umol/L; BUN medidn: 7,60 mmol/L) a csont 4ttétet kovetden is mindkét mennyiségre szig-
nifikans (p < 0,001) novekedés tapasztalhatéd. (Ezek az eredmények Bonferroni-korrekci
alkalmazasa mellett is szignifikdnsak maradtak.)

A[3] dbrab) és e) paneljeinek tantisdga szerint a diagndzist6l a csont metasztézisig eltelt
idoben azok a paciensek, akiknek magas a vérnyomadsa, hajlamosabbak mind a kreatinin,
mind a BUN szintjiiket tekintve atlépni a koros tartomanyba. A magas vérnyomasos cso-
portban az 1j esetek ardnya 10,29% (kreatinin), illetve 13,48% (BUN) volt, mig ugyanezek
az értékek a tobbi paciensre 4,59% (kreatinin) és 6,36%-nak (BUN) adédtak. A két cso-
port kozti eltérés statisztikai szignifikancidjat Fisher-féle egzakt teszttel, a = 0,05-0s szig-
nifikancia szint mellett becsiiltiik, mely alapjan mindkét mennyiségre szignifikdns eltérést
tapasztaltunk (kreatinin: p = 0,010; BUN: p = 0,005) Bonferroni-korrekcié alkalmazésa
mellett is.

A tarsbetegségtol fiiggetleniil a csont metasztazis megjelenése utan mintha felgyorsulna
a vesefunkcidk romldsa: a nem magas vérnyomdsos csoportban a kreatininre mért romlasi
rita 4,59%-r6l 10,60%-ra (3] dbra b) és c) panel) emelkedett, mig a BUN-ra ugyanez
6,36%-161 22,26%-ra (3] dbra e) és f) panel). A magas vérnyomdsos betegeknél pedig a
BUN esetén a 13,48%-o0s romldsi rata a csontdttét utn 20,92%-osra nétt (3] dbra b) és c)
panel).

Ezzel szemben a csontattét megjelenése utan az djonnan koros esetek ardnya a két be-
tegcsoportban alig tér el egymastol (kreatinin: 9,93%, illetve 10,60%, BUN: 20,92% és
22,26%). Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy a csont metasztdzis megjelenésével olyan
eroteljesen nefrotoxikus folyamatok veszik kezdetiiket a szervezetben, melyek a kordbbi
koriilményektdl (tarsbetegség) fliggetleniil felgyorsitjdk a vesemiikodés romlasat. Nagyon
fontos itt megjegyezniink, hogy az ilyenkor beindul6 nefrotoxikus folyamatok nem feltétle-
niil a csont attét kozvetlen bioldgiai kovetkezményei. A fentieknek megfeleléen a vizsgélt

betegcsoport hairomnegyede részesiilt biszfoszfonit kezelésben, mely koztudottan negativ



hatdssal van a vesemiikddésre. Tehét ebben az esetben nem tudjuk minden kétséget kiza-
rdan elkiiloniteni magénak a csont metasztdzis megjelenésének az inherens nefrotoxicita-
sat a biszfoszfonat kezelés ismert kovetkezményeitdl. Mindazonéltal azokra a betegekre
korldtozva az elemzést, akik nem kaptak biszfoszfonét kezelést, azt tapasztaltuk, hogy a
csont metasztazis utdn szintén nétt a romlasi rdta a csont attét eldtti értékhez képest. Ez
az eredmény azt sejteti, hogy a csont metasztazis megjelenésével a vesefunkciok rohamos

romldsnak indulnak, amit csak részben magyardz meg a biszfoszfonat kezelés.
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3. abra. A kreatinin és a BUN szintjének alakuliasa a tiido daganat diagnézisatol
az utols6 laboratériumi eredményekig a magas vérnyomastol érintett és nem érintett
paciensekre. KTA: az adott id6pontban az adott betegcsoportban a kéros tartomanyba
sorolt kreatinin/BUN szinttel rendelkezd betegek ardanya. RR: az adott betegcsoportban
az el6z6 idSponthoz képest Gjonnan a kéros tartomanyba atlépd kreatinin/BUN szinttel
rendelkezd betegek ardnya.

Mivel a fenti megkozelités nem volt megfeleld ahhoz, hogy tényleges kiillonbséget tud-
junk tenni a biszfoszfonat kezelés €s a csont attét megjelenésének nefrotoxikus hatdsa ko-
zott, egy altalanositott talélés-elemzést végeztiink az adatokon.

Hagyomadnyosan a tilélés vizsgdlatandl arra a kérdésre keressiik a valaszt, hogy bi-
zonyos szempontok szerint csoportositva a betegeket (példaul kezelés tipusa, nem, stb.),
megfigyelhet6-e olyan jellegii tendencia, hogy az egyik csoportban a betegek ,,dltaldban
tovabb élnek”, mint a masik csoportban. Kicsit konkrétabban fogalmazva a két csoportban
egy adott esemény bekodvetkezéséhez sziikséges idok tulélési fliggvényét kivanjuk Gssze-

hasonlitani. Legyen 7" > 0 egy folytonos véletlen valdszinliségi valtozo, melynek eloszlds-
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definici6 szerint

S(t) = PUT > 1}) = /toofT(u)du _1—F().

//////

valészintisége, hogy az adott esemény #-nél késébbi idopontban kovetkezik be. Hasznos

még megadnunk a &(¢) kockazati fiiggvény (hazard function) definiciéjat:

. P <T<it+d)  fr(r) —=S(1)
M) = i s st - SG)

ahol az utols6 egyenlGség igaz, mert (1) = % [1—F(1)] és fr(t) = %F(t). Vagyis h(t)

azt adja meg, hogy mekkora az esemény bekovetkezésének a valdszinlisége a t idGpontban,
feltéve, hogy addig még nem kovetkezett be.

16 adatokbdl becslést tehetiink rd, melyre az egyik legelterjedtebb moédszer a Kaplan-Meier
kozelités [35]. Jellemz&en a szdmunkra elérhet6 informdcié a megfigyelt N alanyrdl az,
hogy az n. alany megfigyelésének teljes ¢, ideje alatt bekovetkezett-e az adott esemény
(6, = {0;1}) és ha igen, akkor pontosan mikor (z,). Amennyiben az alanynél nem kovet-
kezett be az esemény a megfigyelés ideje alatt, cenzorlt adatrél beszéliink. fgy minden
t; diszkrét id6pillanatot tekintve ismerjiik az adott pillanatban bekdvetkezett események d;
szamat, illetve azoknak az alanyoknak az n; szdmét, akiknél ¢; el6tt még nem kovetkezett be
az esemény. Ezek felhasznédldsaval minden #;-re kiszdmithat6 az aktudlis diszkrét, becsiilt
h; = d;/n; kockdzata az esemény bekovetkezésének. Az osszefiiggés egyszerli meggon-
doldsok alapjan adédik: annak a becsiilt valoszinlisége az adatok alapjan, hogy egy adott
pillanatban bekovetkezik az esemény annyi, mint az adott pillanatban ténylegesen beko-
vetkezett események €s az Osszes lehetséges €rintett alany szdmédnak hdnyadosa. Ugyanezt

természetesen példaul a maximum likelihood médszerrel is beldthattuk volna. Ennek fel-
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Az igy becsiilt tulélési fiiggvényeket dbrazolva jellegzetes 1€pcsds gorbéket kapunk,
melyeket a két csoportra dbrdzolva manudlisan 0sszevethetiink, illetve a log-rank teszt se-
gitségével eldonthetjiik, hogy az adott szignifikancia szint mellett szignifikdnsan eltérnek-e
egymdstol. Ahogy N — oo, a 1épcs6k egyre inkéabb kisimulnak és S(¢) — S(z).
hatdsardl a becsiilt S(¢) alapjan még semmit nem mondhatunk. Az erre a feladatra az orvosi
gyakorlatban leggyakrabban hasznélt megoldas az un. Cox-regresszios modell illesztése az

adatokra, melybdl a vizsgalt paraméterek megvaltozdsanak a kockazatra gyakorolt hatdsa



megbecsiilhetd. A modell legegyszeriibb verzidja a kockdzati fliggvényt az alibbi médon

dllitja els:
h(t,X;) = ho(t)e PrXint-+BpXix),

ahol X; az i. betegre vonatkozé kovaridnsok vektora, h(t) az egyén alapkockdzata (,,ba-
seline”) akkor, ha a kovaridnsok mind nulldk, K pedig a kovaridnsok szdma. A modell
madsik elnevezése a Cox-féle ardnyos kockazati modell, hiszen a fenti képletbdl lathato,
hogy bindris kovaridnsok esetén (pl. a beteg kapott-e biszfoszfonat kezelést vagy sem:
Xipr = {0;1}) az adott kovaridns értéke altal definialt két csoportban a kockézati fiiggvé-
nyek konstansszorosai (ePer) egymdsnak. Vildgos, hogy ez egy viszonylag szigoru felte-
vés, hiszen példaul el6fordulhat, hogy egy bonyolult miitéti eljards ugyan a beavatkozast
kovetben jelentdsen megnoveli a kockdzatot, de hosszu tdvon lecsokkenti azt. A modell-
nek léteznek kiterjesztései, melyek id6fiiggd regresszids egyiitthatokat is képesek kezelni.
Ugyanakkor az is elképzelhetd, hogy egy bizonyos paraméter csak akkor jatszik igazdn
jelentds szerepet a kockdzatban, ha az alapvetéen nem til magas. A fenti modell alapjan a
biszfoszfonat kezelés a veseelégtelenség kockazatat példaul megdupldzza, a tobbi kovari-
ans értékétdl fiiggetleniil. El tudunk azonban képzelni olyan pédcienseket, akik mindhdrom
vizsgalt tarsbetegségben szenvednek, igy a szamukra mdr onmagaban magas kockdzatot a
biszfoszfonit kezelés ugyan kicsit megnoveli, de nem kétszerezi. Az ilyen esetek a fenti
modellbe nem épithetdek bele.

A modell illesztésének végsd célja nem a kockazati fliggvény konkrét eldallitasa, mivel
a hy(t) fiiggvényrsl semmit nem tudunk és semmilyen feltételezést nem is tesziink rd. A
feladat tehat a B, regressziés paraméterek meghatdrozasa, vagyis az egyes kovaridnsok re-
lativ kockdzatét kivanjuk megadni. Tehdt végeredményben arr6l nem tudunk nyilatkozni,
hogy adott ¢ id6pillanatban az i. paciens esetében mekkora a valdszintisége a veseelégte-
lenség bekovetkezésének, de annyit allithatunk, hogy ha a paciens kapott biszfoszfonat ke-
zelést, akkor ez az ismeretlen valdszintiség ePor-szer akkora lesz, mintha nem kapott volna.
Magukat a kovaridnsokat az 6sszes paciensre vett egyiittes likelihood fiiggvény maximali-
zéldsaval lehet meghatdrozni. (Mivel ho(¢) nem fiigg a kovaridnsoktdl, igy a szamitds sordn
kikiiszobolhetd.)

A konkrét adathalmazra vonatkozdan egy a hagyomanyostdl kicsit eltérd, absztrakt tul-
€lési analizist végeztiink a kreatinin €s a BUN tekintetében kiilon-kiilon. Ehhez a méré-
seket a[d] dbra szerint definidltuk: amennyiben a piciens vesemiikodését jelzd paraméter
értéke a kutatds teljes ideje alatt a normélis tartomanyban maradt (A) eset), két cenzorélt
mérést jegyeztiink le. Ha a paciensnél az adott paraméter értéke a csont attét diagnosztiza-
lasa utdn (vagyis mérhet&en az utolsé adat szerint) valtott a kéros tartomanyba (B) eset),
szintén két mérést konyveltiink, egy cenzordltat a csont 4ttét el6tt, illetve egy nem cenzo-

raltat utdna. Ha mér a csont metasztazis diagnézisandl koros vesefunkcidkat tapasztaltunk



A) eset: normalis vesefunkcio a kutatas teljes id6tartama alatt

tudédaganat diagnozisa T, csont metasztazis T, utols6 adat T,
1. mérés 2. mérés
id6: T-T, id6: T T,
esemény: 0 esemény: 0
relevans kemoterapia: csont attét elotti relevans kemoterapia: csont attét utani
relevans biszfoszfonat kezelés: nincs relevant biszfoszfonat kezelés: csont attét utani
elétte/utana statusz: elétte elé6tte/utana statusz: utana

B) eset: kéros vesefunkcié a csont metasztazist kovetéen

tudédaganat diagnozisa T, csont metasztazis T, utolsé adat T,
1. mérés 2. mérés
idé: T-T, id6: T,-T
esemény: 0 esemény: 1
relevans kemoterapia: csont attét eltti relevans kemoterapia: csont attét utani
levans biszfoszfonat k Iés: nincs I biszfoszfonat k Iés: csont attét utani

r r
elétte/utana statusz: elétte elé6tte/utana statusz: utana

C) eset: koros vesefunkcié a csont metasztazist megel6zéen, de nem a primer diagnéziskor

tidédaganat diagnozisa T, csont metasztazis T, utols6 adat T,

1. mérés

id6: T-T,

esemény: 1

relevans kemoterapia: csont attét el6tti
relevans biszfoszfonat kezelés: nincs
elétte/utana statusz: elétie

D) eset: koros vesefunkcié a primer diagnéziskor

tudédaganat diagnozisa T, csont metasztazis T, utolsé adat T,

A méréshez nem hatarozhaté meg idé adat.

4. abra. A tulélés analizishez hasznalt mérések a kiilonb6zo tipusi betegek esetében

(C) eset), egyetlen nem cenzoralt mérést jegyeztiink. Amennyiben a kreatinin vagy BUN
szintje mdr a primer diagnéziskor a kéros tartoményba esett (D) eset), nem lehetett az dtme-
net idejét meghatarozni, igy innen nem szdrmaztak mérési adatok. Eseménynek a kreatinin
vagy a BUN szintjének a koéros tartomédnyba valé atlépését tekintettiik, a kétféle mennyi-
ség esetén kiilon modelleket illesztettiink. A csont metasztazis el6tti és utdni méréseket az
,eltte/utdna” bindris paraméter értékével kiilonboztettiik meg.

Természetesen ennek a modellnek tobb hatuliit6je is van. Egyrészt a méréseket egymas-
tol fiiggetlennek tekintettiik, pedig a valésdgban egyetlen paciens adataibdl tobb mérést is
generdltunk. Alapvetéen nyilvdnvald, hogy ha mar a csont metasztdzis azonositdsandl a
kreatinin és/vagy BUN szintje er6sen megkozeliti a kéros tartomany hatarat, akkor kés6bb
valésziniileg a csont metasztazis megjelenésétdl, illetve egyéb kezelésektdl fiiggetleniil is
konnyen 4tlép abba. Mindazonéltal a vesefunkcidk kezdeti allapota bar mérésenként kii-

16nb6z8, ami a kockdzat konkrét értékét mas-mas mértékben befolydsolja, ezt a hatdst be-



stirithetjiik a h(t) fuggvénybe. Tovabbd az adott méréshez rendelt kemoterdpia értékének
(kapott/nem kapott) mindig az adott idOszakra meghatdrozott értéket tekintettiik. Vagyis
egy olyan paciensnél, aki a csont attét el6tt részesiilt kemoterdpidban, de utdna nem, az
adataibdl kinyert, attétet koveté mérési ponthoz a ,,nem kapott” értéket rendeltiik. Ezzel
tehat elhanyagoltuk a kemoterdpids szerek hosszitavu hatdsait. Fontos tovabbd megjegyez-
ni, hogy a biszfoszfonat kezelés értéke (kapott/nem kapott) er6sen korreldl az el6tte/utana
statusszal, hiszen a csont metasztazist megel6zden egyik beteg sem kapott ilyen tipusu
kezelést. Mivel azonban a betegek kb. negyede az éttétet kovetden sem részesiilt biszfosz-
fonat kezelésben, fontos a két paramétert megkiilonboztetniink.

A modellillesztés el6tt minden vizsgélt paraméter (A2] tédbldzat) szerinti csoportositdsra
legyértottuk az adott csoport tdlélési gorbéjének S(z) Kaplan-Meier becslését és grafiku-
san ellendriztiik, hogy fenndll-e az ardnyos kockdzatok feltétele. Ehhez els6ként be kell

vezetniink az tn. kumulativ kockdazati fiiggvényt:

H(t) = /O hu)du = /O t <‘SS;L§;‘)) du = [ 1ogS(u)]}, = —logS(7)

Mivel a Cox-modell feltételezése szerint h(t) = ho(t)ek BiXic igy
t t
H(t) = / I’l(u)du = |:/ ho(u)du} eZkBka — Ho(t)ezkﬁkxk
0 0

S(t) = e H) — <e—Ho(f)>
log S(t) = —Ho(r)eXk P
log(—logS(r)) = logHo (1) + Y BiXx
k

Xk BrX

Ha tehét csak egyetlen kovaridnst tekintiink, és ennek az értéke (0 vagy 1) szerint valaszt-
formaltjai csak a kovaridnshoz tartoz6 B tagban fognak egymadstdl eltérni. Vagyis a két
csoportra egy 4bran felrajzolva a log(—logS(t)) gorbéket a t fiiggvényében, parhuzamos,
egymastdl egy konstans értékkel eltolt egyeneseket kell kapnunk. Amennyiben tehét ez
vizudlisan igazolhatd, az adott paraméterre valéban fenndll az ardnyossagi feltétel és igy
az bevalogathat6 a Cox-modell kovaridnsai kozé.

Miutén ilyen médon kivélasztottuk azoknak a paramétereknek a listdjat, melyek telje-
sitik az ardnyos kockazatok feltételét, megkezdtiik a modellszelekciét. Ennek sordn kii-
16nb6z6 paraméter kombindcidkkal illesztettiink modelleket, majd mindegyiknél megha-
taroztuk az AIC (Akaike-féle informécids kritérium) [36] értékét. Végiil azt a modellt
vélasztottuk ki, melynél az AIC értéke a legalacsonyabb volt (A3] tabldzat). A jelentGs
mennyiségli cenzoralt adatot tartalmazé adathalmazok esetén a hagyomanyosan a modell

prediktiv erejét jellemz8 R? paraméter értéke drasztikusan lecsokkenhet [37], igy célszert



mds modon szarmaztatni a josagi tényezdt. A szintén gyakran hasznélt konkordancia [[38]]
értéke a kreatinin esetében 0,65, a BUN esetében pedig 0,71 lett. A likelihood arany proba
altal kapott p-értékek mindkét modell esetén szignifikdnsak voltak @ = 0,05 szignifikancia
szint mellett. AlapvetSen a likelihood ardny préba abbdl a nullhipotézisbdl indul ki, hogy
két tetszélegesen megvélasztott modell mellett a konkrét adatok megfigyelési valdsziniisé-
gének (likelihoodjanak) a hanyadosa nem tér el jelentGsen 1-t6l. Vagyis a két modell koziil
egyikrdl sem éllithatjuk, hogy jobban leirnd a megfigyelt adatokat, mint a masik. Esetiink-
ben az egyik modell a fenti modellszelekcios eljaras végsd Cox-féle modellje, mig a masik
modell a B; = 0Vi. Ezek alapjan tehat a kapott modellek bar lathatéan nem adnak tokéletes
joslatot a varhato tilélési idore vonatkozdan, a kovaridnsokat nem tartalmazé modelleknél
azonban szignifikdnsan jobbnak bizonyulnak.

A végs modellekben szerepld kovaridnsok listdjabol (A3] tédblazat) kittinik, hogy a ké-
s6i stadiumu primer tumorok esetén, illetve a magas vérnyomastol szenvedd pacienseknél
a vesefunkciok romldsa varhatéan hamarabb kovetkezik be. A biszfoszfonit kezelés és a
kemoterédpia nefrotoxikus hatdsdra nem taldltunk meggy6z6 bizonyitékot, ezzel szemben
mind a kreatinin, mind pedig a BUN esetében szignifikdnsan gyorsabban léptek at a ve-
sefunkcidk a kdros tartomdnyba a csont metasztazist kovetden, mint elStte. VéElhetSen a
modellek fent diszkutélt hidnyossdgai miatt ez az eredmény dnmagdban nem tekinthetd bi-
zonyito erejlinek arra vonatkozdan, hogy a csont metasztazis megjelenése inherensen felel
a vesemiikodés romldsaért. Ennek a tényleges teszteléséhez egy olyan adathalmazra lenne
sziikség, ahol a primer tiid6 tumorral rendelkez6 betegek egy részében kialakult csontattét,
a masik részében pedig nem. Ugyanakkor az eredmények feltétleniil felhivjdk arra a figyel-
met, hogy a nefrotoxikus szerek esetében mas koriilményekkel és kockdzati tényezdkkel
kell szdmolni akkor, ha azokat preventiv céllal (a csont metasztazis el6tt) vagy reaktivan (a

csont attétet kovetden) alkalmazzak.

IMMUNTERAPIAS BIOMARKEREK VALTOZASAI METASZTAZISOKBAN ES
PLATINA-BAZISU KEMOTERAPIA HATASARA

A hagyomadnyos, diagndzis sordn felvett klinikai paraméterek és a laborvizsgalatokbdl
nyerhetd adatok vizsgdlata mellett az ut6bbi években elterjedni kezdé immunellendrzdpont-
gatlo szerek alkalmazédsdhoz elengedhetetlen az immunterdpids biomarkerek valtozasainak
a feltérképezése is. A fent targyaltaknak megfeleléen az ilyen tipusu kezelés elsGsorban
azokban az esetekben vezet tényleges eredményre, amikor a tumorsejtek valéban a PD-L1
fehérje expresszalasaval keriilik el a szervezetben normalisan fellépd immunvalaszt [[39].
Ezen kiviil aktivan kutatjak a terdpidra adott vdlasz és a daganat kornyéki immunsejtek
PD-L1 és PD-1 expresszidja kozti kapcsolatot is [40], illetve maguknak a daganat kornyé-
ki és az azt infiltral6 immunsejtek darabszdmanak és lokalizacidjanak hatdsat [41]]. Tekin-
tettel arra, hogy az immunterapia rendkiviil koltséges, fontos az olyan biomarkerek alkal-

mazdsa a varhatéan pozitivan reagdld betegcsoportok kivalasztdsa soran, melyek valéban



megbizhatdan jésoljak a kezelés kimenetelét. Ezért elengedhetetlen annak a felmérése is,
hogy a kiilonb6z0 tényez8k (egyéb kezelések, a mintavételezés helye, a primer tumor ti-
pusa, metasztazisok megjelenése, stb.) mennyiben befolydsoljdk a pacienseknél mérhetd
expressziods szinteket és a daganat kornyéki immunaktivitdst. Mivel maga az immunhisz-
tokémiai vizsgalat elvégzése, vagyis a biomarkerek értékeinek meghatirozasa is komoly
anyagi terhet jelenthet, érdemes az ért€keket hagyomanyos klinikai paraméterekkel is kor-
reldltatni. Amennyiben fény deriilne szignifikdns Osszefiiggésekre az alapértelmezetten
meghatérozott klinikai valtozok és az expresszids szintek kozott, egy preszelekcids fazis-
ban mdr a diagndzis sordn lesziikithetd lenne az immunterapidbdl varhatéan profitdlé paci-
ensek csoportja. A kezdeti biztaté eredmények ellenére a betegek szelekcidjara vonatkozo-
an egyeldre nincsenek bevett modszerek, és a PD-1/PD-L1 pozitivitds, mint biomarkerek
tesztelésére vonatkozo feltételek sincsenek rogzitve [42]. Hasonléan nem tisztazott, hogy
azok a tumortipusok, melyeknél a PD-1/PD-L1 expresszi6 értéke prognosztizdlja a varhat6
tulélést, vajon jobban reagdlndnak-e az esetleges PD-1/PD-L1 gétl6 terdpidkra, mint azok
a daganattipusok, amiknél az expresszids szintek nem befolyasoljak a tulélést [43, 44].

Itt fontos megjegyezniink, hogy sajnos a PD-1 €s PD-L1 expresszids szintek meghata-
rozdsa a gyakorlatban sem egy jol kidolgozott, reprodukdlhaté protokoll alapjan torténik.
Az immunhisztokémia (IHC) sordn a vizsgalt szovet egy vékony metszetére valamilyen
moédon megjeldlt (jellemzben valamiféle enzimmel vagy fluoreszcens anyaggal) antiteste-
ket juttatnak, melyek a szovet azon sejtjeihez kotnek, amiknek a feliiletén a komplementer
antigén megtaldlhat6. A metszetet ezutan mikroszkoppal vizsgdlva, az antigénnel rendel-
kez6 és nem rendelkezd sejtek mds-mds szinnel jelennek meg. Az expresszids szint szam-
szerlisitését a metszetek mikroszképos vizsgalataval patologusok végzik, tobbnyire vizua-
lis besorolds utjan valamiféle szemikvantitativ skdla alapjan. Gyakori példaul a tumorsej-
tek PD-L1 expresszidjat a metszeten megfestett sejtek ardnyanak a 0-1%, 1-5%, 5-10%,
10-50% és 50-100% intervallumok valamelyikébe valé besoroldsdval meghatdrozni [45]).
Vildgos, hogy a mérési médszer mar 6nmagédban rendkiviil sok problémét felvet. Mivel
a meghatdrozdst manudlisan végzik, igy a kétes esetekben a konkrét patoldégus szubjektiv
dontésén mulik, hogy melyik tartoményba sorolja a kérdéses mintit. Ennek az aspektusnak
az egységesitésére taldn van remény azéltal, hogy a képek kiilonb6z6 szempontok szerinti
klasszifikalasat végzd szamitdgépes algoritmusok az utdbbi idében soha nem latott fejlo-
désen mentek keresztiil. A jelenleg leggyakrabban alkalmazott médszer azonban két fiig-
getlen patologus egyéni dontéseinek 0sszesitésén alapul. Az irodalmi tapasztalatok szerint
a tumorsejtek PD-L1 expresszidjanak meghatdrozdsa tekintetében ez egy viszonylag meg-
bizhat6 technika [46H50], ezzel szemben azonban az immunsejtek PD-L1 pozitivitasanak
vizsgalata sordn az eredmények er6sen fiiggnek a hasznalt antitesttdl [46]. Emellett a teljes
tumor hiteles reprezentdldsara metszetek sokasagat kellene a szovetbdl megvizsgélni, a da-
ganatok kozismert heterogenitdsa miatt. A gyakorlatban nem ritkdn a teljes méréshez csak

egy biopszids minta all rendelkezésre, igy még ha annak tobbféle metszetét fel is térké-



pezik, akkor is fenndll a veszélye annak, hogy a teljes tumorra nézve tett kdovetkeztetések
tévesek lesznek [51]. Ugyanakkor nem szabad elfelejteniink, hogy a daganatos betegsé-
gek gyogyitasara alkalmazott immunterapids modszerek és a varhatdan pozitivan reagaléd
betegek kivélasztdsahoz sziikséges feltételrendszer kialakitdsa még gyerekcip8ben jarnak.
Igy minden tudoményos megfigyelés a biomarkerek tulajdonsagait illeten fontos 1épést
jelenthet a technoldgia gyakorlatba torténd atiiltetése soran.

Annak a vizsgélatdra, hogy a betegek varhaté tilélésének tekintetében val6jaban mennyi-
re meghatdrozdak a kiillonboz6 expresszids szintek mért értékei, illetve a daganat kornyé-
kén talalhat6 immunsejtek szdma €s eloszldsa, egy olyan 208 pécienst tartalmaz6 adathal-
mazt vizsgéltunk [52], ahol a betegek mindegyike primer tiidé adenokarcinéméban szen-
vedett, és a betegség lefolydsa alatt agyi metasztazist diagnosztizaltak naluk. Mivel az
agyi attétek a tiidérak mellett igen gyakran fordulnak eld, és az érintett paciensek tilélési
statisztikdi elszomoritéak [S3[], igy feltétleniil relevancidja van egy ilyen specidlis beteg-
csoport vizsgdlatdnak. Bar az agyi metasztazisokat sokféle kiilonb6z6 kutatdsban elemzik
[54-56]], ez az els6 olyan torekvés, mely kizarolag egy specifikus primer daganat agyi
attéteinek analizisét tlizte ki célul. A rendelkezésre all6 szovetek metszetein a tumorba
beszivargo, kotdszoveti vazban 1évé immunsejtek ardnyat hagyomdanyos hematoxilin és
eozin (H&E) festéssel két fiiggetlen patolégus hatdrozta meg a < 20% és > 20% kate-
gbridkba torténd besoroldssal. A daganat feliiletén vékony vagy vastag rétegben megjele-
né immunsejtek ottléte alapjan a metszeteket két csoportra osztottdk attdl fiiggben, hogy
megjelent-e barmilyen vastagsdgd immunsejt réteg a tumor feliiletén vagy sem. A tumor-
és immunsejtek PD-L1 és PD-1 pozitivitasat a fent targyalt immunhisztokémiai eljards-
sal a tumorsejtek esetén a 0-1%, 1-5%, 5-10%, 10-50% és 50-100% intervallumokba, az
immunsejtek esetén pedig a 0-1%, 1-5%, 5-10% és 10-100% tartomdanyokba soroltdk a po-
zitivitast mutaté sejtek aranyatol fiiggben, az irodalmi standardnak megfelelden [44, 45].
A hagyomdanyos klinikai paraméterek és a szovettani jellemzok figyelembevételével a fent
ismertetett médon Cox-modellt illesztettiink a teljes tilélésre vonatkoz6 id6adatokra (OS:
overall survival; konkordancia: 0,75). Az eredmények alapjdn a tilélést elsGsorban befo-
lydsol6 tényezSk a primer tumoron végzett miitét (a kockdzat kevesebb, mint harmadéra
csokken, ha tortént mitéti beavatkozdas), a kemoterdpia (a kockdzat tobb, mint haromszo-
rosdra nd kemoterdpia hidnya esetén), a paciens életkora (a 60 évnél fiatalabbak korében
kb. feleakkora a kockdzat), illetve a tumort koriilvevd immunsejtréteg (ha nincs jelen, a
kockdzat tobb, mint masfélszeresre nd). Mivel az egyik f6 faktor a primer tumor mdtéti
eltdvolitasa volt, egy klinikailag homogénebb alcsoportra ismételten elvégeztiik a modell-
illesztést. Ebben a csoportban a péaciensek mindegyike részesiilt primer miitétben, illetve
csak egyetlen agyi metasztazist azonositottak naluk. Az igy definidlt populaciéban a tu-
mor koriili immunsejtréteg hidnya mar haromszoros rizik6faktort eredményezett. Vagyis a
tumorsejtek PD-L1 pozitivitasitol fiiggetleniil a varhato tilélés azokndl a pacienseknél ma-

gasabb, akiknél a daganat kornyékén 1év6 immunsejtek szama magasabb. Ez arra utalhat,



hogy ezeknél a betegeknél magas PD-L1 expresszi6 esetén varhatéan pozitiv hatdsa le-
hetne a fehérje blokkoldsdnak, hiszen a immunsejtek jelenléte biztositand az immunvélasz
reaktivalasat. Ezzel szemben az olyan paciensek, akiknél lokélisan nincsenek immunsejtek
a daganat kornyékén, egy olyan kombindlt terdpidbol profitdlndnak a legtdbbet, amelyben
a PD-1/PD-L1 tengely blokkoldsaval pdrhuzamosan az immunsejtek siirlisége a tumorban
szintén novelhetd [57]. Hozza kell azonban tenniink, hogy 6nmagdban a PD-1/PD-L1
pozitivitds prognosztikus jelentdségét nem tudtuk kimutatni a betegcsoporton, igy el6for-
dulhat, hogy az agyi attéttel rendelkez6 paciensek esetén az anti-PD-1/PD-L1 terdpidk nem
feltétleniil hatdsosak. Ezt a képet drnyalhatna a klinikailag sokkal homogénebb csoportok
vizsgdlata, hiszen nem lehetetlen, hogy a rendelkezésre 4ll6 viszonylag alacsony esetszam
miatt a primer mitét és kemoterdpia hatdsa elnyomja a molekuldris sajatossagok kovetkez-
ményeit.

Tovébbi kutatdsaink sordn azokra a kérdésekre kerestiik a védlaszt, hogy megvéltozik-e
a tumorban és kornyékén taldlhaté tumor- és immunsejtek PD-L1 és PD-1 expresszidja
neoadjuvans kemoterapia sordn [58]], léteznek-e korreldcidk a potencidlisan biomarkerként
alkalmazhaté mennyiségek kozott egy adott paciensen beliil, latunk-e Osszefiiggést a pa-
ciens klinikai és a tumor szovettani jellemzdi, illetve az expresszids szintek kozott [S9],
tovdbba megfigyelhetéek-e kiillonbségek az expresszids szintekben és a daganat kornyé-
ki immunsejtek megjelenésében a primer tumor €s annak metasztizisai kozott [60]. Az
elemzések sordn hagyomanyos statisztikai mdédszereket hasznaltunk az osszefiiggések fel-
tardsara. A korreldcidkat a Spearman-féle p rangkorrelacios egyiitthatd meghatdrozasaval
vizsgéltuk, aminek a hagyomdnyos Pearson-korreldciéhoz képest megvan az az elénye,
hogy nem kifejezetten a két valtozo kozti linedris Osszefiiggés azonositdsdra szolgél, hanem
minden olyan esetben magas abszolut értéket vesz fel, mikor az egyik vizsgdlt mennyiség
a masiknak monoton fiiggvénye. A kapott p érték tényleges szignifikancidja felmérhetd
egy olyan hipotézis-teszttel, mikor a nullhipotézis szerint a két mennyiség korreldlatlan
(vagyis p = 0). A tilélési analizisek sordn a mar fent targyalt Cox-féle tobbvaltozés mo-
dellt hasznaltuk az ardnyos kockdzatok kritériumanak valtozonkénti tesztelése, majd az
AIC minimalizdldsdra torekvé modellszelekcids 1épések elvégzése utdn. Amennyiben a
kiilonboz6 paraméterek véltozdsait vizsgaltuk a primer tumor és a metasztazis kozott, a
pacienseket hdrom csoportra osztottuk aszerint, hogy az adott mennyiség nétt (+1), csok-
kent (—1) vagy nem valtozott (0). Az igy szdmszer(Usitett valtozasi irdnyok atlagan végzett
t-prébaval azt vizsgaltuk, hogy az atlag szignifikdnsan eltért-e a nullatdl, vagyis lathat6-e
barmilyen szisztematikus tendencia a véaltozasok irdnyaban.

Kiilonbodzd szovettani altipusokba tartozé primer tiidétumorral diagnosztizalt pacien-
sek esetén azt vizsgaltuk meg, hogy a diagnéziskor gyjtott biopszia €s a neoadjuvans
platina-bazisti kemoterdpidt kovetden végzett miitéti eltdvolitdsbdl szarmaz6 minta kozott
milyen eltérések voltak megfigyelhetSk [58]. A tumort infiltrdl6 immunsejtek ardnyat a

fent leirt mdédon H&E festéssel, az expresszids szinteket pedig szintén a tirgyaltaknak



megfeleléen immunhisztokémiai eljardssal soroltdk be a megfeleld szemikvantitativ skala
intervallumaiba. Annak érdekében, hogy pontosabb képet nyerjiink a tumorsejtek PD-L1
expresszios szintjének valtozasardl, a metszeteket Gjrakategorizaltdk a nagyobb felbontdsu
0-1%, 1-5%, 6-10%, 11-20%, 21-30%, 31-40%, 41-50%, 51-60%, 61-70%, 71-80%,
81-90% és 91-100% skalan. Mivel 0sszesen 41 paciens mintaparja allt csak rendelkezé-
stinkre a kutatds sordn, a kapott 0sszefiiggéseket sokkal inkdbb el6zetes tendencidkként,
mint statisztikailag megerdsitett tényként kell interpretdlnunk. A legszembet(in6bb ered-
mény taldn az volt, hogy a neoadjuvédns kemoterdpia hatdsara a PD-L1-et kifejez6 tumor-
sejtek ardnya az esetek kb. negyedében csokkent (24,4%), jelentds részében nem valtozott
(68,3%) és csak elvétve nott (7,3%). Azokndl a pacienseknél, ahol csokkenést tapasztal-
tunk, a csokkenés gyakran igen szdmottevé volt (példaul 70%-os ardnyrol <1%-ra). Ezek
az eredmények a kordbbi kutatdsok tapasztalataival is egybevdgnak [61}|62]]. Erre alapozva
felmeriilhet a gyand, hogy a platina-bazist kemoterdpids szerek célzottan a PD-L1 pozitiv
tumorsejteket pusztitjdk, igy a globdlis expresszids szint csokkenését idézik eld. A rendel-
kezésiinkre all6 10 olyan esetbdl, ahol ténylegesen csokkent a PD-L1 pozitiv tumorsejtek
ardnya, 8-ndl igazoltan csokkent a tumor mérete a kezelés hatdsara (1 esetben nem volt
adatunk a terdpids vélaszrél). Anndl a harom betegnél azonban, ahol az expresszids szint-
ben novekedést figyeltiink meg, a tumor mérete szintigy lecsokkent, igy a fenti elmélet
onmagaban még nem ad magyardzatot a latottakra. A tényleges orvosi relevanciaval bi-
r6 tendencidk megfigyeléséhez természetesen joval nagyobb adathalmazra lenne sziikség.
Mégis érdemes hangsilyozni az eredmények jelentoségét: mivel az immunterdpiat jelenleg
tipikusan olyan esetekben alkalmazzdk, ahol az els6dleges kemoterdpids kezelés, illetve a
miitéti eltdvolitds nem jart sikerrel, rendkiviil fontos felmérni, hogy a kezdeti kezelések
mennyiben befolydsoljdk azoknak a biomarkereknek az értékét, melyek alapjan a paciens
jogosultta valik az immunterdpidra. Amennyiben tehdt a kemoterdpia valéban megval-
toztatja a PD-L1 expresszi6 szintjét, kiilonos gondot kell forditani arra, hogy a paciensek
szelekcigjat a kezelést kovetden gyljtott mintdkra alapozzak.

Bar a klinikai gyakorlatban egyeldre kizardlag a PD-L1 pozitiv tumorsejtek ardnyét
hasznaljdk biomarkerként az immunterdpidra valé jogosultsig meghatdrozasinal, felme-
riil az igény egyrészt precizebb, masrészt olcsébban tesztelhetd prediktorok azonositdsa-
ra. Valdjdban csak a magas PD-L1 expresszidval rendelkezd péciensek fele reagdl jol a
PD-1/PD-L1 inhibitor kezelésre, ezzel szemben pedig néhany esetben a PD-L1 negativ
tumorok mérete is csokken az immunterdpia hatdsara [63]. Mivel a diagnosztika sordn
rutinszerien alkalmazott H&E festésnél szdmos olyan szovettani paraméter meghatdrozas-
ra keriil, melyeknek nincs kozvetlen kihatdsa a kezelés kivélasztasara [64), 65], praktikus
lenne az ezek és a csak koltségesen mérhetd expresszids szintek kozti Osszefiiggéseket
feltarni. A tiid6 adenokarcindmatdl szenvedd betegek esetében eddig egyediil a lepidikus
novekedési mintdzat €s a PD-L1 pozitiv tumorsejtek ardnya kozott igazoltak negativ kor-

relaciot [66H68]]. Laikus szempontbdl ez az Osszefiiggés ugy magyardzhaté meg, hogy



lepidikus novekedéssel azok a tipusu daganatok jellemezhetdek, melyeknél a tumorsejtek
csak a meglévo tiidoholyagocskak mentén helyezkednek el, és nem érték el a kotdszoveti
vazat, az ereket, illetve a mellhartyéat, vagyis kevésbé agresszivak. Ezzel szemben a PD-L1
pozitivitds arra utal, hogy a tumorsejtek sikeresen kijatszottdk a szervezet tumorellenes
immunvilaszat, vagyis hatékonyan tudnak novekedni. Igy érezhetd, hogy a kétféle jelen-
ség varhatéan egymast kizaréan fordul el6. Ezzel egyiitt azonban vildgos, hogy az ilyen
jellegli megérzéseket kétséget kizaréan igazolni kell, miel6tt a klinikai gyakorlatba atiiltet-
hetdek lennének. A novekedési mintdzat mellett a H&E festés sordn meghatdrozzdk még a
tumor rosszindulatisdgénak fokat (grade), az esetleges nekrozis (szovetelhalas) jelenlétét,
az érrendszer érintettségét, illetve a kotészoveti immunsejtek stiriségét. Ezeknek a para-
métereknek €s expresszids szintek kapcsolatdnak vizsgdlatdhoz egy 268 tiidé adenokarci-
némads paciensbdl all6 betegcsoport miitéti mintdit elemeztiik a fent targyalt H&E festési
€s immunhisztokémiai mddszerekkel. A Spearman-korrelaciés egyiitthatok meghataroza-
sa mellett kapott p-értékeket a tobbszoros tesztelésre a Holm-Bonferroni [69] médszerrel
korrigaltuk €s a tovabbiakban csak azokat az eredményeket targyaljuk, melyek a korrekci6
utdn is szignifikdnsak maradtak az o = 0,05 szignifikancia-szint mellett.

Az eredményeink alapjin a rosszindulatisidg foka gyenge pozitiv korrelaciét mutat a
nekrozis jelenlétével (p = 0,325), illetve gyengén negativan korreldl a lepidikus noveke-
dési mintdzat megfigyelhet6ségével (p = —0,339). Mindkét megfigyelés beleillik a naiv
szemléletbe, miszerint az agresszivabb tumorok varhatéan szovetelhaldssal is jarnak és
nem a kevéssé invaziv lepidikus novekedési mintdzat szerint terjednek. Az expresszids
szintek kapcsédn a tumorsejtek és az immunsejtek PD-L1 pozitivitasa kozti pozitiv korrel4-
ciot érdemes megemliteniink (p = 0,430), melyet kordbban kevert szovettani altipusi tiid6-
daganatos betegek csoportjdn mér azonositottak [/0]. A vizsgdlt klinikai paraméterek (kor,
COPD, dohdanyzds, nem) esetében egyediil az az Osszefiiggés tiint szignifikdnsnak, hogy
a dohdnyzok korében dltaldban magasabb az immunsejtek PD-1 pozitivitdsa (p = 0,275).
A nekrdzis jelenléte és az immunsejtek PD-1, illetve a tumorsejtek PD-L1 pozitivitdsa ko-
z0ott gyenge pozitiv korrelaciot figyeltiink meg (rendre p = 0,290 és p = 0,283), melyet
korabbi kutatdsok nem demonstréltak. A fent targyalt szovettani paraméterek kozti ossze-
fiiggésekbdl logikusan kovetkeztetve, illetve kordbbi irodalmi adatok alapjén [66H68] a
lepidikus novekedési mintdzat, illetve a tumorsejtek PD-L1 expresszids szintje kozott ne-
gativ korrelaciét vartunk, mely egyidejlileg mindhdrom vizsgalt expresszios paraméterre
beigazolédott (immunsejtek PD-1: p = —0,302; immunsejtek PD-L1: p = —0,306; tu-
morsejtek PD-L1: p = —0,329). Ezek az eredmények bar onmagukban jelentéktelennek
tinhetnek, nem szabad elfelejteniink, hogy a szervezetben fellép6 antitumor immunvalasz
molekuldris mechanizmusai kordntsem tisztazottak, igy az ilyen heurisztikus megfigyelé-
sek a kiilonboz6 paraméterek aggregalt értékei kozott fontos ugrddeszkat jelenthetnek a
megértésiikben.

Hasonl6an a kemoterdpids szerek hatdsdnak vizsgdlatihoz, felmeriil a kérdés, hogy



amennyiben a primer tumor a betegség lefolydsa soran metasztatizdl, elegendd-e pusztan
a primer daganatbdl szirmazé mintit elemezve levonni a kovetkeztetéseket az immuntera-
pia alkalmazhat6sdgara vonatkozdan. Vagyis az expresszios szintek vajon véltoznak-e az
eredetileg mért értékeikhez képest a kiilonbozd szovetekben megjelend attétekben. Mivel
gyakran el6fordul, hogy nincs lehetdség mind a primer tumor, mind pedig a metasztazis
biopszids mintavételezésére, igy a két szovetben mért PD-1/PD-L1 pozitivitas kozti erds
korrelécié arra utalna, hogy az egy szoveten meghatarozott értékek j6 becslések lehetnek
a nem mintavételezhetd szovet esetében is. Ennek a kérdésnek a feltérképezéséhez 61
paciens olyan primer tiid6 adenokarcindéma mintdit haszndltuk fel, melyekhez agyi me-
tasztazisbol szarmaz6 minta is tartozott [[60]. A szOvettani paraméterek meghatdrozasa a
kutatds sordn a fent leirtak alapjan tortént. Mivel a mennyiségek kozti tényleges korrela-
cidk megéllapitdsahoz nem célszerli a mesterséges kiiszobértékek bevezetése, ezért alap-
vetden az expressziOs szintek fenti szemikvantitativ skdlan meghatarozott értékeit hasznal-
tuk. Ugyanakkor mind kordbbi tanulmanyokban [44} 45], mind a klinikai gyakorlatban
[71474] strlin hasznaljdk a kiilonb6z6 kiiszobértékeket a paciensek kategorizdldsara. Pél-
daul azokban az esetekben amikor a primer nem-kissejtes tiidérak (NSCLC: non-small
cell lung cancer) platina-béazist kemoterdpids kezelése utdn a betegség elérehalad, az anti
PD-L1/PD-1 terdpiat mdsodlagos kezelésként azoknak a pacienseknek javasoljak, akiknél
a PD-L1 pozitivitds meghaladja az 1%-ot. Tovdbba a pembrolizumab nevii PD-1 blokko-
16 gyégyszer haszndlata elsddleges kezelésként is elfogadott olyan NSCLC-t8] szenvedd
betegeknél, ahol a tumorsejtek PD-L1 expresszids szintje nagyobb 50%-ndl. Kiilénb6zo
tanulmédnyok arra az eredményre jutottak, hogy az 5%-os kiiszobbel definidlt PD-L1-et
expresszalo, illetve nem expresszalo tumorsejtekkel rendelkezd betegek kozott azok profi-
taltak jobban a nivolumab nevili immunterdpids szer hasznalatabdl, akiknek a tumorsejtjei
PD-L1 pozitivak voltak. Igy tehat megvizsgaltuk, hogy az ezen kiiszobértékek alapjan
két csoportra osztva a betegeket, fennéllnak-e a kérdéses korrelacidk. Vagyis egy elézetes
vizsgalat sordn kivalasztottuk azt a kiiszobértéket (vagy annak hidnyét), melynek haszndla-
taval az adott korreléci6 a legszignifikdnsabb volt a kérdéses paraméterek kozott €s az igy
sziikitett 6sszehasonlitasok listdjan alkalmaztuk a Bonferroni-korrekciot a tobbszords tesz-
telés kompenzéldsara. (Nem lenne indokolt a Bonferroni-korrekcié haszndlata az dsszes
elvégzett vizsgalaton, hiszen ezek paraméter-paronként erésen fiiggnek egymastdl, mivel
csak a kiiszobérték konkrét megvalasztasdban kiillonboznek.)

A vizsgalatok sordn nem taldltunk szignifikdns korreldciot sem a daganatot infiltrald
immunsejtek mennyisége, sem pedig a tumor feliiletén 1étrejové immunsejtréteg megjele-
nésének tekintetében a primer tiidétumor és az agyi metasztazis kozott. A két paraméter
mennyisége kozott egyébként egy konkrét tumoron beliil sem taldltunk Osszefiiggést. Ez-
zel szemben a tiid6 daganatban €s az agyi attétben 1év6 tumorsejtek PD-L1 pozitivitdsa
kozott erds pozitiv korreldcidt lattunk, kiiszobérték haszndlata nélkiil és az 6sszes standard

kiiszobértékkel is. Ez az 0sszefiiggés nem 4llt fenn sem az immunsejtek PD-1, sem pedig a



PD-L1 pozitivitdsara vonatkozéan. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy bar az agyi 4ttét sejt-
jei rendkiviil hasonléak PD-L1 expresszio tekintetében a primer tumor sejtjeihez, a lokalis
immunkornyezet jelent6sen eltér a két szovetben. Ez azt jelenti, hogy ha kizarélagosan
a tumorsejtek PD-L1 pozitivitdsa marad meg a klinikai gyakorlatban biomarkerként az
immunterdpia hatékonysiaginak predikcidjara vonatkozdan, akkor a primer tumorbdl vett
minta elemzése elegendd az agyi attét kezeléséhez is. Ha azonban a tumorsejtek PD-L1
expresszids szintje mellett az immunsejtek lokdlis stirisége, illetve azok PD-1/PD-L1 exp-
resszidja is szerepet jatszik majd a kezelés kivalasztdsaban, az agyi attétek alapos vizs-
gélata sziikséges a dontést megel6z6en. Emellett minden fent vizsgélt paraméterre meg-
hatdroztuk azoknak a picienseknek a szamdt, akiknél az adott paraméter értéke a primer
daganatrdl az attétre nott/csokkent vagy nem véltozott. A betegek véltozés-szerinti elosz-
lasait Osszevetettiik a kiilonbozd kezelést kapott paciensek csoportjaiban. Azt tapasztaltuk,
hogy a véltozds irdnydnak eloszldsa egyik szovettani paraméter esetén sem fiiggott szigni-
fikdnsan att6l, hogy a betegek milyen terdpidban részesiiltek a primer tumor diagnézisa és
az agyi metasztizis mitétje kozott.

A fentiek alapjin korvonalazddik a kép, miszerint az immunterdpia bar rendkiviil igére-
tes eredményeket ad olyan esetekben, amikor a hagyoményos gyégymoédok mind kudarcot
vallottak [57]], mégis sok a tennivald6 még, mire a haszndlata ténylegesen elterjedhet és
biztonsaggal kivdlaszthat6 azoknak a pacienseknek a kore, akiknél valoban pozitiv hatdsa
lehet. Kutatdsaink sordn arra torekedtiink, hogy a PD-1/PD-L1 tengely gétlasat szolgald
immunterdpids szerek esetében a potencidlisan legjobban hasznédlhat6 prediktiv biomarke-
rek skélgjat feltérképezziik. Ennek érdekében vizsgaltuk a tumor kornyéki immunsejtek (a
daganatba beszivargd stromdlis, illetve a daganat koriili immunsejtgytri) jelenlétének, az
immunsejtek PD-1/PD-L1 pozitivitdsanak, illetve a tumorsejtek PD-L1 expresszids szint-
jének hatasat a talélésre vonatkozdan, ezek valtozdsait kiilonbozd terdpids szerek hatdsa-
ra, illetve a primer tumorrél a metasztazisra, tovabba korreldcidikat az egyéb szovettani és
klinikai paraméterekkel. Az elemzések soran torekedtiink a klinikailag homogén betegcso-
portok kivélasztdsdra, hogy az eredményeket a lehetd legkevésbé befolyasoljak a kutatds

hataskorén kiviil es, nem kontrollalt paraméterek.



A7Z UJ GENERACIOS SZEKVENALASI TECHNOLOGIAK HATTERE
ES A BENNUK REJLO LEHETOSEGEK

A DNS-SZEKVENALAS ROVID TORTENETE ES ALTALANOS CELJAI

A DNS-szekvendlds valdjdban alig tobb, mint 40 éves multra tekinthet vissza [75],
mégis ebben a néhdny évtizedben gyokeresen dtalakult mind a médszer technoldgiai hat-
tere, mind pedig a potencidlis felhasznalasi teriiletek sora. Az 1950-60-as évek vivmanyai
lehetdvé tették a fehérjékben az aminosavsorrend meghatarozasat, illetve az RNS nukleot-
idszekvencidjanak megéllapitasat. Ez a forradalmi eredmény, az alanintranszfer RNS-ének
76 nukleotidos szekvencidjanak azonositdsa 6t ember hdrom éves munkdjdba keriilt [76].

Végiil 1976-ban kétféle DNS-szekvenalasra vonatkozo torekvés is sikerrel zarult. Mind-
két modszer 1ényege az volt, hogy a DNS-t specifikus nukleotidoknal feltordelték, majd a
keletkezd darabok hosszanak megéllapitasdval a genomi poziciok megfeleltethetéek vol-
tak az adott nukleotidnak. Sanger és Coulson a meglévé DNS-szdl mellé Gigy szintetizalt
egy masikat, hogy a szokvanyos épitokovek és a szintézist végz6 enzim mellé alacsony
koncentraciéban fluoreszcensen megjelolt, egy specifikus nukleotidot tartalmazd, a szinté-
zist blokkol6 elemeket is hozzdkevert [77]. Igy azokndl a bazisokndl, melyek a blokkol6
elemben jelenlévé nukleotid komplementerei voltak, idénként véletlenszerien megszakadt
a novekedés [78]. Maxam és Gilbert ezzel szemben egy kémiai mddszert haszndlt a DNS
feldarabolaséhoz [79]. A szekvendlni kivant DNS-szdl felszaporitdsa utdn az 6sszes maso-
latot radioaktivan megjelolték, majd ezt kovetden olyan kémiai anyagokkal kezelték Sket,
melyek egy vagy kétféle specifikus bézist eltiintettek, végiil pedig a DNS-t az abazikus
helyek mentén feltordelték. Mindkét modszer esetén a kapott DNS-szakaszokat gélelekt-
roforézissel [[79]] hossz szerint, egy bazisos felbontasban szétvalogattak, az igy kapott ,,1ét-
raszerli” képekbdl pedig a bazissorrend azonnal leolvashatd volt. Néhdny tovdbbi jitds
és automatizélds bevezetése utdn ezek a technikdk széles korben elterjedtek, és az elsd
generdcils szekvendlasi gépek egész sora jelent meg a piacon [[80-84f]. A szekvendlt sza-
kaszok (,,short read”-ek) hossza a kilobazisos (1 kb = 103 bazis) nagysagrendbe esett, az
ennél hosszabb genomok vizsgdlata sordn pedig az un. ,,shotgun” szekvendldsi mdodszer-
rel, az egymassal atfed6 DNS-szakaszok szekvenalasaval allitottak Ossze a teljes vizsgalt
szekvenciat. Ehhez nagy segitséget jelentett az tn. ,,paired-end sequencing” kifejleszté-
se, melynek sordn a vizsgélt, fix hosszisdgi DNS-szakasz két végérdl kezdve olvastdk le
a bazisokat, igy a keletkezd short readek kozti genomi tavolsdg ismert volt, mely jelen-
tdsen konnyitette a genom rekonstrudldsat. Egy nagy genom rovid szekvendldsi readek-
bdl torténd Osszeillesztésére ,,de-novo assembly”’-ként (de-novo illesztés) hivatkozunk. A
nagyszabdsd, 1990-ben indulé6 Human Genom Projekt igaslova is ez a technoldgia lett,
melynek sordn 2001-re megsziiletett a teljes emberi genom szekvencidjdnak elsd vézlata,
majd 2004-re az els6 végleges verzidja 3, [85]].

Az 1980-90-es évek sordn folyamatos er6feszitések irdnyultak a szekvendlasi procedira



gyorsabbd €s olcsobba tételére. Bar a Huméan Genom Projekt még nem profitalt ezekbdl az
Ujitdsokbol, nagyjabdl egy évtizeddel a befejezése utan az uj- vagy masod-genericids szek-
venalasi technikdk (NGS: next-generation sequencing) mar messze tilszarnyaltdk az ere-
deti Sanger-féle modszert. Ezeknek a hasznélata sordn a hagyomdnyosan elemzett egyet-
len DNS-szdl helyett egyszerre szdlak millioit lehet parhuzamosan szekvenalni [86], to-
vabba az utdlagos, iddigényes hossz szerinti szelektélast felvéltotta az €l6ben zajl6 SBS
(sequencing-by-synthesis; ,,szekvendlds szintézissel”) eljards, mikor a mintaként hasznalt
szalhoz egyesével hozzaépiild bazisokat azonnal a szintézis soran leolvassdk. Ezt részben
a hidnovesztés (bridge amplification) mddszere tette lehetévé, mellyel egy feliiletre ritka-
san rogzitett DNS-szdlak kozvetlen kornyezetében a szdlak egzakt mdsolatait tartalmazé
klaszterek noveszthetok. A szintézis sordn az egy klaszterbe tartozé kb. 1000 mintaszal
mellé beépiild azonos bézis fluoreszcens fénye mar detektalhato jelet ad [[86]]. Ahhoz, hogy
a szintézis ezek utdn folytatédhasson, fontos volt az olyan reverzibilisen blokkold épitd-
elemek kifejlesztése, melyeknek a szintézist gatl hatdsa visszafordithat6é volt. 2005-ben
megjelent az elsd kereskedelmi forgalomban is kaphaté NGS késziilék [75]], majd hama-
rosan kiilonbozé cégek sokasidga dobott a piacra hasonlé eszkozoket. 2007 és 2012 kozott
az egy bdazisra esd szekvendldsi koltség négy nagysdgrenddel csokkent [4]. 2012 6ta a
versengés némileg leapadt, és az Illumina nevli cég gyakorlatilag monopol szerepet élvez
[87], igy a manapsag legkonnyebben hozzaférhetd szekvendldsi adatok jelentSs része va-
lamilyen tipusud [llumina platformon keletkezett. A szekvendlt short readek hossza ugyan
tipikusan csak néhdny szdz bazis, de a nagyon alacsony leolvasdsi hibardta (kb. 0,1%) és a
megfizethetd koltségek miatt a médszer toretlen népszertiségnek orvend.

Ugyanakkor, mivel az NGS technolégidk majdnem mindegyike er6sen tdmaszkodik a
minta DNS-szdlak amplifikdcidjara, mely gyakran szisztematikus, szekvencia-fiiggé hi-
bakhoz vezet, felmeriilt az igény a gyors, de sokszorositds-mentes szekvenaldsi modszerek
kifejlesztésére. Ezzel az otlettel mar az 1980-as évek 6ta aktivan foglalkoztak, de a torek-
vések nagy része kudarcba fulladt. Az utébbi években azonban kétféle megoldas is igéretes
eredményeket hozott, ezek az un. harmadik-generacids szekvendldsi modszerek. A Paci-
fic Biosciences (PacBio) nevil cég egy olyan mddszert tokéletesitett [88|], melynél az SBS
egyetlen DNS-szdlon megy végbe, €s a beépiild, egyetlen egy bazis fluoreszcens jelét gy
kiilonitik el a szdl koriili oldatban taldlhaté tobbi épitdelem zajitdl, hogy a reakciét egy
z€r6-modusu hullimvezeté (ZMW: zero-mode waveguide) aljira korldtozzdk, melynek a
linedris dimenzidja kisebb, mint a megvilagité fény hullimhossza, igy annak intenzitdsa
exponencidlisan csokken a hullamvezetd belseje felé [89]. Ezzel tehat a megfigyelt tér-
fogat méretét a 102! liter nagysagrendre lehet sziikiteni. A PacBio szekvenilds elénye
az amplifikaciés 1épés kikiiszobolése mellett, hogy rendkiviil hosszi, 10 kb-t is megha-
lad6 readek hozhatdk 1étre vele, melyek a de-novo illesztést (egyszerlien kombinatorikai
szempontbol) nagyban megkonnyitik. Ezzel szemben a bazisok leolvasasi hibaja a 10%-os

nagysagrendbe esik, de véletlen eloszlasu, vagyis nem fiigg a szekvencidlis kornyezettdl.



A masik sikeresnek igérkezd sokszorositds-mentes eljards, a nanopore szekvendlds azt az
elvet hasznalja ki, hogy amennyiben egy DNS-szdlat egy vékony ioncsatorndn keresztiil-
hizunk, az daraml6 ionok dramdban megfigyelheté mintdzatok Osszefiiggésben allnak az
éppen keresztiilhaladé nukleobdzisok tipusdval. Az dgazat legfobb képviseldje az Oxford
Nanopore Technologies (ONT) cég, mely 2014-re egy olyan szekvenal6 eszkozt fejlesztett
(MinION) [90]], ami méretre alig nagyobb egy hagyoményos pendrive-nél, igy kordbban el-
képzelhetetlen elényoket jelenthet a terepen torténd mintavételezés és elemzés sordn. Bér a
leolvasdsi pontossdg egyeldre igen gyenge, a generdlt hosszu readek és a rendkiviil konny
hordozhatésdg miatt nagy érdekl6dés ovezi a technika fejlédését.

Bar a harmadik-generacios szekvendldsi médszerek nagyon reménytelinek tlinnek, a
jelenleg elérhets adatok nagy része még féként NGS-alapi technikédval keletkezett. fgy a
tovdbbiakban elsdsorban az ilyen tipusu szekvendldsi adatok bioinformatikai elemzésére

koncentralunk.

A SZEKVENALAS CELJAI ES SZEREPE A BIOMARKER KUTATASBAN

A kezdetekben, amikor a DNS-szekvendlds elsddleges célja a kiilonbozd genomok nagy
skalas feltérképezése volt, a f6 feladatot a repetitiv szakaszokkal tarkitott szekvencidk tech-
nikai hibaktdl terhelt short readjeinek de-novo Osszeillesztése jelentette. A Huméan Genom
Projekt soran a relative hosszu, paired-end readeket generéld, dmde koltséges és lassu shot-
gun szekvendlast hasznéltdk. Az NGS technolégidk elterjedésével a szekvendlt genomok
szama jelentdsen megugrott, de a rovid readeknek koszonhetden ezek mindsége elmaradt a
shotgun szekvendlds eredményeitSl. A harmadik-generaciés médszerek megjelenése azon-
ban 1j lehetdséget jelent az igy feltart genomok finomhangoldsara és mindségiik javitdsara
[75].

A Human Genom Projekt lezardsdaval a logikus kovetkezd 1épcsd a genomok ujra-
szekvenaldsa és az emberek kozti egyéni kiilonbségek feltardsa volt. A szekvenalt short
readeknek egy meglévd referenciagenomhoz torténd ujraillesztése merdben mds és joval
egyszerlibb kihivas volt, mint a de-novo 0sszedllitds. Az Gjonnan elterjedd szdmitégépes
algoritmusoknak hdla ez manapsag rutinfeladatnak szamit. A kelléen redunddnsan szek-
venalt genomok, vagyis ahol egyetlen genomi régidra atlagosan tobb short read is raillik,
lehetdvé teszik az egyének kozti eltérések, vagyis a muticiok feltérképezését. Az adott
genomi poziciora illesztett short readek szamat lefedettségnek (coverage) nevezziik, a kb.
30-as 4atlaglefedettség mar elegendd a mutaciok megbizhat6 detektdlasdhoz. Genomi mu-
tacié természetesen barmilyen eltérés lehet a referenciaként hasznalt genomhoz képest.
Nagy skdlan elképzelhet6 hosszi genomi régiok, akar teljes kromoszomdék eltlinése (de-
1écid) vagy tobbszorozédése (duplikicid), genomi szakaszok beillesztédése (inzercio) és
cseréje (transzlokacid) kiilonboz6 kromoszomék kozott, egy-egy régid irdnyanak megval-
tozdsa (inverzid) €s ezek tetsz6leges kombinécidja. Az ilyen jellegli nagy-skélds mutaciok

gyakran nem Osszeegyeztethetok az élettel, amennyiben pedig igen, tipikusan genetikai



betegségek okozéi. Hasonldan, kis-skédldn, nukleobdzisos felbontdsban is beszélhetiink
néhdny bazis hidnyardl (delécid), a referenciagenomban nem szerepld béazisok beszurdda-
sardl (inzercio), vagy egy-egy bazis tipusdnak megvaltozasardl (pontmutacid; SN'V: single
nucleotide variation). A tovabbiakban f6ként a kis-skdlas mutaciok elemzését tlizziik ki
célul.

Alapvetben az egészséges egyének kozti kiilonbségeket (pl. szemszin, orr forma, stb.)
koédolo genetikai eltérések is mutacioként jelennek meg a genomok dsszehasonlitdsa sordn,
ezeknek a vizsgélata azonban érthetd okokbdl kevésbé hangstlyos szerepet kapott, mint a
betegségeket kodolo mutaciok feltérképezése.

A DNS mutécidjat szamos kivaltd tényez6 okozhatja, véletlen és célzott elvaltozasok
egyarant megjelenhetnek benne, melyek a teljes szervezet elpusztuldsat is okozhatjdk. A
kdrositd hatdsok lehetnek kiilsd, exogén tényezdk (pl. UV-sugdrzas, virusok, stb.), de akar
normadlis endogenetikus metabolikus folyamatok is, melyek naponta atlagosan 6tszazezer
molekuldris hibdt generdlnak a DNS szdlon. Természetesen ez az érték az dsszesen kb.
3 millidrd bazisbdl 4ll6 lancon csekélynek tlinik (kb. 0,00017%), de ha a miikodéshez
alapvet6en sziikséges gének karosodnak, ugy egyetlen bazison esett hiba is végzetes le-
het. Tovabba, mivel a kettds hélix szerkezet megkoveteli a két DNS szdl egymashoz val6
kapcsolodasét, az egyik szdlon 1évd béziscsere a két lanc kettévalasét is eredményezhe-
ti. Az esetek jelentds részében a kdrosult vagy mutdlédott DNS t6bbszor6z6dése éppen
a megjelend hiba miatt akaddlyoztatva van, igy a hibds DNS-sel rendelkez6 sejtek hamar
elpusztulnak, szdmuk elenyész6 lesz. Néhany muticid esetén azonban el6fordulhat, hogy
a médosult DNS-{ sejtek éppen a mutécié altal valamiféle evolicids eldnyre szert téve
gyorsabban szaporodnak, mint egészséges tarsaik, ezzel az egész szovetet veszélyeztetve.
Kiilonosen a gyorsan osztddé sejtek esetében jelent ez komoly problémat: a mutdlt sejtek
korlatlan elszaporodésa rakot okozhat. Fontos megjegyezni, hogy a DNS-t érinté hibak
javarészt természetesek €s a szervezetben miikod6 szamos javitdsi mechanizmusnak héla
tobbségében korrigdlddnak is. A valds problémat tehat nem kozvetleniil a DNS meghiba-
soddsa okozza, hanem a javit6 folyamatok nem rendeltetésszerti lefolyésa.

A DNS-javité mechanizmusok az €szlelt hibatdl fiiggden rendkiviil sokszintiek lehet-
nek, az aldbbiakban a teljesség igénye nélkiil tekintiink at néhanyat koziiliikk. A legegysze-
riibb esetekben a karosodas direkt modon visszafordithatd, amennyiben teljesen egyértel-
mi, hogy a médosult DNS milyen eredeti alakbodl keletkezhetett. Ez a helyzet példdul az
egy szalon kialakul6 pirimidin dimerek esetén, melyek javitdsat a fotolidz nevii enzim kata-
lizélja, éppen az elnyelt UV fény aktivicidjanak hatdsara. Hasonl6képpen példaul a guanin
metilacidjat a metilguanin metiltranszferdz (MGMT) enzim tudja visszaforditani. Ha a ket-
t6s hélixnek csak az egyik szdlan sériil nukleotid, a hiba viszonylag egyszertien javithato,
hiszen a mésik szdl felhasznilhaté mintaként. A korrigdlds tipikusan két 1épésbdl tevddik
Ossze: elsoként a mutdlddott nukleotid eltavolitisra keriil, majd az iires helyre a szem-

kozti szal megfelel6 pozicidjanak komplementer bazisat behelyezi egy enzim. Tobbféle



mechanizmus alkalmas ilyen jellegii javitdsra: a BER (base excision repair) elsésorban az
oxidalddott, alkilizalédott vagy hidrolizdlédott nukleotidokat cseréli ki, a NER (nucleotide
excision repair) a hélixszerkezetet torzité mutacidkat ismeri fel és javitja ki, az MMR (mis-
match repair) pedig a nem Osszetartoz6 (tehat nem AT vagy CG) bézisparokat korrigélja.
Lehetséges karosodési forma, amikor a DNS mindkét széla elszakad. Az ilyen hibak javi-
tasara két 6 mechanizmus alkalmas: az NHEJ (non-homologous end joining), ami a DNS
szal két végét gyakorlatilag kozvetleniil ,,0sszeragasztja”. A mechanizmus egyik altipu-
sa (MMEJ: microhomology-mediated end joining) sordn val§jdban a javitast végz6 enzim
keres egy rovid atfed6 szakaszt a két szdlon és amennyiben taldl ilyet, a ldncokat csatla-
koztatja egymdashoz. Mivel azonban ekkor egyes bazisok elveszhetnek a lancvégekrdl, ez
a mechanizmus 6hatatlanul delécidkat eredményez. Fontos elénye azonban, hogy a javitas
nem igényel egy €rintetlen, mintdnak alkalmasan hasznalhat6 DNS részletet. Amennyiben
mégis lehet6ség van minta haszndlatara (példaul a homoldg par masik tagja rendelkezés-
re all, vagy a mitdzis sordn a kromoszémakett6z6dés utdni fazisban a testvérkromoszo-
ma hasznalhat6 e célra), a rekombinéciés (HR: homoldg rekombindcid) eljardssal sokkal
pontosabb javitdsra van lehetdség, ekkor ugyanis a mintaként hasznalt szakasz mintegy
atmasolodik a sériilt kromoszémdara. Amennyiben nem sikeriil a hibat kijavitani, a problé-
ma kezelésére a sejt szamos tovabbi opcidt alkalmazhat. A hagyomédnyos DNS-polimeraz
enzimek (melyek a DNS masoldsandl az uj DNS Osszerakasat végzik) nem képesek a hi-
bas DNS-t mintaként haszndlva djat legyartani, a karosodast elérve megakadnak és a sza-
lon nem tudnak tovdbbhaladni. Lehetséges azonban ezeknek az enzimeknek a kicserélése
olyanokra, melyek bizonyos tolerancidval rendelkeznek a karosoddsokkal szemben, ezzel
lehetové téve még a sériilt DNS replikacidjat is. (Természetesen igy az Gjonnan legyartott
szélon is megmarad az eredetin észlelt hiba.) Az ilyen jellegli mechanizmusok gyakran
hajlamosak pontmutaciok beillesztésére, mivel azonban a DNS sokszorositdsa feltétleniil
sziikséges a sejthaldl elkeriiléséhez, tobbnyire az ilyen ,,tévesztések™ preferdltabbak, mint
a masolds teljes megakasztisa.

A DNS-javité mechanizmusok mindegyike rendkiviil komplex, szdmos enzim és egyéb
fehérje interakcidjat teszi sziikségessé. A tovabbiakban a részletek pontos leirdsatdl elte-
kintiink és csupan két fehérje DNS-javit szerepét emeljiik ki illusztrativ példaként. A
PARPI enzim és kozvetve az azt kddol6 PAPR1 gén elsdsorban az egy szdlas DNS-torések
javitasaban jatszik jelentds szerepet. Amennyiben a PARPI1 valamilyen okbdl hidnyzik a
sejtbdl, és emiatt az egyszdld toréseket nem sikeriil idében kijavitani, azok kett6s szalu
toréssé alakulnak, melyeket a HR gyakorlatilag hiba nélkiil képes korrigélni, igy egy nem
HR-hidnyos sejtben ez nem okoz valddi problémat [91]]. A BRCAI nevii fehérje (és az
azt k6dold azonos nevi gén) mas fehérjékkel egyiitt a kettGsszalu torések javitasaért felel.
A BRCA1 fehérje a HR-t végz6 fehérjekomplexnek a tagja, ami megfelel6 minta mel-
lett a kettétort DNS-t hiba nélkiil képes eredeti formdjdban reprodukalni. Emellett részt

vesz a MMR folyamatokban is, ezzel jelentGsen hozzdjarulva a genom stabilizalasdhoz.



A BRCA1 gén muticidja az emld-, petefészek- €s néha a prosztatadaganattal diagnoszti-
zalt betegek szamottevo részénél megfigyelhetd. Ebbdl tehat arra lehet kovetkeztetni, hogy
a gén és az altala kodolt fehérje helyes miikodése elengedhetetlen a szervezet normalis
miikdodésének fenntartdsdhoz. Ugyanakkor a homoldg rekombindcié hibdjdra utalé egyér-
telmd jel komoly fegyvertény a daganat gydgyitasdnak tekintetében. Ha a rdkos sejtek-
ben ismerten rosszul mikodik a kettds szaltorések javitasa, érdemes lehet az ilyen jellegti
hibdkat célzottan el6idézni. A fentiek alapjin ezt legegyszeriibben az egyszdlas torések
javitatlanul hagyasaval lehet elérni, vagyis a PARP1 blokkoladsédval, ami az egészséges sej-
tekben nem tesz komolyabb kért, a HR-hidnyos tumorsejtekben azonban végzetes hatdsa
van. A PARP-inhibitorokat tobbféle daganattipus esetén sikerrel alkalmazzédk [92]. A BR-
CA1 gén muticidja mellett a homoldg rekombinaciés mechanizmus hidnydra utalhatnak a
BRCAZ2 és PALB2 fehérjéket kodolo gének elvéltozdsai is. Vagyis egy daganatban a konk-
rét mutaciok feltérképezése fontos informécidt jelenthet arra vonatkozéan, hogy a péaciens
vérhat6éan milyen kezelésre reagdl majd pozitivan. Igy egyrészt a potencidlisan nem mii-
kodd kezelésekkel nem kell feleslegesen terhelni a beteg szervezetét, illetve a személyre
szabott terapidkkal a kezelés koltségei is csokkenthetdk.

Ahhoz azonban, hogy a DNS mutécidit, mint biomarkereket alkalmazhassuk a gyogya-
szatban, els6ként a megbizhaté mutédcié detektalas 1épéseit €s a felmeriild bioinformatikai

nehézségeket kell dttekintentiink.

AZ ADATFELDOLGOZASI FOLYAMAT TIPIKUS LEPESEI

A fentiek szerint az SBS sordn a kiilonboz6 szint klaszterekrdl készitett sorozatos ké-
pek kiértékelésével kaphat6 meg a readenkénti bdzissorrend. A gyakorlatban valdjdban
négy sziirkearnyalatos kép késziil, melyekrdl a klaszterek helyén a szinintenzitds megha-
tarozasa utjan donthetd el, hogy milyen tipusu bdzis épiilt be a novekvd DNS-szédlakba az
adott ciklusban. Ez bar koncepciondlisan nem tlinik bonyolult feladatnak, a gyakorlatban
nem trividlis a mm?-enként nagysagrendileg egymilli6 klaszter végigkivetése. A leolvasds
bizonytalansdgat az tin. base quality értéke jeloli, melyet minden leolvasott bazishoz hoz-
zarendelnek a szekvendlds sordn. Végiil az NGS mddszerek altal meghatarozott short read
szekvencidk jellemz&en szoveges formatumban valnak elérhetdvé a tovabbi elemzések sza-
madra. Rendszerint ezek a fdjlok az un. FASTQ formatumot kovetik, ahol az egyes readek
bazissorrendje egykarakteres kédoldsban (tehdt A/C/G/T), egy egysoros leirdst kovetden
jelenik meg, a base quality értékek pedig ez alatt, az tin. Phred-skéldn, ASCII karakterek-
kel kédolva [93]] taldlhatéak. A Phred-skdlan mért Q base quality egyszer( transzforméltja
annak a Perror valoszinliségnek, hogy az adott bazist helyteleniil azonositottdk a szekvenalas
sordn: Q = —10-10g;(Perror)-

A nyers szekvendldsi adatok tovabbi elemzése alapvetden kétféleképpen torténhet. Egy
ismeretlen genom feltérképezésénél a short readek de-novo illesztésével a teljes genom

szekvencidja megkaphat6. Ujraszekvendlt genomok esetében a readeket elég a méar meglé-



v referenciagenomhoz illeszteni, ami egy joval egyszeriibb feladat. Erre az utébbi idében
legelterjedtebben alkalmazott szoftveres megoldast a BWA [94] nevii eszkoz adja. Az al-
goritmikus részletektdl eltekintve a program minden szekvenalt short readrdl eldonti, hogy
melyik genomi szakaszra illeszkedik a legjobban, illetve, hogy mennyire tartja megbizha-
ténak az adott illesztést (,,mapping quality”). Az illesztés josdgat szamos faktor befolya-
solhatja, példaul a repetitiv szakaszok a referenciagenomban, a read bazisainak mindsége,
az illesztési algoritmus érzékenysége vagy a paired end szekvendlds. Az eredményeket
tipikusan un. BAM f4jlokban tdroljak el az illesztéshez hasznélt szoftverek. Ez a szok-
vanyosan felmeriil6 memdrialimiticidk miatt egy bindris formatum, melynek a szoveges,
tartalmilag megegyezd péarja a SAM. Mindkét formatum manipuldldsara a legnépszeriibb
programcsomag a samtools [95]. A BAM/SAM f4jlok a readekrdl eredetileg ismert in-
formacidk (azonositd, bazissorrend, base quality) mellett az illesztésre vonatkozd adatokat
is tartalmazzak (referenciagenom, illesztés genomi koordinatdja, mapping quality, esetle-
ges masodlagos illeszkedés, eltérések a referenciagenomtdl, stb.). A legtobb mutacidkat
azonosité szoftver minden elemzett minta esetén egy-egy BAM f{4jlbdl indul ki.
Rendszeresen el6fordul, hogy egy SAM f4jl bongészése egyszertien nem elég atte-
kinthetd, ha egy pillantast vetnénk a nyers szekvendldsi adatokra. Ilyenkor érdemes azt
a samtools mpileup parancsaval az tn. pileup formatumba [95] konvertalni, mely nem re-
adenként csoportositva, hanem a referenciagenom mentén linedrisan jeleniti meg az adott
genomi poziciora illeszkedd 6sszes readbdl szarmazé adatot. A pileup f4jIbdl els6 rané-
zésre megéllapithatd, hogy egy adott pozicidra hdny read illeszkedett (lefedettség), milyen
ezeknek az irdnyultsdga, tovdbbd, hogy illett-e a referencidval nem megegyezd bazis a kér-

déses helyre.

SZISZTEMATIKUS ES VELETLEN HIBAK MEGJELENESE, KULONBOZO ELEMZESI
SZEMPONTOK

A kiilonboz6 szekvenalasi technoldgidk mds és mas szisztematikus és véletlen hibak
megjelenését okozzdk a nyers bazissorrendben. A tévesztések jelenléte €s milyensége
gyakran erdsen fiigg a szekvencidlis kornyezettdl [96, [97], vagyis nem véletlenszer(ien
jelennek meg a short readekben. Ez a tévesen leolvasott bazisok akkumuldlédaséat okoz-
hatja egy-egy genomi pozicidban, amibdl hibdsan egy valdjdban bioldgiailag nem 1étezd
mutacié jelenlétére kovetkeztethetiink. Az ilyen esetekben érdemes kihaszndlni, hogy var-
hat6éan az ilyen jellegli hibdk minden egyszerre elemzett mintit érintenek, igy az olyan
genomi pozicidk, melyek a kiillonb6z6 mintdkban gyakran ,,zajosak”, nem lesznek meg-
bizhatdak.

Emellett a base quality-k meghatidrozasdhoz a szekvendtorok forgalmazdi tizleti titok-
nak szdmité algoritmusokat haszndlnak, melyek ugyancsak siirlin szisztematikus hibakat
vétenek. Bdar ha egy bdazis tévesen lett leolvasva, a ténylegesen ott 1évd bdzis utdlagos

meghatdrozasa lehetetlen, mégis fontos informdciot jelent a base quality pontos értéke.



Amennyiben a base quality alapjan j6 okunk van feltételezni, hogy a kérdéses bazis hibas,
a mutaciok detektdlasakor azt figyelmen kiviil hagyhatjuk. Ezért fontos a bazisok mind-
ségének lehetd legprecizebb ismerete. Ezt a célt szolgédlja a GATK programcsomag [98]]
BQSR (base quality score recalibration) [99] 1épése, mely a rendelkezésre all6 szekvend-
lasi adatokat végigszkennelve feltérképezi, hogy milyen tipusi genomi helyeken jelennek
meg a base quality-kat érint6 szisztematikus hibdk. Az eszkoz a szekvencidlis kontextusra
specifikus €s a readbeli poziciora jellemz6 statisztikdkat vizsgalja (a readek végén jellem-
z0en nagyobb a bézisleolvasds bizonytalansdga), azzal a feltételezéssel, hogy egy eldre
definidlt mutécids pozicidlistdra ill§ bazisoktdl eltekintve minden nem referencia bazis hi-
bas. A kapott hibamodell segitségével pedig egy kovetkezd fazisban az 6sszes mért base
quality értéket korrigdlja a megfigyelések alapjan.

A mutécidk azonositdsakor a base quality-kbdl szdrmazé informacidk mellett érdemes
tovabba kihaszndlni az illesztés josdgat jellemzd mapping quality értékeket is. Egy olyan
readben taldlhaté nem-referencia bazisnak példaul nem feltétleniil sziikséges nagy jelentd-
séget tulajdonitani, amelyrdl eleve nem tudjuk biztosan, hogy a megfeleld genomi régiéra
lett felillesztve. Mivel a referenciagenom alacsony komplexitdsu (ismétl6dd) szakaszai
(melyek altaldban GC-gazdagok) nagyban megnehezitik az illesztést, gyakran alkalmaz-
nak az elemzések sordn Un. repeat maszkoldst, melynek sordn az ilyen szakaszok bazisait
az univerzalis N-re cserélik, igy ezeken a régidkon alapértelmezetten nem detektidlnak mu-
tacidkat. Ez az illesztési hibdk kikiiszobolése mellett azért is praktikus, mert az amplifika-
cids eljards (PCR: polymerase chain reaction) hatékonységa is erésen fiigg a szekvencidk
GC-tartalmatol [[100]].

Gyakran praktikus tovabba az illesztést kovetGen mesterségesen megszabadulni azok-
tol a readektdl, amik tokéletesen megegyeznek egymdssal. Elvileg a szekvendlds sordn a
DNS-t véletlenszertien tordelik fel, igy viszonylag kicsi annak az esélye, hogy két read
tokéletesen azonos legyen. Ha ilyen mégis el6fordul, az rendszerint valdjdban valamilyen
szekvendldsi mitermék, példaul az amplifikdcié sordn egy adott DNS-szakasz ardnytalan
mennyiségben felszaporodott. Mivel ezek a readek nem tekinthet6ek fiiggetlen megfigye-
léseknek, érdemes csak egyet megtartani koziiliikk. Ennek az utélagos szlirésnek az elvég-
z€sére mind a samtools, mind a szintén népszerti GATK [[101]] programcsomag lehet&séget
kindl. A tovéabbi elemzések szempontjdbol szintén fontos a readek genomi koordinata sze-
rinti sorba rendezése, ami hasonléan a fenti két eszkdz barmelyikével megvalosithato.

Magénak a muticié-detektalasi modszernek a kivdlasztdsa nagyban fiigg a kutatds konk-
rét céljaitdl. Egyrészt megkiilonboztetiink csiravonal (germline) és szomatikus mutdcidkat,
melyek azonositdsa sordn mas-mas elveket kell szem elott tartanunk. Csiravonal muté-
cionak definicié szerint a csirasejtekben megtaldlhaté DNS-varidnsokat nevezziik, tehét
kizardlag azokat, melyek tovabborokithetdek az utddra, akinek késGbb minden sejtjében
megjelennek [[102]. Ezzel szemben a szomatikus mutédcidk a testi (vagy szomatikus) sej-

tek valamelyikében jonnek létre €s annak utddsejtjeiben detektalhatok. Ezek az dltaldnos



megfogalmazésok a rdkkutatds teriiletén némileg médosulnak: hagyomanyosan csiravonal
mutdcionak tekintjilkk azokat a genomi véltozdsokat, melyek az adott paciens normal és
tumoros szovetében is megtaldlhatéak, szomatikusnak pedig azokat, melyek csak a tumor-
szovetben vannak jelen. A szomatikus varidnsok detektdldsét dltaldban er6sen hétraltatja,
hogy a klinikai biopszids mintdknal gyakran el6fordul, hogy a normaél és a tumoros szdvet
keveredik, illetve egy tiszta tumor minta esetén sem ritka a daganatok ismert heterogenitasa
miatt, hogy kiilonb6z6 muticidkat felhalmoz6 sejtpopulaciok egyvelegét kell elemezniink.
Emellett a tumorsejteknél stirlin tapasztalhatunk kopiaszam véltozasokat (CNV: copy num-
ber variation) és aneuploiditdst is, mivel a genomjuk jellemzden igen instabil. Ezek a té-
nyezdk erdsen befolydsoljdk az adott genomi pozicidban mérhetd allélfrekvencidk varhatéd
értékét. A germline varidnsok esetében ezzel szemben markdnsabb, tobb mintdban is meg-
bizhat6an azonosithaté jelet keresiink.

Fontos tovdabba minden tudomanyos kérdésfeltevés sordn eldonteniink, hogy a detekta-
16 médszer érzékenységét vagy specificitdsit szeretnénk maximalizdlni. Vagyis melyik a
preferéltabb szdmunkra: ha minden esetlegesen szoba jovd varidnst azonositunk, elfogad-
va, hogy ezzel a mutacidk egy része nem bir valddi bioldgiai jelentéséggel (fals pozitiv),
vagy kizarélag a nagyon megbizhat6 varidnsokat talaljuk meg, véllalva, hogy néhany valé-
di mutécidt elveszitiink (fals negativ). Minden mutdciot detektal6 algoritmus az érzékeny-
ség és a specificitas egyiittes maximalizdldsara (vagyis a fals pozitiv €s fals negativ tald-
latok egyiittes minimalizédldsdra) torekszik, vildgos azonban, hogy végsd soron valamilyen
kompromisszumot kell kotniink. A rdkkutatds sordn hagyomanyosan inkédbb a specificitds
maximalizdldsa mellett dontenek a szomatikus mutdciok esetében.

Er6sen fiigg a haszndlt médszer hatékonysaga a vizsgélt mintdk tipusatdl is. Heterogén
klinikai mintdk esetén azt varjuk, hogy az alacsony allélfrekvencidval megjelend szoma-
tikus varidnsokat is azonositani tudjuk, ezzel szemben ha egyetlen sejt felszaporitasabol
eredd, homogén populaciokbol mintavételezett DNS-t elemziink, az alacsony allélfrek-
vencidju pozicidkat egyszerlien zajnak tekinthetjiik. Tehdt a mintdk tipusa merdben mas

problémak elé éllitja a detektéldst végzo szoftvert.

[ZELIT® A MUTACIO-DETEKTALO ALGORITMUSOK SORABOL

Ebben a fejezetben két, gyakran hasznalt szomatikus mutédcidk detektdldsara (is) alkal-
mas szoftvert tekintiink 4t nagyvonalakban. Algoritmikus komplexitds szempontjabol a
skdla két végén helyezkednek el, mégis mindkét eszkoz viszonylag nagy népszertiségnek
orvend.

A viszonylag egyszerli mddszert alkalmaz6 VarScan 2 [103] paronként hasonlitja 6ssze
a tumor és a normal szovetbdl szarmaz6 mintdkat. Bemenetként pileup formatumi fijlo-
kat vér, majd pozicionként végigpdsztizza a genomot. Mintanként egy Fisher-féle egzakt
teszt segitségével eldonti, hogy az adott pozicidban taldlhat6-e varidns a normaél €s a tumor

mintdban kiilon-kiilon. (A Fisher-féle egzakt teszt azt a nullhipotézist haszndlja, hogy a



lokélisan leolvasott kiilonféle bazisok szdmanak eloszldsa pusztin a szekvendldsi hibdkbol
szarmazik €s nem valddi varidnsbol.) A mintdnkénti dontést bizonyos eldre definidlt szi-
rési feltételek segitik (pl. minimaélis lefedettség, minimalis base quality, maximalis Fisher-
féle p-érték, stb.). Azokat a poziciokat, melyeknél a tumor mintdban varidnst detektalt az
algoritmus, Ujra megvizsgélja egy Fisher-féle egzakt teszttel, most azzal a nullhipotézis-
sel, hogy a normdl €s a tumor mintdban a kiilonféle bazisok valddi eloszldsa megegyezik.
Amennyiben a kapott p-érték kellGen alacsony, az adott poziciot szomatikus mutdciénak
tekinti. A fals pozitiv taldlatok szdmdnak csokkentése érdekében emellett néhdny empiri-
kus sziirési feltételt is bevezetnek (pl. a varidnst lefedd readek melyik szakaszan jelenik
meg a muticid, a varidnst timogatd readek irdnyultsdganak eloszldsa, a referencia és a
nem-referencia bazist timogaté readek mapping quality-je kozti kiilonbség, stb.).

A manapsdg talan legelterjedtebben alkalmazott MuTect2 a GATK programcsomag
[101] része és a VarScan 2 viszonylag naiv megkozelitéséhez képest merdben mas modsze-
reket alkalmaz. Bemenetként egy normal és egy tumor minta BAM f4jljait vérja, de er6sen
javasoljak, hogy emellett a felhasznal6 biztositsa egy ,,normdl panel” €és egy csiravonal
mutacidkat tartalmazé adattdbla hozzaférhet6ségét. A normadl panel normdl mintdk soka-
sagabol gytjtott szekvendldsi informacidk Osszességét tartalmazza. Ezt érdemes mindig
olyan normdl mintdkbdl eldallitani, melyek ugyanazokon a preparalasi 1épéseken (minta-
vételezés, szekvendldsi protokoll, szekvendtor, el6zetes szlirések) mentek keresztiil, mint
a vizsgdlni kivant mintapdr, hiszen a szoftver ezt a forrdst hasznélja az esetleges sziszte-
matikus szekvendldsi €s illesztési hibak kiszlirésére. A csiravonal mutaciokat tartalmazé
adattdblak [104] humédn mintdk esetén online egyszerlen elérhetéek. Ezek a folyamatosan
frissiil6 adatbdzisok arra vonatkozé informdacidkat tartalmaznak, hogy az egyes csiravonal
varidnsok az emberi populdciéban mennyire gyakran fordulnak el6. Ezt a MuTect2 el-
s6sorban arra haszndlja, hogy ha egy szomatikusnak t{ind varidns éppen egy helyre esik
egy strlin el6forduld csiravonal mutéacidval, akkor az nagy valdszintiséggel ténylegesen
csiravonal mutacio lehet.

ElsS 1€pésként a MuTect2 a vizsgalt tumor minta szekvendldsi adatainak végigszken-
nelésével Un. ,aktiv régidkat” azonosit a genom mentén [[105]]. Ezek olyan pozicidk kor-
nyékén 1év6 szakaszok, melyekben a tumor mintdban (viszonylag megengedd definicio-
val) ,.kelléen megbizhat6” bizonyiték talalhaté egy varidns jelenlétére. Ezek utdn minden
aktiv régio esetén az algoritmus lokdlisan tjrailleszti az arra a szakaszra eredetileg illesz-
ked6 short readeket és meghatdrozza a szekvendldsi adatok &ltal tdimogatott potencidlis
haplotipusok listdjat. Ehhez els6ként létrehozza az adott régio referenciaszekvencidjinak
k-merjeibdl (k = {10;25}) kaphat6 irdnyitott B(4,k) De Bruijn-grafot [106], melyben az
élek sulya ebben a fazisban azonosan nulla. Ezek utdn a short readeket egyesével leképezi
a kapott graf utjaira és az érintett élek sulyat noveli eggyel, ha pedig kordbban nem volt
megfeleld €l a gratban, 1étrehozza azt €s a silyét 1-re allitja. Amennyiben a readben taldl

olyan k-mert, ami kordbban nem volt a graf része, 4j csucsot ad a grafhoz. Ahogy ezt a



procedurat az Osszes short readdel elvégzi, a graf bizonyos ttjai egyre nagyobb stllyal raj-
zolddnak ki. Ezt kovetden zajsziirési célokbodl a kapott grafbol eltdvolitja azokat a részle-
teket, melyeket csak néhdny read adatai tdimogatnak. Végiil a graf 6sszes utjanak (vagyis a
lehetséges haplotipusoknak) a végigjardsaval kiszamolja azok likelihoodjat az tt 4ltal érin-
tett élek dtmeneti valészintiségeinek szorzataként. (Atmeneti valészintiségnek az adott élt
tdmogato readek szdmdnak és az 0sszes olyan élt timogaté readek darabszdménak hanya-
dosat tekinti, melyek azonos csticspontbdl indulnak ki, mint a vizsgalt él.) Legutolsé 1€pés-
ként kivélasztja a legmagasabb likelihoodal biré 128 potencidlis haplotipust, majd ezeket
a hagyoményos Smith-Waterman algoritmus [[107]] segitségével visszailleszti a régi6 refe-
renciagenomjdra, ezzel azonositva az esetlegesen varidnsokat tartalmazo pozicidkat [[108]].

A lehetséges haplotipusok korének lesziikitése utan az Osszes tényleges short readet a
kapott haplotipusokra illeszti a PairHMM [109]] algoritmussal, ami képes a haplotipus-read
parokhoz egy-egy likelihood értéket rendelni, ami azt mondja meg, hogy a vizsgalt haplo-
tipus mellett mekkora annak a valészintsége, hogy tényleg az adott readet szekvenéljuk,
figyelembe véve az adatok mindségére vonatkozo informacidkat (base quality). Ezek utan
a kordbban meghatarozott varidnsok listdjan végighaladva, minden varidns minden allél-
jére kiszamolja, hogy az adott allélt egy adott read mennyiben tdmogat. Ehhez az adott
allélt tartalmazo haplotipusok koziil kivélasztja azt, melyre az adott readdel vett likelihood
a legmagasabb volt és ezt az értéket tekinti az allél-read likelihoodnak [110]. Ezekbdl az
értékekbdl egy varidcios Bayes modell segitségével az adott pozicibban minden megfigyelt
allélre kiszamolja, hogy hdnyszor valdsziniibb, hogy az adott allél ténylegesen 1étezik bio-
16giailag, mint hogy nem. Az igy felcimkézett mutaciokat ezek utdn részben kiiszobérték-
szerinti, részben pedig valdszintségi alapu sziirésekkel tovabb kategorizélja, hogy a lehetd
legtobb fals pozitiv taldlattél megszabaduljon. Ezek sordn figyelembe veszi a varidns nor-
mal panelben valé jelenlétét, a megfigyelt allélfrekvencidkat, a varidnst tdimogat6 readek
mapping quality-jét, irdnyultsagat, a varidns read-beli pozicidjat, az esetleges csiravonal
statusz valoszintiségét, a kontamindcid hatdsait és sok egyéb szempontot.

Lathatéan a MuTect2 rendkiviil szofisztikélt eszkoztarral kozeliti meg a muticidk de-
tektdldsdnak problémdjat, ennek azonban megvan az dra. Még az erGsen optimalizélt algo-
ritmusok ellenére is teljes genomok vizsgalata esetén gyakran rendkiviil hosszi szdmitasi
idore kell felkésziilniink. El6dje, a 2013-as MuTect [[111] hasonld, de koncepciondlisan
kevésbé bonyolult médszerekkel hatdrozza meg a szomatikus SNV-k listdjat, inzercidkat
és delécidkat (indeleket) viszont nem detektdl. Futdsi id6 tekintetében azonban négyszer
gyorsabb utddjanal, habar még igy is négyszer lassabb a sokkal egyszer(ibb elveket kdvetd
VarScan 2-nél (2] tabldzat). Mindkét szoftver alapvetSen a klinikai, vagyis a szennyezett és
heterogén mintak nagy kapacitasu szamitégéppel torténd elemzésére lett kifejlesztve, mely
esetekben valéban megbizhaté eredményeket adnak. Az olyan kutatdsokndl azonban, ahol
lehetdség nyilik tiszta, homogén mintdk vizsgalatdra, ellenben a szdmitési keretek sziko-

sek, érdemes mds szempontok szerint optimalizalt médszert valasztani.



MUTACIOS SPEKTRUMOK VIZSGALATA

Hagyomanyosan a rdkkutatds genomikai dgazatai az Un. szomatikus driver mutéci-
Ok azonositdsara €s ezek biomarkerként val6 alkalmazasara torekednek. Driver mutaciok
azok a genomi elvéltozdsok, melyek kozvetleniil lehetové teszik az érintett klon korlatlan
felszaporoddsat. Egy olyan génben jelenlévd varidns, mely ismerten valamilyen DNS-
javité vagy replikdcids folyamatban jatszik fontos szerepet, jelentGsen megvaltoztathatja
az adott sejt és utddsejtjeinek szaporodasi menetét. A BRCA1 és BRCA2 gének mutécidi
példaul tipikusan nodvelik bizonyos tipusu daganatok kialakuldsdnak kockazatat. Ugyanak-
kor éppen ezek a mutaciok lehet6vé teszik az érintett paciensek PARP-inhibitor terdpidval
torténd kezelését. Igy nem meglepd, hogy a kutatdsok szdmottevs része az ilyen nagy
horderdvel biré genomi szakaszok azonositasaval foglalkozik.

Ezzel szemben Gjabban a szomatikus mutdciok statisztikus tulajdonsagainak vizsgala-
ta 1s elterjedni latszik. Erre az egyik leggyakrabban hasznalt médszer az un. mutdcios
spektrumok felrajzoldsa [112]. Spektrum alatt a szomatikus SNV-k szdménak eloszlasat
tekintjiik a genomi kornyezett6l fliggben. Konkrétabban a spektrumban az SNV-k bazis-
valtas (milyen bazisrdl milyenre valtozik) €s az r = 1 sugarti genomi kornyezet (az SNV-t
kozvetleniil megel6zd, illetve kovetd pozicié a genomban) alapjdn csoportositddnak; igy
96-féle kategoriat (,,mutdcids triplettet”) kiillonboztetiink meg. (4 -3 = 12-féle bazisval-
tas, 4 -4 = 16-féle kornyezet, melyek azonban a két DNS-szélra vonatkoz6an paronként
ekvivalensek, pl. A(C>A)G ~ C(G>T)T.)

A mutécids spektrumok vizsgalatdnak alapvet6 célja, hogy azonositsa az adott minta-
ban operald mutédcids folyamatokat, melyekhez tartozé mutacios ,,szignatirdk™ (konszen-
zus vektorok, melyek val6jaban egy diszkrét val6sziniiségi eloszlést irnak le) linedrkombi-
nici6jabal alakul ki a konkrét mintdban megfigyelt eloszléds. A feltételezés szerint a kiilon-
boz6 daganattipusokban ugyanazok a mutécids folyamatok lenyomatai jelennek meg, de
az adott betegségre specifikusan jellemz6 stlyfaktorokkal.

A mutdcids folyamatok jellemzd mintdzatainak, a konszenzus szignatirdknak a megha-
tdrozdsdhoz a [[112] tanulmdny szerint minél tobbféle daganattipusbdl minél tobb péciens
szomatikus mutacidinak egyiittes vizsgalatdra van sziikség.

Az 6sszesen N db. mutéciés folyamat mindegyikéhez rendelt P, = [pl, p2,...pK], 1 <
n < N szignatira (SNV-k esetén a fentick alapjan K = 96) egy adott g paciens mintdjaban e,
sullyal szerepel. Az un. expozicids vektor tehat egy adott paciensre E, = [eé, eé, ooy ...eg .
A konkrét betegségtipusba sorolt G db. mintdban megfigyelhetd triplettstatisztikat egy un.
M ,,muticioés kataldgusba” rendezve egy K x G méretli matrixot kapunk, melynek mi ele-
mei az g. paciensben, a k tipusi muticids kategéridban megfigyelhetd muticidk szama.
Ez a matrix a fenti feltételezések szerint el6éll az mi ~ Zﬁlvzl pﬁeg, vagyis M =~ P X E
Osszefiiggéssel. Mivel a harom matrix koziil csak M-et ismerjiik, P és E meghatdrozasa-

hoz kozelitd mddszerek alkalmazdsira van sziikség. A dekompoziciét a [[112]] kutatds a



nem-negativ métrix faktorizdciés (nnmf) eljardssal végzi, melynek alapvetd elénye, hogy
az inherensen nem-negativ adatokbdl (mutaciok darabszdmai) ugy generalja le az azokat
,leginkdbb jellemzd” vektorokat, hogy azok elemei szintén nem-negativok lesznek. Vagyis
a kapott P szignatirdk egyszerlien értelmezhetdk és nem kell a ,,negativ mutdcié” biold-
giai interpretacidjaval veszddni. Maga az algoritmus egy iterativ eljardst kovet, melynek
sordn alapértelmezetten az M matrix és a P X E szorzatmdtrix kiilonbségének Frobenius-
normdjit minimalizélja adott k darab szignatira mellett. Ezt kdvetéen [112] a betegsé-
genként egyedien azonositott muticids szignaturdkat egy feliigyelet nélkiili klaszterezési
eljarassal kondenzdlja, vagyis az egymdshoz hasonld szignatirdkat helyettesiti az adott
klaszter centroidjdval, ezzel csokkentve a szdmukat. Az azonositott konszenzus szignati-
rék listja online elérhetd, és szamos kutatds haszndlja referenciaként. Bizonyos muticios
folyamatok esetén a szignatura bioldgiai héttere is ismert, néhdny esetben azonban nem
sikeriilt ilyen Osszefiiggést taldlni.

Nagyon fontos kihangsulyozni, hogy attdl fiiggden, hogy milyen normalizalési eljaras-
sal prepardljuk az M matrix elemeit, jelentSsen eltérd eredmények adédnak a nem-negativ
matrix faktorizdcié utan.

Természetesen lehetséges a normélds mell6zésével a nyers mutdcids darabszamok hasz-
ndlata is, ebben az esetben azonban fenndll annak a veszélye, hogy a spektrumok 4ltal kife-
szitett 96-dimenzids térben dominansan az tesz kiilonbséget a vektorok kozott, hogy mek-
kora az abszolut értékiik. Az olyan daganattipusok spektrumai, melyek alapvet&en kevés
mutdciét eredményeznek, az origé koriil fognak csoportosulni, fiiggetleniil a komponense-
ik konkrét értékeitdl. Ezzel szemben a sok muticidval jaré betegségekbdl szarmazé mintdk
madr csak a vektorok normdjanak nagysdga okan is elkiiloniilnek ettdl a csoporttdl.

Alternativaként felmeriil a spektrumok Zszl mi = 1V g normélédsa. Ez ugyan a fenti
problémat kikiiszoboli, de a bioldgiai interpreticid szempontjabol megkérddjelezhetd, hi-
szen nem feltétleniil jogos mesterségesen Osszeskdlazni a sok és a kevés mutacioval jard
eseteket. Elképzelhetd, hogy bizonyos mutédcids folyamatok bioldgiai hatteriikb6l adédéan
abszolut értékben joval tobb muticiét eredményeznek, mint masok. Ekkor a fenti normé-
lassal a folyamat az egyik legalapvet6bb jellemz6jét vesziti el.

Kiilonboz6 kisérleti elrendezésekben gyakran el6fordul, hogy a genomi véltozasok mu-
tacids spektrumokra gyakorolt hatdsdt nem humén genomokon vizsgéljdk. Ilyen esetekben
is alapvetd célkitlizés a muticids folyamatok tettenérése a mintdkban, azonban a kapott
eredmények Osszevetése a referencia szignatirdkkal nem feltétleniil kézenfekvé. A meg-
figyelt mutdcids spektrumok sajatossigait er6sen befolydsolja a lokédlis genomi kornyezet,
ezaltal pedig a genomban taldlhato Osszes tipusu kornyezet gyakorisagdnak eloszlasa. Pél-
daul elképzelhetd egy olyan genom, melyben az ACG triplett kiugréan gyakran megje-
lenik. Ilyenkor a spektrumon esetlegesen ldthaté A(C>N)G csicsok nem feltétleniil egy
nagyon specifikus mutéiciés folyamatra utalnak, hanem pusztdn arra a tényre, hogy egy

ilyen genomon statisztikusan az ilyen tipust mutédcidk valészintibbek. Szintén gyakori a



kisérletek sordn a teljes genom helyett csak az exom vizsgélata, ami ugyanilyen jellegl ne-
hézségeket eredményezhet. Felmeriil tehdt a mutécids spektrumok triplett-gyakorisdggal
torténd norméaldsa is, amivel alapvet&en kiillonbozé tulajdonsagi genomokon mért eredmé-
nyek Osszevethetové valnak.

A fenti normalizacids eljardsokat kiilon-kiilon vagy egyiittesen hasznilva egymdstol
teljesen eltér6 eredményeket kapunk. Emellett, mivel az nnmf médszer soran az algorit-
musnak explicit médon meg kell adni a detektdlni kivant szignatirdk k darabszamat, ennek
az értéknek a kivdlasztdsa is szdmos kérdést vet fel. Bar a [112] tanulmény az elemzés
kezdetén szétvélasztja a betegségtipusokat és szeparaltan vizsgélja azokat, majd utolsé 1é-
pésként klaszterezi az azonositott szignatdrdkat, felmeriil annak a lehetdsége is, hogy az
Osszes daganattipust egyiittesen elemezziik. A fent hasznélt nnmf algoritmus sem kizaré-
lagos opci6 a szignatirdk azonositdsdra, a fé6komponens-analizis (PCA, principal compo-
nent analysis) vagy a CUR-dekompozicié éppugy haszndlhaté a célra. A fékomponens-
analizis tulajdonképpen egy ortogonélis transzformécid, melynek sordn egy 4j koordinata-
rendszerbe képezziik le az adatokat. Az 1j tengelyeket hivjuk fékomponenseknek. Ezeket
olyan médon definidljuk, hogy az elsé komponensre torténd vetités eredményeként az ada-
toknak a lehet6 legnagyobb variancidja legyen, illetve minden tovabbi f6komponensre a
megmaradé variancia lehetd legnagyobb hdnyada jusson, azzal a megkotéssel, hogy az
adott fékomponens minden kordbban meghatdrozott f6komponensre ortogondlis legyen.
Szemléletesen gy is tekinthetiink a folyamatra, mintha egy K-dimenzids (a szignatirdk
esetében K = 96) ellipszoidot illesztenénk az adatpontokra a K-dimenzids térben és a f6-
komponenseket, mint az ellipszoid tengelyeit definidlnank. Ezek koziil aztan elhagyjuk
azokat, melyek irdnydban az ellipszoid tengelye rovid, vagyis a variancia kis hanyadat
magyardzzak csak. A fennmarad¢ elsd k fékomponens terére vetitve az adatokat, azt var-
juk, hogy az eredeti adatpontok kozti hasonlosagok és kiilonbségek ebben a k-dimenzids
altérben is viszonylag j6l megmaradnak. Igy a f6komponens-analizis elsédlegesen a sokdi-
menzids adatok vizsgélata sordn a dimenzié-redukciéra szolgdl, csokkentve a komplexitast
és segitve a vizualizdciot. A CUR-dekompozici6 egy vizsgalt A adatmatrixot a C, U és R
matrixok szorzatdra bontja, ahol a C matrixban az A métrix oszlopainak részhalmaza, az R
matrixban pedig az A matrix sorainak részhalmaza szerepel. Vagyis a szignatirdk azonosi-
tasa szempontjabol a CUR-dekompozicid az Osszes vizsgalt minta triplettspektruma koziil
megkeresi azt a k darab erdsen reprezentativ spektrumot, melyek a teljes mintahalmazt
megfelelden jol tudjék jellemezni. Bar az nnmf és a CUR-dekompozicié eredményeként
kapott vektorok bioldgiai interpretacidja alapvetéen kézenfekvobb, a PCA-nak ezzel szem-
ben megvan az elonye, hogy a fokomponensek egymasra ortogondlisak. Emellett, mivel
az nnmf sordn az algoritmus kezdetben véletlenszertien inicializélja a P és E maétrixokat,
el6fordulhat, hogy a Frobenius-norméanak egy lokdlis minimuméba val6é beragadds miatt
nem taldljuk meg a globdlis minimumot. Mindhdrom megold4s lehetséges valaszt jelent a

szignatuirak azonositdsara, de minden esetben szamolnunk kell az adott médszer el6nyeivel



és hatranyaival is.

Annak a vizsgdlatara, hogy a fenti elemzési opcidk kiilonb6z6 megvalasztdsai miként
befolyasoljdk a kapott eredményeket, egy interaktiv jupyter notebookot hoztunk 1étre, mely
a https://mybinder.org/v2/gh/pipekorsi/somaticSignatures/master cimen kiprébdlhatd. A
notebook a [112] kutatds adatait elemzi, de lehetGséget biztosit az adattipus (csak teljes ge-
nom / csak exom / mindkett$), a daganattipusok csoportositasanak (6sszes egyiitt / tipuson-
ként kiilon), a dekompozici6hoz hasznalt algoritmus (nnmf, CUR, tobbféle PCA), a nor-
malizdlds modjanak (nincs / 1-re normalt / triplettgyakorisdgra normalt / mindkettd), illetve
a mutdcids szignatirdk szamdanak a megvalasztasira. Az nnmf és PCA algoritmusokhoz
az sklearn [[113]] Python csomag implementécidjat hasznaltuk, a CUR-dekompoziciéhoz
pedig az rCUR [114]] R csomag algoritmusat irtuk at Python kédra. A haszndlat sordn
lathatd, hogy a paraméterek barmelyikének megvéltoztatdsaval az eredmények is teljesen
kiilonbozoek lesznek. Ez bar felvet némi kétséget a mdodszer megbizhatdsagat illetGen,
mégis ez a jelenleg alkalmazott egyediili olyan megkdozelités, mely nem konkrét, a beteg-
ség kialakulésat el6idézd (,,driver”) mutdciok keresésén alapul, hanem a teljes mutécids
lista statisztikai tulajdonsagait elemzi. Nyilvanvaldan a jovében sziikség lesz a konszenzus
szignatirdk pontositdsdra, illetve pontos bioldgiai hatteriik feltérképezésére. Ez leginkdbb
olyan kisérletek sordn valdsithaté meg, melyeknél egy-egy specifikus genomikai valtozast
eldidézve vizsgdljak, hogy annak milyen kovetkezményei vannak a muticiés spektrumok
tekintetében, és ahol vélhetSleg nem keveredik tobbféle mutacids folyamat egyiittes hatédsa.

A fent hivatkozott referencia szignatirdk listdja az utobbi években egyre boviil [115],
illetve mar kiegésziilt az indelek és a kozvetlen egymads mellett 1év6 ,,dupla SNV-K” (DNV,
double nucleotide variation) csoportositdsan alapulé spektrumokkal. A téméban egyre szé-
lesebb kortii felhalmozddott adat és informéci6 ellenére a kiilonbozd kisérletek soran elem-
zett mintdkban a muticids folyamatok nyomainak felderitése kordntsem egyszer( feladat:
mivel a szignatirdk egymdsra nem ortogonalisak, a mért spektrum trividlis levetitése a
konszenzus vektorokra nem célravezetd megoldds. Igy az egyes mintiak dekompoziciGja-
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hoz kozelité mddszerekhez kell folyamodni, melyekre késdbb tériink ki részletesen.


https://mybinder.org/v2/gh/pipekorsi/somaticSignatures/master

MUTACIOK GYORS ES MEGBIZHATO DETEKTALASA
KEVESSE ISMERT GENOMOK ELEMZESE SORAN FELMERULO PROBLEMAK

Ahogy a kordbbiak alapjan lathattuk, a szomatikus mutaciok detektdldsa nem minden
esetben kézenfekvd feladat. Az alacsony komplexitdsi genomi régiok, a szekvenaldsi hi-
bak [[116,/117] és a genom kiilonb6z6 szakaszai kdzti homoldgia megnehezitik az illesztést
és a valodi mutaciot rejtd jelek zajtdl valé elkiilonitését [96, |118-120]. Kiilondsen prob-
1émds a DNS-ben tortént elvaltozdsok nyomon kovetése olyan esetekben, amikor nincs
informécidnk arrdl, hogy melyek a gyakran mutdl6d6 genomi poziciok populdcids szinten.
Az ilyen adatok hidnya els6sorban a nem emberi minték, illetve ritkdn szekvenalt sejtvona-
lak vizsgalata esetén jelent gondot, amikor még a referencianak hasznalt genom részletei
sem teljesen kidolgozottak. Mivel emellett a legtobb detektdl6 szoftver a human genomra
lett optimalizélva, valamint az esetek tobbségében daganatos genomok elemzését tlizik ki
célul; nem meglepd, hogy mésféle kisérleti elrendezésekben ezek az eszk6zok nem mindig
megbizhatéak. Az igy felmeriil6 nehézségekre a irodalomban egyik leggyakrabban latott
megoldas a meglévd szoftverek alapértelmezett bedllitasokkal torténd hasznélata, majd to-
vabbi heurisztikus szlrési feltételek alkalmazasa a fals pozitiv taldlatok csokkentésének
érdekében. Ennek a médszernek komoly hatranya, hogy a sziirési 1épések jellemzben csak
hidnyosan vagy egyéltalain nem dokumentaltak, igy a kapott eredmények gyakorlatilag re-
produkélhatatlanok.

Egy specifikus, de gyakorlatias kisérleti elrendezés, amikor alapvetéen egymdssal meg-
egyez6 kezdeti sejtek populdci6jabdl kiindulva azt vizsgéljuk, hogy kiilonb6z6 mutagén
kezelések milyen hatdssal vannak az egyes sejtekre. Ilyen jellegii kisérleteket rutinszert-
en alkalmaznak olyan kutatdsokban, melyek kiilonféle gydgyszerek és kornyezeti tényezdk
mutacios hatasait [[121],|122]], a kezelésekre valo rezisztencia kialakulasat [[123, 124, illetve
kiillonboz6 genetikai elvaltozasok okozta mutagén folyamatok feltérképezését [[125] tlizik
ki célul. Egy hasonl6 kisérletet elvégezve a DT40 bankivatyuk sejtvonalon, a teljes ge-
nom szekvendlasi adatok vizsgdlata sordn azt tapasztaltuk, hogy a hagyomanyos muticio-
detektdld szoftverek, mint a VarScan 2 [103] vagy a MuTect [[111], nem alkalmasak az
adatok megfelel6 elemzésére még akkor sem, ha a kontrollparamétereket a legoptiméli-
sabbnak vélasztjuk meg.

Az igy ad6do problémadk athidaldsara az IsoMutot, egy olyan muticio-detektalo algo-
ritmust dolgoztunk ki [126]], mely rendkiviil gyorsan és nagyon precizen képes a mutacidk
azonositdsdra az olyan esetekben, amikor tobb, alapvetéen hasonlé genomi (izogenikus),
de kiilonbozd kezeléseknek aldvetett minta all rendelkezésiinkre. A mddszer tesztelésé-
hez haszndlt mintdk egyetlen sejt felszaporitdsabol eredd, homogén populédcidkbdl (single
cell clone) szarmaztak, €s feltételeztiik, hogy a kezelések okozta mutdciok egymastdl fiig-
getleniil jelentek meg. A kidolgozott szoftver eredeti verzidja tehat olyan pontmutaciokat

(SNV; single nucleotide variation) €s indeleket (inzercidk és delécidk) keres, melyek csak



egyetlen mintdban fordulnak eld. A tobb mintat is érintd mutdcidk kiszlirésével megszaba-
dulunk a gyakran mutal6dé genomi pozicioktdl (SNP; single nucleotide polymorphism) és
az illesztési hibdk jelent6s részétdl, hiszen ezek gyakran minden mintdban azonos helyen
jelennek meg. A tobb minta egyidejl elemzése ilyen médon feloldja a pontatlan referen-
ciagenom €s a hidnyos csiravonal mutécids adatbazis problémdjat. Az IsoMut a mutacidk
azonositdsa sordn egy nagyon egyszer( stratégiat kovet: a legtobb sziirési paraméter értéké-
re fix hatarértékeket allit be, melyek a szekvendldsi adatokkal egyértelmii osszefiiggésben
vannak, igy a felhasznal6 szdmdra az eredmények interpretacidja trivialis feladat, nincs
sziikség a statisztikai modellek visszafejtésére. Amennyiben az adathalmaz kontroll min-
takat is tartalmaz, melyekben nem varhat6 egyedi mutacio, lehetdség nyilik az eredmények

finomhangolasara, mellyel a fals pozitivok szdma tovabb csokkenthetd.

ADATOK ES ELOKESZITESUK

A detektdlé modszer teszteléséhez és optimalizdldsahoz hasznalt teljes genom szek-
venalasi adatszett mintdi a bankivatyuk DT40 vérrdkos sejtvonal [[127] kiilonb6z6 kémiai
anyagokkal kezelt klonjai voltak. A klénok egyik fele vad tipusi (WT; wild type) volt, mig
a tobbi mintdban a BRCA1 génben létrehozott mesterséges, homozigdta muticié miatt ez a
DNS-javité mechanizmusokban kulcsszerepet betoltd gén funkciéjat vesztette (BRCA17")
[128]. A mintdk szekvendldsra torténd el6készitését megeld6zben a sejtpopulaciokbil egy-
egy sejt elkiilonitésével, majd felszaporitdsaval olyan homogén genomu populdcidkat le-
hetett 1étrehozni, melyek szekvenaldsaval végeredményben egyetlen sejt genomjat tudtuk
elemezni. A kisérlet sordn hasznélt kémiai anyagok atlagosan 50-5000 mutdciot hoztak
létre mintdnként, ami nagysdgrendileg Osszevethet6 a daganatos mintdkra jellemz6 muta-
cids rataval [[129]. Ez a viszonylag enyhe muticiés teher megkoveteli, hogy az elemzés
sordn a fals pozitiv taldlatok szamat a lehetd legalacsonyabban tartsuk.

Osszesen 30 mintét analizaltunk, melyek egymadstol a genotipusukban (vad tipus vagy
BRCA17) és az ket ért kémiai kezelésben tértek el tabldzat). Mivel a kezel€s konkrét
részletei és a genotipusok specifikus jellemz6i a mutacié-detektdlé médszer szempontjabol
irrelevansak, igy altalanosan ,,WT” €s ,,mutdns” klonokként hivatkozunk a mintdkra, a
kémiai kezeléseket pedig mutagén hatdsuk erdsségével jellemezziik. Ha két minta kozott
a genotipus €s a kezelés is megegyezett, a két minta genomja nem feltétlen volt azonos,
hiszen az esetek tobbségében a megszekvendlt DNS kiilonboz6 kezdeti klonoktdl eredt. Az
egyediili valoban megegyez6 mintaparok (S12, S15 és S27, S30) azonos DNS preparatum
kétszeri megszekvendldsdval lettek 1étrehozva. A duplikdtumok haszndlata nagyban segiti
az elemzési mdédszerek megbizhatésagdnak tesztelését, hiszen két elvileg megegyezd minta
kozott az elemzési eredményekben sem varunk kiillonbséget.

A mintédk szekvendldsa az [llumina platformon tortént két menetben, paired end, 125, il-
letve 150 bazispar hosszu short readeket 1étrehozva. A két szekvenalasi alkalom kozti tech-

nikai kiillonbségek kivalo lehet6séget adtak arra, hogy az igy fellépd miitermékek kompen-



zalaséval olyan elemzési mddszert fejlessziink, mely a kiilonbdz6 médokon nyert adatok
Osszevetésére is alkalmas. Az elemzett mintdk nyers szekvenaldsi adatai az ENA (Europe-
an Nucleotide Archive; http://www.ebi.ac.uk/ena/) honlapjarol toltheték le az ERP014915
azonositoval.

Az analizis els6 1épéseként a nyers szekvendlasi adatokbdl BAM, illetve pileup fajlo-
kat hoztunk 1étre. Ehhez a short readeket a bankivatyuk (Gallus gallus) referencia genom
Galgal4.73-as verzidjahoz [130] illesztettiik a bwa-mem paranccsal [94f]. A duplikalt re-
adeket a samblaster program [131]] segitségével tavolitottuk el, tovabba a potencialis inde-
lek kozelében a readek ujraillesztését a GATK IndelRealigner eszkozzel [98]] végeztiik.

Az igy elkésziilt BAM fajlokbdl a samtools mpileup parancsdval [95]] Iétrehoztunk egy
kozos pileup f4jlt az Osszes vizsgdlt minta adatainak felhasznaldsaval. Erre a 1épésre elso-
sorban azért volt sziikség, hogy a tesztelési fazisban, mikor ismételten vissza kellett nytlni
ezekhez az adatokhoz, lecsokkentsiik a szamitashoz sziikséges id6t. A végsoé szoftver hasz-
ndlata sordn a pileup fijlokat azonban nem taroljuk el.

Az mpileup parancs futtatdsakor bekapcsoltuk a ,,-B” és ,,-Q 30” kapcsolokat, ezek
az opcidk azonban az IsoMut szoftver haszndlata sordn tetszélegesen megvalaszthatok.
Mindazonadltal a ,,-Q 30 sz{irési feltétel, mely minden olyan bézist figyelmen kiviil hagy,
melynek a bazismindsége 30 ald csokken, dtlagos mindségli szekvenalasi adatok mellett
jogosan alkalmazhaté. Ezt egy olyan vizsgélattal igazoltuk, melynek sordn a bazismind-
ségre vonatkozé sziirési értéket folyamatosan noveltiik és ekozben vizsgédltuk azoknak a
genomi pozicidknak az ardnydt, melyek megfelelden lefedettek maradtak (legalabb 10-es
lefedettség), illetve azoknak, melyek minden mintdban teljesen ,.tisztak™ voltak. Tisztaként
azokat a genomi pozicidkat azonositjuk, melyekben az 6sszes leolvasott bazis megegyezik
a referencia-bdzissal. A [BI] dbran lathat6, hogy a 30-as hatdrérték kornyékén a lefedett
poziciok szdma drasztikusan csokkenni kezd, mig a tiszta pozicidk ardnya ekkorra csak-
nem 90% koriili, igy ezzel a sziiréssel hatékonyan meg tudunk szabadulni a szekvenalasi
hibak okozta zaj jelentds részEétol.

A tesztelés sordn hasznélt fenti médon generadlt pileup fajlokbdl tovabba kisziirtiik azo-
kat a mutacio-detektdlds szempontjabdl ,.€rdektelen” pozicidkat, melyekben egyik minta
sem tért el legalabb a leolvasott bazisok 10%-dban a referenciagenomtdl. Ennek a 1é-
pésnek célja az id6- és tarhelynyerés volt, hiszen igy az elemezni kivant fajlok mérete
mindOssze 1%-ara csokkent. Mivel a mddszer ennél a 10%-os kiiszobértéknél szigorubb

hatarértékekkel operdl, ez az el6zetes szilirés a végs6 eredményeken nem valtoztat.

MEGBIZHATO MUTACIOS TESZTHALMAZOK LETREHOZASA ES A MODSZER
MEGBIZHATOSAGANAK TESZTELESE

A mutécidkat detektdlo eszkoz algoritmikus részleteitdl fiiggetleniil a hatékonysag tesz-
teléséhez sziikség van egy olyan mutdcids listdra, melyeknek tagjairdl kelléen biztosan

tudjuk, hogy valéban muticiok és nem miitermékek eredményébdl adédtak. Els6ként tehat



ilyen megbizhat6é mutécids referencia teszthalmazok 1étrehozdsara torekedtiink.

A vizsgalt mintahalmaz kétféle genotipusi (WT és mutans) klénokat tartalmazott, me-
lyek kiillonb6z6 mutagén kezeléseknek voltak aldavetve. AlapvetSen tehat két tipusi mu-
tacié megjelenését varjuk a mintdkban: a kezelések okozta, els6sorban heterozigéta, szo-
matikus mutdciokét, melyek mintdnként egyediek; illetve az adott genotipusra jellemzd,
homo- vagy heterozigéta csiravonal mutaciokét, melyek genotipusonként minden minta-
ban megjelennek. Az utébbi kategéria heterozigdta mutécidit valogattuk ki a teszthalma-

zok generélésa soran.
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5. abra. Mutacios teszthalmazok készitése a kiilonb6z6 genotipusi mintakban. a, b.
Az atlagos referencia bdzis ardnydnak (rnf: reference nucleotide frequency) alakuldsa a két
mintacsoportban; a. a teljes genom mentén; b. csak a diploid régiokban. c¢. Ugyanilyen
modon generalt dbrdk kiillonb6zd mintaszdmok esetén. A lildval jelolt értékek az eredeti
teszthalmazbdl elvesztett poziciok ardnydt, a narancssdrgdval jeloltek pedig az djonnan
bekeriilt pozicidk ardnyat mutatjak.

Ehhez els6 1épésként minden genomi poziciéban kiszdmoltuk a referencia bazisok at-
lagos ardnydt a WT és a mutdns mintdkban kiilon-kiilon. A teljes genomra igy kapott
eredményeket a[5] dbra a) paneljén dbrazoltuk. Lathatéan jol elkiiloniil§ klaszterek jelzik
a egyik genotipusban heterozigéta, a méasikban pedig homozigéta referencia pozicidkat a
[100, 50%] és az [50, 100%] koordinatak kornyékén. Ezeknél kisebb tovabbi klaszterek
jelennek meg a [100, 70%] és a [70, 100%] koordindtdkndl a genom nem diploid régi-

01 miatt, melyet aldtdmaszt a b) panel abrdja, ahol kizardlag a diploid szakaszokon kapott



eredményeket dbrdzoltuk. Az ezen az dbrdn mar hatdrozottan elkiiloniild klaszterek pozici-
oit definidltuk végiil teszthalmazokként, igy az algoritmust alapvetden a diploid genomok-
ra optimalizaltuk, de a szoftver legtijabb verzidjdban (1asd lent) a mddszert kiterjesztettiik
aneuploid mintdk elemzésére is. Ezzel a médszerrel ugyan el6fordulhat, hogy a teszthal-
mazokba keriild poziciok nem heterozigéta csiravonal mutiaciok az egyik genotipusban,
hanem valgjdban a masik genotipus vesztette el a heterozigétasagit az adott szakaszon
(LOH; loss of heterozygosity), ennek azonban nincs kiilondsebb jelentdsége, ugyanis a
tesztelésre ezek a genomi poziciok éppen ugy alkalmasak, mint a valddi csiravonal muta-
ciok, bioldgiai eredetiiktdl fiiggetleniil. A kapott teszthalmazok Osszesen megkozelitleg
4000 genomi pozicidt tartalmaznak, mely mar egy elegendéen nagy szdm a valds pozi-
tiv és a fals pozitiv taldlatok ratdjanak (TPR, true positive rate; FPR, false positive rate)
megbizhat6 becsléséhez.

A fenti médon feldllitott teszthalmazok segitségével a valds pozitiv taldlatok szaméat
ugy hatdroztuk meg, hogy mindkét genotipusi mintdk koziil kivélasztva a kezdeti, ke-
zelésnek nem aldvetett mintdt, majd ezt egyiitt elemezve a mdsik genotipus Osszes tobbi
mintdjdval, a kezdeti klénban elvileg meg kell taldlnunk az adott teszthalmazban szerep-
16 6sszes csiravonal muticiét, mint ,,egyedi” mutdciokat. TPR-ként a kétféle genotipusu

kezd6klonban valéban megtalalt teszthalmazbeli mutdciok ardnyanak atlagat definidltuk:

T TP,
TPR = mean { Avr mut } ,

)
NWT Nmut

ahol TPy az X genotipusu kezddklonban taldlt X teszthalmazbeli muticidk szdma, Ny
pedig az X genotipusu teszthalmazban taldlhaté 0sszes pozici6 szdma.

A fals pozitivok meghatdrozdsa szdmos kiillonbozé moddszerrel torténhet, ezek koziil
harmat egyiittesen hasznaltuk az FPR becsléséhez. Egyrészt a fenti elrendezésben, mikor
az egyik genotipusbdl csak a kezd6klont, mig a masikbdl az 6sszes mintat egyiitt elemez-
ziik, minden olyan kezd6klonban taldlt mutécié fals pozitiv, mely nem szerepel az adott
teszthalmazban, hiszen ezekben a mintdkban a kezelés okozta muticiok megjelenését nem
varjuk. Ezek FP; x darabszamat a valodi negativ taldlatok szamaval, tehat a vizsgalt ge-
nomi régié L hosszdnak és a teszthalmaz Ny szdmossaganak kiillonbségével kell lenormal-

nunk:
FP x

L— Ny
Tovabba a kétféle genotipus identikus mintdiban (S12, S15 és S27, S30) az elemzés-

FPRx =

ben hasznalt mintdk darabszamétol fiiggetleniil egyetlen egyedi mutécidt sem lenne szabad
azonositanunk, hiszen minden elvéltozasnak a testvér mintdban is meg kell jelennie. Az

identikus mintapérok tagjainak barmelyikében taldlt F'P; 5, mutaciok szdmat a teljes vizs-



gdalt genomi régié L hosszdval kell leosztanunk:

Ahhoz, hogy megvizsgéljuk, mennyire hatékony az algoritmus olyan esetekben, mikor
az egyik genotipust mintdbol csak nagyon kevés all rendelkezésre, lefuttattuk az elemzést
a mintdk olyan csoportjain, melyekben az egyik genotipusbdl az dsszes minta, mig a mé-
sikbdl csak a kezddklon és egyetlen masik klon szerepelt. Ebben az esetben azt vérjuk,
hogy az alulreprezentdlt genotipus kezd6klénja semmilyen muticiét ne tartalmazzon, hi-
szen a csiravonal mutdcidk a genotipus mdsik mintdjdban is jelen vannak, kezelés okozta
mutaciok pedig a kezdéklonban nincsenek. Az X genotipusi kezdéklénban mégis megta-

lalt F'P; x mutdciok szamat ismét a teljes vizsgalt genomi régi6 L hosszaval kell normalni:

FP;x
L

FPR;3 x =
A végsd FPR értékét a fenti részeredmények atlagaként definidltuk:

FPR = mean(FPRLWT,FPRl?mm, FPRQ’Slz, FPR27515,
FPR; 527, FPR> 530, FPR3 w1, F PR3 1yt )

Fontos megjegyezni, hogy az igy definidlt FPR rendkiviil szigort optimalizalast tesz
lehet&vé, amire a gyakorlati esetek tobbségében ilyen formaban nincs feltétleniil sziikség.
Mindazonaltal amikor a fals pozitivok minimalizdldsa a cél, a hasznalt algoritmust érdemes

a lehetd legmostohédbb koriilmények kozott tesztelni.

SZURESI PARAMETEREK DEFINIALASA

Az adatok elemzését szolgdl6 algoritmus az Osszes analizdlt mintardl dsszegy(ijtott in-
formaci6 alapjdn minden genomi pozicidban ugyanazokat a szirési feltételeket alkalmazva
meghatirozza, hogy az adott poziciéban barmelyik mintdban taldlhat6-e egyedi mutaciod.
Annak érdekében, hogy hatékonyan kisziirjiik a csiravonal mutdcidkat €s azokat a fals po-
zitiv taldlatokat, melyek az illesztési hibdk kovetkeztében jelennek meg, harom alapvetd
szlrési paramétert vezettiink be.

A szomatikus muticiét hordozé mintdban a szekvendlds sordn leolvasott adatoknak
meggy6zben ald kell tdmasztaniuk a muticié 1étét. Ehhez egyrészt sziikséges, hogy az
adott genomi pozicidban elég sok adat dlljon rendelkezésre, vagyis kell6 mennyiségii short
read illeszkedjen a referenciagenomra. Az ezt teszteld szlirési paraméter a mutdlt mintdban
mérhet6 lefedettségre bedllitott alsé kiiszobérték (sample_cov_min). Ha az elérhet6 adatok
mennyisége a poziciéban megfeleld, azt is biztositani kell, hogy ezek jelentds hdnyada a
referenciagenomhoz képesti elvaltozasrodl taniskodjon. Ennek érdekében definialtuk a leg-

gyakoribb nem-referencia bazis gyakorisdganak alsé hatarértékét (sample_mut_freq_min).



Mivel minden mintdban csak az egyedi muticidk keresésére toreksziink, ezért elvards,
hogy az adott poziciéban a nem mutélt mintdk ,.tisztdk” legyenek, vagyis a lehet6 legin-
kabb hasonlitsanak a referenciagenomra. Ennek a vizsgélatara vezettiik be a legkevésbé
tiszta (legzajosabb) nem mutdlt mintdra vonatkozo, a referenciabdzis gyakorisagat (rnf;
reference nucleotide frequency) szabdlyozo6 alsé kiiszobértéket (other_rnf_min).

Az ezekkel a sziirési feltételekkel azonositott potencidlis SNV-k és indelek egy utd-
elemzési fazisba keriilnek, melynek sordn a samtools mpileup parancsit a ,,-B” opci6 nél-
kiil is lefuttatjuk a kérdéses pozicidkra, majd a mutdlt mintdra vonatkoz6 paraméterek
(sample_cov_min, sample_mut_freq_min) értékét Gjra kiszdmitjuk és ellendrizziik, hogy
tovabbra is elérik a bedllitott hatdrértékeket. A samtools 4ltal alapértelmezetten alkalma-
zott BAQ rekalibréci6 az indelek kornyezetében mesterségesen lecsokkenti a bazisming-
séget, ugyanis ezeken a régidkon nagy a valdszinlisége a helytelen illesztésnek. A ,,-B”
kapcsol6 ezt az alapértelmezett mechanizmust kapcsolja ki. Azért van sziikség egyidejtileg
a rekalibricio ki és bekapcsoldsdra is, mert a mutdlt mintdban a lehet6 legtisztabb illesztést
szeretnénk elérni, vagyis a lehetd legtobb zajtol mentesiteni kivanjuk az adatokat. Ha tehat
a rekalibraciot bekapcsolva hagyjuk, az alapértelmezett bazisminGség-sziirés altal az igy le-
csokkent mindségli bazisoktdl megszabadulunk. Ezzel szemben az 6sszes tobbi mintdban
megjelend zajnak a maximdlis szintjérdl igyeksziink informacioét szerezni, ehhez sziiksé-
ges a BAQ rekalibraci6 kikapcsoldsa. Az indelek esetében emellett az utéelemz€s soran
kisziirjiik azokat a potencidlis mutdcidkat, melyek barmilyen mésik ,,gyants” poziciénak
a kozvetlen kozelében vannak. Gyants pozicionak itt azokat a genomi helyeket nevezziik,
melyekben az indel gyakorisdga legalabb egy mintidban meghaladta a 0,2-et, ezek ,,koz-
vetlen kozele” pedig a pozicié 10 bazisos kornyezete. Erre a 1épésre azért van sziikség,
mert az indelt tartalmazé readek felillesztése gyakran problémdkba iitkdzik és emiatt egy
csfravonal indel gyakran egymdst6l némileg elcsuszva jelenik meg a kiilonb6z6 mintdk-
ban, ezzel azt a latszatot keltve, hogy szomatikus indelek sokasdga tlinik fel tobb mintdban
egyszerre, egy rovid genomi szakaszra klaszterezve.

Az optimalizélds sordn az utéelemzés paraméterein nem valtoztattunk, és a harom, fenti
paraméternek az értékét véltoztatva kerestiik azt a bedllitast, mely az adott FPR kovetel-
mények mellett a lehet6 legmagasabb TPR-t biztositja.

Mivel ez az optimalizélasi eljards egy meglehetdsen specifikus kisérleti elrendezést,
illetve kell6en sok mintat igényel, ilyen formdban gyakran nem megvaldsithaté a rendel-
kezésre 4ll6 szekvendldsi adatok haszndlatdval. Annak érdekében, hogy egy gyorsabb és
konnyebben testreszabhaté mdédszert kindljunk az eredmények finomhangoldsara, a szoft-
ver minden potencidlis mutacidhoz hozzarendel egy S értéket, mely annak a valdszindisé-
gével all 6sszefiiggésben, hogy azt helyteleniil kategorizaltuk egyedi mutdcionak. Konk-
rétabban S annak a p valdszinliségnek a negativ logaritmusa, hogy ha feltételezziik, hogy
az adott pozicidban a két legzajosabb (legtobb nem-referencia bazist tartalmazd) minté-

ban a bazisok elméleti eloszldsa azonos, akkor éppen a megfigyelt szekvenaldsi adatokat



kapnénk az eloszldsokbdl vald véletlen mintavételezéssel. Tehat egy alacsony p (magas
S) érték azt jelenti, hogy igen valosziniitlen, hogy a két legzajosabb mintdban valdjaban
is azonos a bazisok eloszldsa, vagyis a legzajosabb minta varhatéan ténylegesen egyedi
mutéciét tartalmaz az adott pozicidban. A p valdszinlis€ég meghatdrozasdhoz a Fisher-
féle egzakt tesztet hasznaljuk, melyhez egy 2 x 2-es kontingencia tdblat definidlunk a két
legzajosabb mintdra az ng referencia és az nygr leggyakrabban el6fordulé nem-referencia

bazisok szdmanak meghatarozdsaval:

Minta azonosito 1 2
referencia bazisok nk  nk

. . Z . 1 2
leggyakoribb nem-referencia bazisok ny, nyp

1. tablazat. Kontingencia tablazat a két legzajosabb mintara az adott genomi pozici-
oban. A fels6 indexekben a minta azonositok szerepelnek.

Nullhipotézisként tegyiik fel, hogy a két mintdban a bizisok szdmdnak eloszldsa meg-
egyezik, vagyis a legzajosabb minta nem tartalmaz egyedi muticiét. Az aldbbi mdédon
szamolt p ekkor azt a valésziniiséget adja meg, hogy ebben az esetben éppen a ténylegesen
megfigyelt adatokat kapjuk:

(nk+13)! (kg + 1) (n + ki) (2 + 13 )

11,,21,,1 1,2 1 2 1 2\
np!nglnyp!ngg!(ng +ng +nyp +nyg)!

Y

ahol ! a faktoridlis operdtor. A mutacio-detektald szoftver ennek az értéknek az S = —logp
transzformaltjat rendeli a genomi pozicidkhoz.

Igy tehdt ha nincs is lehet3ség a fenti harom sziirési paraméter széleskord optimalizala-
séra, amennyiben az adathalmazban rendelkezésre dllnak kontroll mintdk (melyekben nem
szamitunk egyedi muticiok megjelenésére), az S értékre beallitott kiiszobérték segitségével

a fals pozitivok szdma minimalizalhato.

OPTIMALIS SZURESI ERTEKEK, A MINTAK SZAMANAK ES A LEFEDETTSEGNEK A
HATASA

Az optimélis szlirési hatarértékek bedllitdsa sordn tehat a fentiek szerint a lehetd legszi-
gorubban hatdroztuk meg az aktudlis FPR értékét. Idedlisabb koriilmények mellett, amikor
mindkét genotipusbdl kellen sok minta all rendelkezésre, még jobb eredmények érhetSek
el az S érték megfelel beallitasaval.

Els6ként fix other_rnf_min= 0,93 paraméter mellett vizsgaltuk meg a sample_cov_min
€s sample_mut_freq_min sziirok véltoztatdsanak egyiittes hatdsat @ abra, b) panel), mi-
vel azonban a lefedettség gyakran mar a szekvendlasi adatok mindsége €s mennyisége altal
korldtozva van, igy a késébbiekben egy rogzitett, viszonylag megengedd sample_cov_min=
7 értékre éllitottuk be az ezt kontrolldlé paramétert. Emellett az érték mellett vizsgaltuk

a sample_mut_freq_min és other_rnf_min paraméterek valtoztatisdnak hatdsat a TPR és



a. b. rogzitett other_rnf_min C. S érték vizsgalata
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6. abra. Kiilonboz6 paraméterbeallitasok mellett mért TPR és FPR értékek. a. Az ot-
her_rnf_min (kiillonb6z6 gorbék) és sample_mut_freq_min (gérbék mentén) paraméterek
valtoztatdsdnak hatdsa konstans sample_cov_min = 7 mellett. A tdbldzat adatai az adott
FPR mellett elérheté maximdlis TPR-t, illetve az ehhez sziikséges paraméter-bedllitdsokat
tartalmazzak. b. A sample_cov_min (killonboz6 gorbék) és a sample_mut_freq_min (gor-
bék mentén) paraméterek valtoztatdsdnak hatdsa konstans other_rnf_min = 0,93 mellett.
c. A other_rnf_min (kiillonb6z6 gorbék) és az S (gorbék mentén) paraméterek valtoztatd-
sanak hatdsa konstans sample_cov_min = 5 és sample_mut_freq_min= 0,21 mellett. d. A
mintdk szdménak hatdsa. A mérési pontok megfelelnek az a. panel tabldzataban lathat6
paraméter-bedllitdsoknak. A mérési pontok hdrom véletlenszertien kivdlasztott mintahal-
mazra kapott eredmények atlagat, a hibavonalak pedig azok szérdsat dbrazoljdk. e. A
lefedettség mesterséges csokkentésének hatdsa. A mérési pontok megfelelnek az a. panel
tdblazatdban lathat6 paraméter-bedllitdsoknak. A mérési pontok harom véletlenszerien
alulmintavételezett mérésre kapott eredmények atlagat, a hibavonalak pedig azok szordsat
abréazoljék. (ds_factor: down-sampling factor; alulmintavételezési rita)

FPR értékekre (6] dbra, a) panel). Attdl fiiggden, hogy a kisérleti elrendezés vérhaté-
an hany mutaciot indukdl a vizsgélt mintdkban, kiillonb6z6 mennyiségi fals pozitiv taldlat
tolerdlhat6. A [l dbra a) paneljén ldthaté tabldzat kiilonboz6 FPR értékek mellett a ma-
ximdlis elérhetd TPR értékét és az ehhez sziikséges paraméter-bedllitdsokat tartalmazza.
A teszteléshez haszndlt adathalmazon a viszonylag alacsonyra éllitott FPR mellett 92%-
os TPR elérésére volt lehet6ség a sample_mut_freq_min= 0.31, other_rnf_min= 0.93 és
sample_cov_min= 7 beéllitdsokkal.

Annak érdekében, hogy felmérjiik, hogy a rendelkezésre 4ll6 mintak szdma mennyi-
ben befolydsolja a kapott eredményeket, az eredeti 30 mintabdl kiilonbdzd, n szdmossagi
részhalmazokat alkottunk, melyekben a mutdns és WT genotipusi mintdk szdma megegye-
zett. A mutdcids teszthalmazok létrehozdsat minden ilyen mdédon csokkentett adatszettre

kiilon-kiilon elvégeztiik, majd kiszdmoltuk a [0 dbra a) paneljének tdbldzatdban lithaté



bedllitdsok mellett kapott TPR és FPR értékeket. A [6] dbra d) paneljének 8 < n < 30
mérési pontjai harom, a mintdkbol véletlenszertien 1étrehozott, n mintaszdmu adathalmaz-
ra kapott eredmények atlagat, a hibavonalak pedig ezek szorasat jelolik. Mivel az eredeti
adatszettben 30 minta allt rendelkezésiinkre, melyekbdl 8 az FPR és TPR értékek meg-
hatdrozdsahoz feltétleniil sziikségesek voltak (példaul kezddklonok, identikus mintaparok
tagja), igy az n = 30 és n = 8 mintahalmazokat csak egyféleképpen lehetett kivélasztani.
Ezért az ezekhez tartoz6 mérési pontok az dbrdn nem &4tlagokat, hanem egyetlen konkrét
mérés eredményét reprezentaljak.

Kevesebb minta vizsgalata sordn a teszthalmazok meghatdrozasdhoz hasznalt klasz-
terek egyre elmosddottabbakkd véalnak @ abra, c) panel), de a tesztszettbdl elvesz6 és
Ujonnan besorolt pozicidk ardnya viszonylag alacsony marad (kevesebb mint 6, illetve 4%)
még mindossze 10 minta esetén is. A csokkentett mintaszam legszembet{in6bb kovetkez-
ménye a megndvekedett FPR (6] dbra, d) panel), de nagyon szigort paraméter-bedllitisok
mellett helyenként a TPR is emelkedett. Ahhoz, hogy kb. 50/Gbp alatt tartsuk a fals pozi-
tiv taldlatok gyakorisagat, de legaldbb 85%-os TPR-t érjiink el, legalabb 14 minta egyiittes
elemzésére van sziikség.

Az alacsonyabb szekvendldsi mélység hatdsanak vizsgdlatdhoz a meglévd adatokat a
mutdns genotipusi kezddklon esetében alulmintavételeztiik, ezzel kiillonbozd, az eredeti-
nél alacsonyabb mesterséges lefedettségeket dllitva el6. Ehhez minden genomi poziciéban
az eredeti lefedettség 70, 60, illetve 50%-anak megfelel6 darabszamu bazist véletlenszer(-
en kivélasztottunk. Id6takarékossdagi okokbdl ezt a eljardst csak az eredetileg azonositott
SNV-k halmazéin végeztiik el, kisziirve azokat a poziciokat, melyek az alulmintavételezés
hatdsdra mar nem teljesitették a sample_cov_min és sample_mut_freq_min paraméterekkel
szabott feltételeket. A TPR és FPR értékeket a fentiekhez hasonléan hataroztuk meg a
[l dbra a) paneljének tdbldzatdban szereplS bedllitdsokkal, azzal a kiilonbséggel, hogy az
Osszes eredményt csak a mutans genotipusra kapott mutaciékbdl szarmaztattuk. Mivel az
alulmintavételezés véletlenszertien tortént, minden mérés soran harom, azonos mértékben
alulmintavételezett adathalmazt haszndltunk. A [6] dbra e) paneljén lithat6é dbra mérési
pontjai ezek atlagaként, a hibavonalak pedig a szérasukként alltak eld.

Azt taldltuk, hogy az eredeti lefedettség 70%-a mellett minimdlis kiilonbség figyelhe-
t6 meg az eredeti €s az alulmintavételezett TPR és FPR értékek kozott, de a szekvendlasi
mélység tovabbi csokkentése alacsonyabb TPR-t és magasabb FPR-t eredményez. Mivel
a teszteléshez hasznalt mutans kezd6klon atlagos lefedettsége 21 koriili volt, javasolt leg-

alabb 15-0s atlaglefedettségli mintdkat hasznélni a megbizhat6 elemzéshez.

INDELEK DETEKTALASI HATEKONYSAGA

Az indelek azonositdsa alapjaiban véve problematikusabb a pontmuticiok detektdl4sa-
nal. Ennek egyik oka, hogy a referenciagenomra torténd illesztés sordn a short readekben

a hézagokat (gap) sokkal magasabb biintetSpont sijtja, mint az egy bazisos eltéréseket a



referencidtél. Emiatt az illeszt6programok a valddi indel azonositdsa helyett hajlamosak
inkdbb tobb pontmuticid egyiittes bevezetésével felilleszteni az indelt tartalmaz6 readet.
Emellett stirtin el6fordul, hogy az egyébként csiravonal indelek a kiilonb6z6 mintdkban
néhdny bazissal elcsiszva jelennek meg, melyek helyes értelmezése nem magatol értets-
d6. Tovéabba indelekbdl altaldban sokkal kevesebb van a genomban, mint SNV-bdl, ezért
elemzésiik gyakran statisztikai problémakba is iitkdzik az alacsony mintaszdm miatt.
Ahhoz, hogy képet kapjunk a kidolgozott mddszer hatékonysagérdl az indelek eseté-
ben, az SNV mutacids teszthalmazokhoz hasonléan 1étrehoztunk két, indel teszthalmazt
is. AP abraval megfeleltetheté eredmények az indelek esetén a [B2] dbran lithatak.
Az indel teszthalmazok sszesen kb. 400 poziciét tartalmaznak, tehat joval kisebbek az
pontmutécids véltozatukndl, igy ez a részletes optimalizalast megneheziti. fgy a médszer
hatékonysdgédnak becslését csak alf] dbra a) paneljén 1év§ tébldzatban szerepl$ paraméter-
bedllitdsokkal végeztiik el, melynek eredményei a[B2] tdbldzatban lathaték. A kapott érté-
kekbdl kitlinik, hogy az SNV detektdldshoz hasznélt paraméterek megfelelGen alacsonyan
tartjdk az FPR-t indelek esetén is, de emellett a TPR értékek szamottevdoen gyengiilnek.
Amennyiben az elemzés elsddleges célja kizarélagosan az egyedi indelek azonositdsa, az
SNV-kkel azonos paraméter-bedllitisok haszndlata megalapozott. Ha viszont a detektalas

érzékenysége a legfontosabb, célszerli megengeddbb paraméter értékeket valasztani.

OSSZEVETES A HAGYOMANYOS ALGORITMUSOKKAL

Az algoritmus fejlesztésének alapvetd oka az volt, hogy a hagyomédnyos mutéicié de-
tektdld eszkozok a tapasztalataink szerint nem tudtdk az SN'V-ket és indeleket a bioldgiai
interpreticidohoz sziikséges pontossdggal azonositani anélkiil, hogy a program lefuttatdsa
utdn tovabbi sziiréseket alkalmaztunk volna. A moédszeriink hatékonysagat két népszert
szoftver, a VarScan 2 [103[] és a MuTect [111]] eredményeivel hasonlitottuk 6ssze.

A VarScan 2-t a szomatikus mutacidk detektdlasdra alkalmas tizemmddjdban futtattuk,
melynek haszndlatdval tumor és normdl mintdk 6sszehasonlitdsdra van lehet6ség. Mind
a ,,tumor”’, mind pedig a ,,normdl” mintdnak az identikus mintapdrok egy-egy tagjat va-
lasztottuk, tehdt minden igy azonositott muticié fals pozitiv volt. Az Osszehasonlitast
mintapdronként kétszer is elvégeztiik, egyszer a par egyik, egyszer pedig a mdsik tagjit
vdlasztva ,tumor” mintdnak. A sz(irési paramétereket és az utdlagos sziirési 1épéseket a
[132] leirds szerint alkalmaztuk. Végiil az egyedi mutdcidk szdma 368, 410, 1264 és 922
lett rendre az S12, S15, S27 és S30 kontroll mintakban. Ezzel szemben az IsoMut al-
tal detektalt fals pozitivok szamra rendre 3, 1, 3 €s 5 lett ugyanezekben a mintdkban. A
két szoftver hatékonysaganak eltérését valoszintileg az okozhatja, hogy a VarScan 2 olyan
szlirési modszerek kiakndzéasan alapul, melyek a humédn genomok elemzése sordn sikerrel
hasznalhatéak, de az aktudlis adathalmazon nem voltak elérhetdek (pl. SNP adatbazisok).

A MuTectre elsdsorban azért esett a valasztasunk, mert a tumor €s normal mintak Ossze-

hasonlitasa mellett olyan iizemmodja is 1étezik, melynek futtatdsa sordn egy normal min-



takbdl kialakitott referenciapanelt is fel lehet haszndlni a fals pozitiv taldlatok kisz{résé-
hez. A MuTect ugyan nem detektél indeleket, de a legijabb véltozata, a MuTect2 mér
igen. Mivel azonban ez a verzi6 a kutatds idején még nem volt elérhetd, igy a régebbi
MuTecttel vetettiik 6ssze eredményeinket. Bar az alapértelmezett bedllitisokat hasznédlva
az adathalmazon, a MuTect nem teljesitett kellden pontosan a bioldgiailag helyes interpre-
tacidhoz @[a dbra), a szoftver dltal a mutdciokhoz rendelt, a detektdlds megbizhatosagat
jelzé LOD paraméter kiiszobértékének finomhangoldsdval azonban mar jé eredményeket
tudtunk elérni (B4p. dbra). Ehhez az optimalizaciés folyamathoz sziikség volt azonban
a kontroll mintdk elérhetdségére, és egy kevésbé dtfogd adathalmaz esetén nem lett volna
megvaldsithato.

A paraméterek hangoldsdhoz és a két mddszer Osszehasonlitdsdhoz is becsléseket kel-
lett tenniink az FPR és TPR értékére. Egy idedlis algoritmus a kontroll mintdkban egy4dlta-
lan nem taldlna mutacidkat, ezzel minimalizédlva a fals pozitivok szdmat, mikozben a kezelt
mintdkban minél magasabban tartand az azonositott SN'V-k mennyiségét. Természetesen a
kezelt mintdkban taldlt mutacidk nem feltétleniil valds pozitivok, mégis ezeknek a szamat
hasznéltuk a TPR becsléséhez. Azt taldltuk, hogy nagyon alacsony FPR mellett az IsoMut
és a MuTect teljesitménye nagyon hasonlé (0,5/Gbp FPR mellett 0,7/Mbp val6édi mutécid),
megengeddbb FPR mellett azonban az IsoMut érzékenysége magasabb (1/Gbp FPR mel-
lett 1/Mbp, illetve 0,75/Mbp valodi mutécidt detektdl rendre az IsoMut és a MuTect) @[a
abra). Tovédbba kevés minta esetén, ugyanezen az adathalmazon az IsoMut jéval jobban
teljesit a MuTectnél (B3p. és[B3f. dbrak).

Annak érdekében, hogy becslést kaphassunk a kiillonb6z6 szoftverek futési idejére vo-
natkozo6an, az IsoMutot, a MuTectet, a MuTect2-t és a VarScan 2-t lefuttattuk a bankivatyuik
genomjéanak egyik legrovidebb kromoszémajan (28-as; 4,7 Mbp) az adatszettben talalhatod
Osszes mintat haszndlva. Egy szerény kapacitasu asztali szamitogépet hasznéltunk, 23 GB
memoriaval és 12 maggal. A VarScan 2-t a szomatikus mutdcidkat detektdl ,,somatic”
tizemmodban futtattuk, minden mintét egy ,,normal” mintdval parban dsszehasonlitva, igy
Osszesen 30 Osszehasonlitast végeztiink el. A MuTect és a MuTect2 esetében kovettiik
az dltaldnos haszndlati utmutatokat a szoftverek internetes leirdsdban. Els6ként minden
mintdhoz egyedien létrehoztunk egy normdl panelt az 6sszes tobbi minta felhasznalasaval.
Ezek utdn minden mintét egy ,,normal” mintdval parban, a normél panellel egyiitt elemez-
tiink.

Az eredmények alapjan az IsoMut megkozelitleg 170-szer gyorsabb a MuTect2-nél,
tobb mint 40-szer a MuTectnél és tobb mint 10-szer a VarScan 2-nél (2] tablazat). Ezt a
teljes bankivatyuk genomra extrapolédlva, a 30 minta elemzése a hasznélt szamitégépen az
IsoMuttal 5 6rdaba, mig a MuTect2-vel tobb, mint 35 napba telne. Mivel az IsoMut kivéte-
1ével mindegyik szoftver Java nyelven irédott, igy a parhuzamosan futtathaté folyamatok
szamat er6sen limitdlja a véges memoria. Ezzel szemben az [soMut esetében az egyetlen

limitdlé tényez6 a magok szadma, és a futdsi id6 f6 korldtja az irdsi és olvasasi sebesség.



A Java-ban irt eszkozok teljesitménye jelentdsen novelhet egy nagy kapacitasu, 100-200
GB-o0s memoariaval bird szamitogéppel. Mivel azonban az ilyen gépek nem minden kutatas
soran allnak rendelkezésre, az IsoMut egy jo alternativat kindl az olyan esetekben, mikor
a szamitégépes kapacitds véges. Bar nem realisztikus barmelyik eszk6z egy magon torté-
nG, parhuzamositds nélkiili futtatdsa, a2 tabldzatban egy ilyen oszlopot is feltiintettiik a

konnyebb 6sszehasonlithatosag kedvéért.

12 mag 1 mag
Eszkisz Pérhuzamos Futasi id6 Futasi id6 Futasi id6
. Futasiidé | 1 Gbp hosszu az IsoMuthoz | Futasi ido az IsoMuthoz
folyamatok szima ) . p . .
genomra extrapolalva | viszonyitva viszonyitva
IsoMut 12 1 perc 24 s | 4 6ra 56 perc 1 7 perc 1
VarScan2 | 5-6 16 perc 2 nap 8 6ra 11 1 6ra 20 perc | 11
MuTect | 6-7 1 6ra 7 perc | 9 nap 20 6ra 48 4 6ra 55 perc | 42
MuTect2 | 4-5 4 6ra 35 nap 5 6ra 171 21 éra 6 perc | 178

2. tablazat. Futasi ido Osszehasonlitasa a Kiilonb6z6 mutacié detektalé szoftverek
esetében. A futtatishoz hasznalt szamitégépnek 12 magja és 23 GB memdridja volt. A
szoftvereket a 4,735 Mbp hosszu, 28-as bankivatyik kromoszoémén futtattuk, a hasznalt
adathalmaz 0sszes (30) mintdjanak felhasznalasdval.

Bar az IsoMut éltal alkalmazott rogzitett szlirési paraméterek haszndlata a fent tesz-
telt tovabbi algoritmusokhoz képest szofisztikalatlannak tlinhet, ez az egyszerli megkozeli-
tés bizonyos szempontbdl elénydsebb, mint a komplikélt statisztikai modellek hasznélata,
amellett, hogy éppen annyira hatékonynak bizonyult a vizsgélt mintdkon. A bioinforma-
tikai szoftverek €s mutdcio detektdld algoritmusok rohamos fejlédése ellenére, az iratlan
szabdly megmaradt, miszerint a kétséges esetekben a legbiztosabb visszanytlni az eredeti
szekvenalasi adatokhoz (példaul az IGV genom nézegetd szoftverrel [[133]] vagy egy pileup
fajlban). Az IsoMut altal hasznélt és mutacionként meghatarozott paraméterek értékeibdl
a genomi pozicidra illett bazisok eloszldsdra egyértelm kovetkeztetések tehetdk, anélkiil

hogy kiilonboz6 valdszintiségszamitdsi modellek p-értékeit kellene visszafejteniink.

SZOFTVER IMPLEMENTACIO

Az egyszer(i alkalmazhatdsag érdekében a fenti algoritmus szdmitds-intenziv részét C
nyelven, a parhuzamositast pedig Python-ban implementéltuk. A nyilt forrdskddi eszkoz
eredeti verzidja (IsoMut) a https://github.com/genomicshu/isomut oldalrdl tolthetd le, a
legtjabb verzié (IsoMut2py) pedig a https://isomut2py.readthedocs.io/ oldalon taldlhaté
dokumentécié instrukcidit kdvetve egyszeriien telepithetd.

Az eredeti verzi6 egyik f6 eleme egy Python kdd, melyet a megfeleld elérési utvonalak
és paraméterértékek mdodositdsa utdn a parancssorbol futtathatunk. Bemenetként a referen-
ciagenomra felillesztett szekvendlési adatokat BAM formatumban varja, illetve sziikséges
magdnak a referenciagenomnak az elérési ttvonalat is megadni. Mindazondltal a muta-
cidkat nem a referenciatdl valo eltérésként, hanem a mintdk egymastdl val6 kiilonbsége-

iként keressiik. Az olyan kisérleti elrendezések esetében érdemes a szoftvert haszndlni,



mikor tobb izogenikus minta 4ll rendelkezésre, és ezekben az egyedi mutdcidkat kivanjuk
azonositani. Minden esetben erdsen javasolt a kontroll mintdk szekvendldsa és haszna-
lata. Ezek lehetnek a kezelést megel6z6 kezddklonok vagy azonos DNS-preparatumok
tobbszori szekvendldsi eredményei. Az IsoMut futtatdsa utdn ajanlott ezeknek a hasznéla-
taval az S paraméter hatarértékének manudlis bedllitdsa ugy, hogy a kontroll mintdkban
taldlt mutaciok szdma a lehetd legalacsonyabb, a tobbi mintdban pedig a legmagasabb
legyen. Az S érték valtoztatdsdnak a hatdsit a [6] dbra c) panelje szemlélteti rogzitett
sample_mut_freq_min= 0,21 és sample_cov_min= 5 paraméterek mellett. Az S értékének
utélagos bedllitdsa azt is lehet6vé teszi, hogy az SN'V-kre, inzercidkra és delécidkra kiilon-
kiilon optimalizélt értékeket hasznédljunk. Amennyiben erre nincs lehetdség, érdemes a
kivant FPR értékéhez igazitani a szlirési paraméterek értékét a[6| dbra a) paneljének tébla-
zata alapjan. A vizsgélt adathalmazra sample_mut_freq_min= 0,31, other_rnf_min= 0,93
és sample_cov_min= T paraméterekkel, az S érték optimalizdldsa nélkiil kapott eredmé-
nyeket a [/l dbra demonstralja. Kontroll mintdnként dtlagosan 6 mutdciét detektdltunk
(FPR = 6-107?), a kezelt mintdkban pedig szdmos esetben 2000-nél is tbbet, melybdl

egyértelmiien lathatd, hogy az alacsony FPR nem a tdl szigoru sz{irés eredménye.
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7. abra. Az IsoMut eredményei az S paraméter optimalizalasa nélkiil. a. A detek-
talt SN'V-k darabszdma mintdnként. A fliggdleges szaggatott vonal a kétféle genotipusu
mintdkat vélasztja el egymadstdl, a szinkédok a kezelés tipusat jelzik. b. A detektalt inde-
lek darabszama mintanként. A fiiggbleges szaggatott vonal a kétféle genotipusi mintdkat
véalasztja el egymastdl, a szinkddok a kezelés tipusat jelzik, a sotétebb oszlopok az inzerci-
okat, a vilagosabbak a deléciokat jeldlik.



Az IsoMut2py egy Python modul, mely egyszeriien installdlhaté a Python sajat csomag-
kezeld szoftverével (pip). A csomag altal hasznélt C kod alapjai megegyeznek az eredeti
IsoMut C kédjaval, am szamos 1j funkcidval kibSvitik azt. A megszokott paraméterek mel-
lett a detektald folyamat egyéb 1épései is testreszabhatova vltak, illetve lehetdség nyilik az
egyedi muticidok mellett koz6s mutaciok azonositdsara is. A modul emellett tovabbi fligg-
vényeket tartalmaz, melyek segitik a mutacids eredmények automatikus optimalizal4sat,
abrazolasat, kiilsé mutdcios listdk importdldsat, a mintdk kariotipusdnak 6sszehasonlita-
sat, illetve mutdcids szignatirdk azonositasit. A kovetkezOkben az eredeti algoritmushoz

képesti tovabbi elemzési lehet6ségeket tekintjiik at.

KITERJESZTES ANEUPLOID MINTAK ESETERE

Bé4r a humén genom alapvet6en diploid (vagyis a testi kromoszdmdkbdl két példany
taldlhaté meg az emberi szervezetben), szdmos sejtvonal és més faj 1étezik, ahol nem ez
a helyzet. Humdn, leggyakrabban daganatos mintdk esetében is el6fordul, hogy néhéany
kromoszémabdl elveszik egy példany, vagy éppen tobb, mint kettd van belble. Bizonyos
esetekben a ploiditds még az adott genomon beliil sem dllandé, hanem kromoszémardl kro-
moszOmadra, vagy akdr genomi régidérdl genomi régidra valtozik. Az ilyen tipusd mintdkat
aneuploidnak nevezziik.

Mivel a muticiok detektdldsa sordan hasznalt sample_mut_freq_min paraméter az alap-
jan vélogatja ki a potencidlis genomi pozicidkat, hogy az odailleszkedd szekvenélt bazisok
ardnya megfelel6-e, fontos tudnunk, hogy milyen bézisgyakorisidgokra redlis szdmitani.
Egy diploid genomnadl idedlis esetben a mutalt bazis gyakorisdga vagy 50%, vagy 100%
(homozigéta mutdcidndl). Ezzel szemben egy olyan kromoszéman, amibdl hdrom példany
is van, a gyakorisdgot a 33%, 67% és 100% értékek koriil varjuk. Igy egy triploid genomon
a diploid genomra bedllitott szlirési feltételek tilsdgosan szigortiak. Ennek a problémanak
az athidaldsara az a megoldds, ha a lokdlis ploiditds ismeretében a sample_mut_freq_min
paraméter értékét dinamikusan 4llitjuk be. Ehhez azonban els6ként sziikség van a lokalis
ploiditds meghatdrozdsara a szekvendldsi adatok alapjan a teljes vizsgédlt genom mentén.

A szekvendlds alatt idedlis esetben minden genomi szakaszbdl a mennyiségével ardnyos
short read keletkezik, bar a PCR (polymerase chain reaction; polimerdz-lancreakcid) soran
ezek az aranyok modosulhatnak [134]]. Ennek ellenére megalapozott abbdl a feltételezésbdl
kiindulni, hogy a tobbszorosen megjelend kromoszédmdk tobb short readet eredményeznek,
igy a lefedettségiik is nagyobb lesz. A lokdlis lefedettségbdl tehat kovetkeztetések tehet6k
a lokalis ploiditasra vonatkozdéan. Amennyiben ismert az egyszeresen megjelend (haploid)
genomi régiok ¢y, lefedettsége, a p lokalis ploiditds a lokalis ¢ lefedettség alapjan elvileg

egyszerlien meghatarozhato:

p= C/Chap



Ehhez azonban els6dlegesen a ¢y, €rtékének meghatarozdsara van sziikség. Nyomaté-
kositjuk, hogy az alabbiakban leirt ploiditds-meghatdrozds csak szennyezetlen és homogén
populdciok adatait tartalmazé (single cell clone) mintdk esetén megbizhaté. Mivel azon-
ban a szoftver eredeti funkci6ja éppen ezeknek a mintdknak az elemzése, igy az aneuploid

mintdkra valé kiterjesztésnél is ezt tartottuk szem elott.

Néhany gondolat a bayesi inferenciarol

Mind a haploid lefedettség becslését, mind pedig a kiillonbdz6 ploiditdsi genomi kom-
ponensek sulydnak €s azok eloszldsainak a paramétereinek meghatdrozasit bayesi keve-
rékmodellek illesztésével végezziik el. A fogalmak tisztdzdsa érdekében ezért els6ként a
bayesi modszerek sajatossagait tekintjiik 4t nagy vonalakban [[135] bevezetdje alapjan.

A bayesi gondolkodds alapvetGen eltér a statisztikdban hagyomanyos frekventista felfo-
gastol. Mig a frekventista elgondolds szerint egy esemény bekovetkezésének valdszintisége
a bekovetkezések hosszitavi gyakorisdga, addig a bayesi valdszinliség sokkal kdzelebb all
az esemény bekovetkezésébe vetett hithez. Emiatt éppen a bayesi gondolatmenet tiikrozi
jobban a természetesen, intuitiv médon becsiilt valoszintiségeket. Nyilvanvaldan a ,,hit”
fogalma teljesen szubjektiv. Péld4ul ha két fél feldob egy dobdkockat, melyet egyikiik sem
lat, és megtippelik, hogy melyik oldala keriilt feliilre, varhatéan mindketten 1/6 val6szint-
séget rendelnének minden lehetséges szdmhoz. De ha az egyikiik meglesné, hogy a kocka
hogy ért foldet, 6 mar biztosan 1 valdszintiséggel azt az egyetlen szdmot hinné ténylegesen
helyesnek, mig a mésik fél ,hite” nem valtozna. Tehét az egyének valamilyen esemény
bekovetkezésébe vetett hite kiillonbozd lehet.

A bayesi felfogds szerint még miel6tt barmilyen adattal taldlkoznank, egy A esemény
bekovetkezéséhez hozzarendeliink egy ,.kezdeti hit” értéket, ezt hivjuk P(A) prior valdszi-
nliségnek. Ha példdul egy pénzérme feldobasakor kell a ,.fej” valoszinliségét megbecsiil-
niink, kezdetben mindenképp jogos a P(A) = 1/2 vdlasztas. Ha késbb azt tapasztaljuk, az
érme néhany feldobdsa utdn, hogy szinte mindig az ,,irds” keriil feliilre, a kordbbi hitiinket
ezekkel az X tapasztalatokkal modosithatjuk, megkapva a P(A|X) poszterior valdsziniiség
értékét, ami ebben az esetben 1/2-nél kisebb lesz, de kevés dobds utdn nem annyira, mint
a ,.fej”-ek gyakorisdga lenne (tehat a frekventista valészintiség). Ahogy a megfigyelések
szama novekszik, a kétféle valdszinliség egyre kozelebb keriil egymashoz.

Maga a poszterior valoszinliség szdmolédsa a Bayes-szabdly alapjan trividlisnak tlinhet:

P(X]A)P(A)

PAX) = =

o< P(X|A)P(A)
ahol P(X|A) a ,likelihood”, vagyis annak a valdszinfisége, hogy ha az A esemény tényle-
gesen bekovetkezik, akkor éppen az X megfigyelést tessziik. Val6jaban a poszterior vald-
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szinliség meghatdrozdsa komoly szdmitasi problémakba iitkozik, de az eloszlasbol torténd



mintavételezés az esetek tobbségében megoldhatd. Ezt alkalmazzuk a lenti szamitdsok

soran.

A haploid lefedettség becslése

A haploid lefedettség becsléséhez az IsoMut2py egy bemeneti BAM f4jlbdl elsdként
egy ideiglenes pileup f4jlt hoz 1étre, melybdl a lokalis atlag lefedettséget és a referencia-
allél lokdlis gyakorisdgit egy mozgdatlagoldsos mddszerrel hatdrozza meg, mely érté-
keket az eldre meghatarozott tulajdonsdgu genomi poziciokra (lasd: https://isomut2py.
readthedocs.io/en/latest/code_ploidy_estimation.html) ideiglenes f4jlokban tarolja el. A
futdsi id6 minimalizdldsa érdekében ez a folyamat er6sen parhuzamositottan, a genom ro-
vid szakaszain egymadstol fliggetleniil fut.

A kovetkezd 1épésben a kapott eredményekbdl a vizsgalt pozicidk véletlen mintavéte-
lezésével, 2000 olyan pontban, melyben a lefedettség az elére megadott [¢yin, Cinax] inter-
vallumba esik, meghatdrozzuk a lefedettség-eloszlast. Az extrém (alacsony vagy magas)
lefedettségli poziciok sziirésére azért van sziikkség, mert ezek gyakran csak a helyteleniil
felillesztett short readek jarulékai. Az eloszlas véletlen mintavételezése, az adatok mennyi-
ségének ily médon torténd csokkentése a késdbbi illesztést gyorsitja, €s nem tapasztaltuk,
hogy tobb megfigyelést haszndlva pontosabb eredményeket tudnink elérni. Az igy kapott
eloszldsra - annak standardizaldsa utdn, mely a priorok megvélasztasit teszi egyszertibbé -
a pymc3 Python modul [136] segitségével, MCMC (Markov chain Monte Carlo; Markov-
lanc Monte Carlo) mintavételezéssel egy K = 20 komponens{ bayesi Gauss keverék mo-
dellt illesztiink. Bar redlisan nem varjuk, hogy a lefedettség eloszlasban akar 20 kiilonb6z6
ploiditasu régidbol szarmazo pozicidk is megjelenjenek, ebben a kezdeti 1épésben azonban
az a célunk, hogy a poszterior vdrhat6 eloszlds a lehetd legjobban illeszkedjen a megfigyelt
adatokhoz, fliggetleniil a folyamat bioldgiai hatterétdl. Ennek érdekében a 20 komponens
haszndlataval valéjdban a zajra is illesztiink. Arro6l, hogy az éaltalunk valasztott K értéke
valéban elegendd6en magas ahhoz, hogy kelléen jol tudjuk kozeliteni az eredeti eloszlést,
a gyakorlatban ugy bizonyosodhatunk meg, hogy a poszterior eloszldsban a komponensek
egy részénél a suly varhat6 értéke elhanyagolhat6 kell, hogy legyen, ami tapasztalataink
szerint a vizsgalt esetekben teljesiil. A poszterior eloszlds meghatdrozdsahoz hasznalt pri-

orok a pymc3 modul utmutatédsa [[137]] szerint:

o ~ Gamma(1,1)
ﬁl,...,ﬁK ~ Beta(l,oc)

wi=fi [] (1-B)

j=i—1
My Ag ~ U(0,5)

Ty,...,Tx ~ Gamma(l,1)


https://isomut2py.readthedocs.io/en/latest/code_ploidy_estimation.html
https://isomut2py.readthedocs.io/en/latest/code_ploidy_estimation.html

i | Ayt ~ N (0, (A) ™)

K
x | wi, A Ty i ~ Y wi N, (Aiw) ™)
i=1

Az MCMC sorén a poszterior eloszlds mintavételezésével tobb ezer mintat generalunk,
melyekbdl a modell paramétereinek poszterior varhaté értéke atlagoldssal meghatarozha-
t6. A K db. komponens silydnak varhat6 értékét igy kiszamitva, kivalasztjuk azt a k*
komponenst, mely a legnagyobb siillyal szerepel a keverékben. Ebbol a ¢, €rt€két a

kovetkezdképpen szdrmaztatjuk:

P js
hap round (i / fimin)’

ahol L+ a legnagyobb stlytd komponenshez tartozé Gauss-eloszlas kozépértékének posz-
terior varhaté értékének visszatranszformalt (destandardizalt) értéke, [i,,;, pedig a kom-
ponensekhez tartoz6 Gauss-eloszlasok kozépértékeinek poszterior varhato értékei koziil a
legkisebb olyannak a destandardizalt értéke, ami még magasabb, mint az eredeti lefedettség-
eloszlds minimuma. A fiz-k minimumat azért nem érdemes szlirés nélkiil haszndlni a hap-
loid lefedettség becslésére, mert a viszonylag nagy szdmu illesztett komponens miatt az
esetek egy részében akdr negativ értéke is lehet, ha a hozza tartoz6 komponens silya nem
szamottevd. fgy azt a legkisebb [I;-t vélasztjuk ki helyette, melynek az értéke konzisztens
az eredeti adatokkal. Még ennek ismeretében is meglepd a fenti bonyolult képlet hasz-
ndlata. A haploid lefedettséget azért alapozzuk jelentSs részben a legdomindnsabb kom-
ponensre kapott varhaté kozépértékre, mert ennek az értéke a legbiztosabban becsiilhetd.
Igy els6ként megbecsiiljiik, hogy a legdomindnsabb komponens melyik ploiditdshoz tar-
tozhat (a fenti képlet nevezdje), majd a hozza tartozé kozépérték poszterior varhatd értékét
osztjuk a kapott értékkel.

A teljes fenti illesztést €s a ¢y, szdrmaztatdsat 10-szer egymas utdn elvégezziik, majd
a végso becslést cpyp-ra a Kapott ¢y4,-k g. percentiliseként hatdrozzuk meg. Az, hogy
q értékét minek érdemes megvdalasztani, erésen fiigg az eredeti lefedettség-eloszlas tulaj-
donségaitdl, igy magatdl a vizsgalt genomtol is. Ennek a demonstrdlasara kilenc olyan
valédi minta szekvendldsi adataibdl hatdroztuk meg a haploid lefedettséget, melyeknek a
lefedettség-eloszldsa alapvetSen eltér egymastdl (8 4dbra). Néhdny kivétellel a g = 75
haszndlatdval a becsiilt ért€k az eredeti c¢j,, 20%-0s kirnyezetébe esik, igy alapértelmezett
értékként az IsoMut2py ezt haszndlja az elemzés sordn, de a megfeleld paraméter meg-
véaltoztatdsdval ez szabadon 4téllithat6. Mivel a valds szekvendldsi adatok haszndlataval
Chap tényleges €rtéke nem modosithato, 7-féle mesterségesen generilt lefedettség-eloszlas
esetén azt is teszteltiik, hogy a haploid lefedettség értéke milyen hatdssal van a kiilonbo-
70 g értékek hatékonysagira. Minden eloszlds esetében hétféle p;, 1 < i < 7 ploiditasu,

w; sulyu régiét szimuldltunk a genomon beliil, mindegyik esetében feltételezve, hogy a



hozzéjuk tartoz6é genomi poziciok lefedettsége az N (i “Chap) G,') Gauss-eloszlast koveti. A
mesterséges genomok a w; sulyfaktorokban és a o; szorasokban kiilonboztek egymastol
(B3] tablazat). A[] dbra kiilonboz3 paneljei azt szemléltetik a kiilonboz6 kezdeti eloszla-
sokra, hogy kiilonboz0 ¢y, €rtékek esetén melyik g €rt€k adja a legjobb becslést. Ebben az
esetben is azt talaltuk, hogy a g = 75-tel kapott eredmények a legtobb esetben elfogadha-
toak, f6ként azoknal a genomoknal, melyek a gyakorlatban leginkabb el6fordulnak (DT40,
aneuploid, normdal human, zajos diploid), mindazondltal a tisztan triploid és haploid, illetve

499

az ,,egyenld sulyud” mesterséges genomok esetén nem ez a legjobb valasztas.
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8. abra. A haploid lefedettség becslése kiilonbozo lefedettség-eloszlasi genomok ese-
tén. A jobboldali panelek a kiilonb6z6 genomok lefedettség-eloszldsait szemléltetik, a
szamok a valddi haploid lefedettség értékét jelolik. A kiilonbozd szind pontok a kiilonbo-
z06 genomokon rogzitett g-ra 10-szer elvégzett mérések atlagit, a hibavonalak ezek szérdsat
mutatjak. A sziirke sdv a tényleges haploid lefedettség 20%-os kornyezetét jeloli.

Mivel a fenti becslés nem teljesen preciz eredményt kivdn meghatdrozni, hanem pusz-
tan arra szolgdl, hogy az elemzés kovetkezd fazisdban a haploid lefedettségre egy elfogad-
hat6 (£20%-os intervallumon beliili) priort tudjunk feléllitani, némi pontatlansag elfogad-
hat6. Ha azonban j6l ismerjiik a szekvendlasi adatok mindségét, €s a haploid lefedettségre
manudlisan is tudunk becslést tenni (példaul egy normdl humédn genom esetén az atlagos
lefedettség fele), a fenti 1épés kihagyhatd, és az elemzés folytathatd a manudlisan bevitt
értékkel. Ezzel részben id6t sporolhatunk, masrészt pedig ellendrizhetjiik, hogy biztosan

redlis eredményeket kapunk.
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9. abra. A haploid lefedettség becslése kiilonbo6zo6 lefedettség-eloszlasi mesterséges ge-
nomok esetén. A kiilonboz8 panelek a[B3] tdbldzat szerint generalt lefedettség-eloszlasok
méréseit dbrazoljak. A kiilonbozd szind pontok a kiillonboz6 genomokon rogzitett g-ra
10-szer elvégzett mérések atlagat, a hibavonalak ezek szordsat mutatjdk. A sziirke sav a
tényleges haploid lefedettség 20%-o0s kornyezetét jeloli.



Kiilonbo6z6 ploiditasu régiok sulyanak és tulajdonsagainak meghatarozasa a genom
mentén

Amint a haploid lefedettségre a fenti médon megkaptuk az els6 becslést, a lefedettség-
eloszlasra egy Ujabb bayesi Gauss keverék modellt illesztiink, eztttal azonban K = 7 kom-

ponenssel a [138]] leirdsa szerint, a ¢, €rtékét felhasznélva a priorok bedllitdsanal:

7
w ~ Dirichlet(), }_ w; =1
i=1

c1 ~U(Chap-0,8,chap-1,2)
Mi=ci-i
0; ~ U(0, cpap/2)

t1<k<n ~ Categorical(p = w)

X1<k<N ™~ N(.ufk’ Gtk)

Vagyis a modellt agy allitjuk fel, hogy véletlenszerten kivalasztjuk a 7 kiilonb6z6 plo-
iditast reprezentdl6 komponens sulyat, figyelembe véve, hogy a silyok 6sszegének 1-nek
kell lennie. A tényleges c¢; haploid lefedettségre olyan priort adunk, ami a fenti mé-
don becsiilt ¢j,, 20%-0s kornyezet€bdl azonos valdszinliséggel valasztja ki az értékeket.
(Azért fontos a ¢y, €rt€két legaldbb 20%-o0s pontossdggal becsiilni, mert ez a prior min-
den olyan értékhez, ami kiviil esik ezen a tartomdnyon, nulla valésziniséget rendel.) A
Gauss-eloszlasok kozépértékeit ebbdl a ¢ értékbdl determinisztikusan, annak egész sza-
mu tobbszoroseiként szarmaztatjuk. Mindegyik Gauss szérdsdra a priort a [0, ¢jqp/2] in-
tervallumon vett egyenletes eloszlasnak allitjuk be. A felsd kiiszobértéket azért érdemes a
Chap-hoz igazitani, mert igy varhat6an kevésbé csisznak Ossze, illetve cserélnek szerepet a
kiilonboz6 gorbék az iterdlds soran. Ezek utdn minden k. mérési ponthoz (1 < k < N) vé-
letlenszer(ien, a komponensek sulydval ardnyosan valasztunk egy #; (1 <1, <7) kategoriat,
vagyis hozzdrendeljiik valamelyik ploiditds-komponenshez. Annak a feltételes valdszin(-
sége (,,likelihood™), hogy az x; mérési pont az adott modellparaméterek mellett épp olyan
lefedettségti, amit valéban megfigyeliink, N(u;, , o, ).

A fentiekhez hasonldan, a kérdéses paraméterek végleges értékének azok poszterior
varhat6 értékét tekintjiik, melyet az MCMC mddszerrel torténd mintavételezést kovetden
egyszerl atlagképzéssel hatarozunk meg. Az illesztett 7 komponenst modell paraméterér-
tékeit a késdbbiekben a lokalis ploiditas becslése sordan hasznéljuk fel. Az IsoMut2py lehe-
téséget biztosit annak az ellendrzésére, hogy az illesztett modell ténylegesen jol jellemzi-e
az eredeti adatokat (B3] dbra). Amennyiben nagy eltérést tapasztalunk a modell és az ere-
deti lefedettség-eloszlas kozott, érdemes a 7 komponensit modell illesztését djra elvégezni

egy manudlisan megbecsiilt ¢j,, €rtékkel.



Lokalis ploiditas becslés

Miutan a fenti médon megkaptuk a 7-féle ploiditdshoz tartoz6 Gauss-eloszlasok pa-
ramétereit (w; suly, u; kozépérték, o; szords), ezeket oly modon hasznaljuk fel a lokalis
ploiditds meghatdrozdsahoz, hogy a genomon egy mozgdatlagoldsos mdédszerrel minden
atfedd régiora (az ablakméret €s eltolas allithaté paraméterek) kiszamoljuk a c,,, dtlagos

lefedettséget. A poszterior valoszinlisége annak, hogy az adott régi6 i ploidititasu:

Ezt az értéket minden i ploiditdsra meghatarozzuk, majd az adott régié 6sszes genomi
pozicidjara lejegyezziik azt az i-t, melyre a maximadlis értéket kaptuk. Végiil egy adott
genomi pozicidban a becsiilt ploiditids az 6sszes olyan régiora kapott becslés dtlagaként all

el6, mely a poziciot tartalmazza.

A heterozigotasag elvesztésének (LOH) lokalis becslése

s 27

A heterozigotasag elvesztésérol (LOH; loss of heterozygosity) egy diploid genom ese-
tén példaul akkor beszé€lhetiink, ha egy kromoszémabdl valamilyen okndl fogva torlddik az
anyai vagy az apai példdny, és igy az eredetileg heterozigdta genomi pozicidkban is csak
egy tipusu bazist taldlunk, vagyis a referencia bazis gyakorisaga a kb. 0,5 helyett O vagy
1 lesz. Ezt a koncepci6t altaldnositva az IsoMut2py azokon a genomi régidkon detektal
LOH-t, ahol nem igaz, hogy a jelenlévd i példdnybdl pontosan 1-ben tér el a detektalt bazis
a maradék i — 1 példanyban talaltt6l. Tehat amennyiben tobb példany is taldlhaté egy adott
genomi régiébol (ploiditds > 1), arra szamitunk, hogy az ott megjelené mutaciok mindig
csak egy példanyt érintenek ezek koziil. Amennyiben ez a feltételezés nem helyes, a régiot
LOH régioként azonositjuk.

Mivel a ploiditas értéke feltétleniil egy egész szam, az elméletileg elképzelhetd referen-
cia allél frekvencidk is csak néhany diszkrét érték valamelyikét vehetik fel (a szimmetria

2.2 2

miatt csak a legalabb 1/2-et elérd ért€keket tiintettiik fel):

ploiditas | lehetséges allél frekvenciak (AF,;,, > 0,5)

1 1

2 172 1

3 2/3 1

4 3/4 172 1

5 4/5 3/5 1

6 56 172 2/3 1
7 6/7 57 4/7 1

Miutan a lokalis ploiditast az adott genomi szakaszra megbecsiiltiik, a nem haploid

és nem triploid régiokon megvizsgaljuk, hogy a tapasztalt referencia allél gyakorisdgok a



fenti AF,;,, elméleti allél frekvencidk koziil melyikkel dllnak a leginkabb 6sszhangban. Ez
matematikailag azt jelenti, hogy a régidban tekintjiik az 6sszes olyan referencia allél frek-
vencidt, ami eléri az 1/2-es értéket, majd kiszamitjuk annak az egyiittes valoszintiségét,
hogy ezek mind az adott AF,;,,-hez tartoz6 feltételezett eloszlasbol (o = 2/c4ye normilis,
AF,;,, = 0,5 és AF,;,, = 1 esetén fél-normadlis eloszlds) szdrmaznak. Amennyiben nem a
fenti tablazatban elsd helyen szerepld AF,;, a legvaldsziniibb, a régioban LOH-t detekta-
lunk. A ploiditas becsléséhez hasonldan a végsé LOH értéke (igen/nem) az adott genomi
poziciot lefedd Osszes régidra becsiilt érték atlagaként 4ll eld.

A teljes genomra kapott ploiditds és LOH értékeket az IsoMut2py abrazolo fiiggvénye-
inek segitségével konnyen vizualizdlhatjuk (I0} abra).
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10. abra. A teljes genomra Kkapott becsiilt ploiditas és LOH értékek az IsoMut2py
modul abrazolasaban. A fenti panelen feketével jelennek meg a kiilonb6z6 régidkra moz-
gbitlagolassal kapott lefedettség értékek és a diploid lefedettség (2 - 1y) hdnyadosa (,,depth
ratio”), a kék sdvok pedig az értékek 25. és 75. percentilisét jelolik. A piros pontok az
IsoMut2py altal becsiilt ploiditast mutatjak. (Azokat a régidkat, ahol a becslés sikertelen
volt, nulla ploiditdssal jelezziik.) A lenti panelen ugyanezzel a mozgdatlagos megkoze-
litéssel a fekete pontok a nem dominans allél frekvencidjat (,,BAF”) jelolik, a kék savok
ezen értékek 25. és 75. percentilisét, a piros pontok pedig a becsiilt ploiditds reciprokat.
Kényelmi szempontokbdl a haploid régidkon a piros pontok értékének nullat valasztottunk.
A narancssargaval jelolt régidkon az IsoMut2py LOH-t detektlt.

Kiilonb6z6 mintak kariotipusanak Gsszevetése

Bar hangsulyozzuk, hogy az IsoMut2py ploiditds becslé funkcidja nem a hagyoményos
CNV detektal6 eszkdzok feladatat igyekszik ellatni, egy naiv kariotipus dsszehasonlitast
mégis implementéltunk. Ezt féként a vizsgalt genomok kezdeti feltérképezésére javasol-
juk, mintsem pontos CNV azonositdsra. Ennek elsddleges oka, hogy a CNV-k azonosi-
tasandl helytelen nem kiakndzni a két mintdbdl szdrmaz6 0sszes szekvendldsi informéci-
ot. Ezzel szemben az IsoMut2py ploiditds becsld algoritmusait arra optimalizéltuk, hogy
egyetlen minta short readjeit haszndlva viszonylag megbizhat6 eredményeket kapjunk a

ploiditdsra vonatkozdan.



Ha az 0sszevetni kivant két mintdra a fenti médon megbecsiiltiik a lokdlis ploiditést, az
Osszehasonlitast a compare_with_other() fliggvény segitségével végezhetjiik el. Els6ként
Osszegytjtjiikk az 6sszes olyan genomi régidt, melyeknél a becsiilt ploiditds a két mintdban
eltérd (i) # ip). Ezek utdn minden ilyen régidban legyartjuk a két minta kozos pileup fajljat,
melybdl az adott régidéra meghatarozzuk mindkét mintdban az dtlagos lefedettséget (cgwg és

2

Cavg)- Felhaszndlva a két mintdra kapott 7 komponensti Gauss keverék modell paramétereit
(w}, ,uil, Gl-l és wlz, ;,Ll-z, 652), mindkét mintdban meghatirozzuk, hogy mi annak a poszterior

valdszintisége, hogy az adott régio i1, illetve ip ploiditasu:

(Cavg *lf‘l'r:n )2

2(cl |2

1
P(im|Cn ) =w! e im

avg 1}
! 21" |2

Im

ahol m € {1,2} és n € {1,2} a mintdkat jeloli.
Ezekbdl annak a valésziniisége, hogy a kérdéses genomi szakasz ploiditdsa a két min-
tdban megegyezik vagy kiilonbozik:

P(azonos)zmax{P(i1|c1 )-P(iy|c2,,), Plialck ) - P(is)c2 )}

avg avg avg avg

P(kiilénbozd) = P(iy|cl ) - P(ia]c2,,))

avg avg

7 7

Az adott régiét mindségileg jellemzd érték a P(kiilonboz6) / P(azonos), melyre egy tetszd-
leges minimdlis értéket bedllitva kivdlogathatjuk azokat a szakaszokat, melyek nagy va-
16szintiséggel ténylegesen kiillonbozd ploiditasuak a két mintdban. A szakaszok hosszara
vonatkoz6 sziirési paraméter értékét valtoztatva a legrovidebb ilyen szakasz hosszat allit-
hatjuk be.

Amennyiben a vizsgalt mintdt pusztin egy bed fajllal kivanjuk Osszevetni, melyhez
nem tartozik a ploiditds becslésébdl szarmazd paraméterszett és BAM f4jl, a fiiggvény
egyszertien, a mindséget jellemzd fenti érték nélkiil kilistazza azokat a régidkat, melyekben
eltérést tapasztal.

A sziirési paraméterek ploiditasfiigg6, dinamikus adaptalasa

Amennyiben a muticié detektdlds sordn egy jol ismert, konstans ploiditdsd, de nem
diploid genomot kivanunk elemezni, lehet6ség van a constant_ploidy paraméter értékének
manudlis atallitdsara (alapértelmezetten constant_ploidy = 2).

Ha egy bonyolultabb szerkezetli genomot vizsgédlunk és a fenti médon hatiroztuk meg
a lokalis ploiditést a kiillonbdz6 pozicidkban, a kapott eredményeket az IsoMut2py genera-
te_ploidy_info_file() fliggvényének a segitségével atalakithatjuk bed formatumba, melyet
a mutaciok azonositasa sordn fel tudunk hasznalni [139]. Ha az elemzett mintak kario-
tipusa (csoportonként) megegyezik, a fenti ploiditas becslést elég (csoportonként) egyet-

len mintan lefuttatni, majd a mutacié detektdlds sordn jelezni, hogy melyik minta melyik



ploiditas-csoporthoz tartozik.

Az olyan esetekben, mikor bar a genom alapvetden konstans ploiditdsd, de néhany régi-
ordl tudjuk, hogy duplikécié vagy delécid érte, ezeket manudlisan felsorolhatjuk a kés6bb
felhaszndlni kivant bed féjlban.

A lokalis ploiditasra vonatkozé informdaciét a mutdciok azonositdsa sordn ugy hasz-
naljuk fel, hogy az eredeti, diploid genomokon értelmezett sample_mut_freq_min sz(irési

paraméter értékét a lokalis i ploiditas fiiggvényében a kovetkezdre médositjuk:

sample_mut_freq_min(i) = sample_mut_freq_min-2/i
K0zOS MUTACIOK KERESESE

Mivel az eredeti IsoMut szoftver az egyedi mutdciok keresésére lett optimalizalva, az
IsoMut2py is ezt tekinti alapértelmezett bedllitdsnak. Ebben a verzidéban azonban lehetdség
nyilik az olyan mutdcidk detektdldsdra is, melyek tobb, mint egy mintidban megjelennek,
amennyiben az unique_mutations_only paraméter értékét False-ra allitjuk. Ezzel a futasi
id6 ugyan megnovekszik, de a mintdk kozti leszarmazasi kapcsolatok feltérképezhetové
vélnak.

A koz0s mutdcidk detektdldsa sordn az egyedi muticiok keresésénél megismert alap-
elveket kovetjiik: elvarjuk, hogy a valéban mutdlt mintdkban megjelend alternativ bazis
frekvencidja kell6en magas legyen (sample_mut_freq_min(i)), mig a muticiét nem hor-
doz6é mintdk legyenek megfelelden tisztdk (other_rnf_min). A detektdld algoritmus ki-
menetében megjelend, a mutdcidkat jellemzd paramétereket minden genomi poziciéban
a ,legkevésbé mutdlt” és a ,legkevésbé tiszta” mintdk tulajdonsdgai alapjan hatarozzuk
meg, vagyis a lehetd legszigortibb értékeket tiintetjiik fel. Az S érték meghatdrozdsahoz te-
hat nullhipotézisként feltessziik, hogy a ,legkevésbé mutédlt” mintdban és a ,,legzajosabb”
mintdban a bazisgyakorisagok elméleti eloszldsa megegyezik. A Fisher-féle p-érték annak
a val6szintisége, hogy ilyen nullhipotézis mellett éppen a megfigyelt bazisokat tapasztal-
Jjuk a két mintdban. Mivel § = —log p, minél nagyobb S ért€ke, annél biztosabbak lehetiink
benne, hogy a ,,legkevésbé mutalt” minta valéban mutdlt, mig a ,,legzajosabb” val6jaban is
csak zajos. Azokat a pozicidkat, melyekben taldlunk olyan mintit, ami nem elég tiszta, de

nem is eléggé mutdlt, kisz{rjiik, mint zajos helyeket.

TOVABBI ELEMZESI LEHETOSEGEK

Az S érték optimalizalasa

Az IsoMut esetében javasolt S értékre torténd utélagos optimalizdlist az IsoMut2py
képes automatikusan is elvégezni. Ehhez els6ként meg kell adnunk azoknak a kontroll
mintdknak a listdjat, melyekben nem szdmitunk egyedi muticidk megjelenésére. A fenti-
ekben leirtaknak megfeleléen ezek lehetnek a kisérletek kezd6klonjai vagy tobbszordsen

megszekvendlt DNS preparaitumok. Amennyiben normél-tumor mintaparokkal dolgozunk,



a normdl mintdkat tekinthetjiik kontrolloknak, hiszen ezekben szomatikus muticié nem
varhat6. Emellett egy hozzavet6leges becslést kell tenniink arra, hogy genomonként hany
FP,..x fals pozitiv taldlatot tartunk elfogadhaténak. Ezzel a bedllitassal FP,,,, mennyiségii
fals pozitiv SN'V-t, inzerciét és deléciot engediink meg a vizsgalt genomon. Ezt kovets-
en az optimize_results() fliggvény kiilonbozd S értékek mellett meghatarozza a kontroll
mintdkban és a tobbi mintdban taldlhat6 egyedi mutdciok szdmdt, végiil pedig egy olyan
kiiszobértéket vélaszt S-re, mellyel a kontroll mintdkban nem 1épjiik tdl az el6re definidlt
fals pozitivok szamét, de a tobbi mintdban a lehetd legtobb taldlatot kapjuk.

Az optimalizél4st ploiditdsonként €s mutdcid tipusonként kiilon-kiilon végezziik el. Az
adott ploiditasra juté FP; fals pozitivok maximadlis szamat alapvetden az adott ploiditdsu
régiok teljes L; hosszanak és a genom L hosszdnak hanyadosdval ardnyosan kellene meg-
vdlasztani. Annak érdekében azonban, hogy id6t spéroljunk, az L; /L hdanyadost az adott m
mutdcié tipusbdl (m € {SNV, inzercid, delécié }) az adott i ploiditasd régiékon detektdltak
Ny, darabszdmdnak €s az adott mutdcid tipusbol Osszesen azonositottak N, darabszdma-
nak hanyadosdval kozelitjiik:

FP, , o~ omax Noni
; N,
Ezzel az optimalizalast kovetden mutacid tipusonként €s ploiditdsonként kiillonb6z Sg‘l“

kiiszobértékeket kapunk.

Kérdéses mutaciok tovabbi vizsgalata

Mivel még az optimalizalast kovetden is el6fordulhat, hogy a muticidk végsd listdja-
ban gyanus helyeket taldlunk, a check_pileup() fliggvénnyel manuélisan lekérdezhetjiik az
adott genomi pozicidban (vagy azok listdjdban) a szekvenaldsi adatokat, igy végiil ezekre
alapozva akar 1j sz(irési paraméterek bevezetésével djra valogathatjuk a mutacidkat. Bér
a pileup formatum gyakran nehezen atlathato, a fenti fiiggvény kimenete a pileupban 1évo
informdcidkat konnyen interpretdlhatd, de adatvesztéssel nem jar6 formatumba kondenzal-

ja.
Mutaciok vizualizalasa, szomatikus mutaciok spektruma és dekompozicidja

Mihelyst a mutédciok listdjat a fenti modon véglegesitettiik, a bioldgiai interpretaciohoz
fontos lehet az eredmények vizualizdldsa is. A mintdk 0sszehasonlitdsdhoz az egyik leg-
hasznosabb 4brazolasi lehet6ség a mintdkban taldlt muticidk darabszamanak felrajzolasa.
Ezt az IsoMut2py mind az egyedi, mind az dsszes muticidra vonatkozéan egy oszlopdiag-
ramon jeleniti meg a plot_mutation_counts() fiiggvény segitségével.

A mutdciok genomi pozicidjdnak vizsgélatdra az egyik latvanyos mddszer az Un. ra-
infall abrdk generdldsa, melyeken a vizszintes tengelyen a mutiacié genomi pozicidja sze-

repel, a fiigg6legesen pedig az adott muticidonak a genomi tdvolsdga az 6t megel6zé mu-



taciétol (T1] abra). Amennyiben a mutdciok hajlamosak klaszterez6dni, az egy ilyen db-
rdn egyrészt lathatéva valik a pontok vizszintes irdnyd bestirisodésébdl, masrészt pedig
a fliggbleges tengelyen felvett alacsony értékekbdl. Emellett, ha a vizsgélt mintdban sok
a dinukleotid mutdcié (DNV), az a rainfall 4brén a fiiggdleges (logaritmikus) tengely 10°

szintjénél rajzolodik ki.
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abszolut genomi pozicié

11. abra. A detektalt mutaciok rainfall Abraja. A kiilonb6z6 szinek a mutaciok tipusat

kodoljdk (INS: inzercid, DEL: delécid, SN'V-k esetén a bazisvaltozas alapjan kategorizal-

va). A vizszintes tengelyen a muticié abszolit genomi pozicidja ldthaté (a megjelenitett

kromoszémasorrend mellett), a fiiggdleges sziirke vonalak a kromoszémak hatéréat jelolik.

A fliggbleges tengelyen logaritmikus skdldn az adott mutdcidnak az el6z$ varidnstdl sza-

mitott genomi tdvolsdgét dbrdzoltuk. A 9. kromoszoma kozepe tdjan példaul az dbra lenti
4800

részére tomoriils slirli ponthalmaz a mutacidk lokdlis klaszterez6dését jelzi.
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12. abra. A vizsgalt mintak hierarchikus klaszterezése a detektalt mutaciok szama
alapjan. A hétérkép azt abrazolja, hogy hany olyan mutécié volt egy adott mintapar ese-
tén, mely mindkét mintdban megtaldlhaté volt. Az atléban az adott mintdban taldlt 6sszes
mutécié darabszdma l4thato.



Az IsoMut2py modulba beépitettiink emellett egy naiv, hierarchikus klaszterezést foly-
taté fiiggvényt, mely arra alapozva, hogy a kiilonboz6 mintdk k6zott pAronként hany kozos
mutacié volt, 1étrehozza a mintdk dendrogramjat, melybdl a koztiik 1évo leszarmazasi kap-
csolatokra lehet kovetkeztetni (T2} dbra).

A szomatikus mutaciok statisztikus tulajdonsagainak a vizsgalatira az egyik legelter-
jedtebb mdédszer a fent részletezett muticios spektrumok felrajzoldsa. Az IsoMut2py mo-
dul a [115] tanulméany altal kozzétett referencia szignatirdkat haszndlja és a decompo-
se_SNV_spectra(), decompose_DNV_spectra() és decompose_indel_spectra() fliggvények
ugyanezeken a bazisokon dbrazoljak mintdnként a detektdlt szomatikus mutécidkat (T3]
abra). (Lehet6ség van az Osszes mutacid egyiittes spektrumdnak dbrdzoldsara is, mivel
azonban a referencia szignatirdkat szomatikus mutdciés katalégusok alapjan hatdroztak
meg, igy az alapértelmezett beallitas is csak ezeket a mutdcidkat tekinti.) A DNV-spektrum
esetében a hagyomdényos ,,linedris” abrdzolds helyett az eredményeket egy matrixon értel-
mezett hétérképen is megjelenithetjiik abra).

a.
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13. abra. A detektalt mutaciok spektrumai az IsoMut2py abrazolasaban. a. Az egyba-
zisos valtozasok eloszldsa a genomi kornyezettdl fliggéen (SNV-spektrum). b. Az egymads
melletti bazisokat érintd dupla mutécidk eloszldsa az eredeti bazispar és a mutdlt bazispar
szerint (DNV-spektrum). ¢. Az indelek eloszldsa az indel hossza és a genomi kornyezet
fliggvényében.

A mintdkban megfigyelhetd muticids eloszldsok esetén gyakran felmeriil a kérdés,

hogy hogy vezethetjiik vissza az eredményeket a referencia szignatdrdk kiilonbozd jaru-



1ékaira. Ehhez az [soMut2py egy a [[140] kutatds dltal inspirdlt EM (expectation maximiza-
tion ~ varhat6 értéket maximalizal6) algoritmust implementél. Az elemzés sordn az adott
minta spektrumédnak 1-re normalt verzijaval dolgozunk, elsGsorban azért, mert ugyanez
igaz a referencia szignaturdkra is.

ElsS 1épésben a referencia szignatirdk kezdeti ardnyait inicializdljuk az adott minta-
ban. Ehhez kiszamoljuk a minta s spektruma €s az Osszes r; szignatira kozti koszinusz

hasonlésagot az alabbi médon:

SGOS—I— S-ri
=

|st-[ril

A kezdeti 0; szignatiira ardnyokat alapértelmezetten a koszinusz hasonlésdgokkal ardnyo-
san vessziik fel, de lehetséges az egyenld sulyfaktorok bedllitdsa is. Mindkét esetben
Y6 =1.

Ezek utdn a spektrum Osszes n mutdcidjara meghatdrozzuk, hogy mekkora o, ; valo-
szinliségekkel szarmazik egy adott r; referencia szignatiratél. Mivel a szignatirdk 1-re
norméltak, ehhez egyszerlien meghatarozzuk az adott mutacié k, tipusét (bazisvéltds és

genomi kornyezet szerint) és megnézziik a szignatiraban az adott komponens sulyat:
5n,i = Fig,

Az EM algoritmus iteracioi sordn, az E-lépésben kiszdmoljuk azt a z,, ; feltételes valo-
szinliséget, hogy az aktudlis 6; szignatdra sulyfaktorok mellett mekkora valdszintisége van

annak, hogy az adott n mutaci6 éppen az i. szignatirabdl szarmazik:

- 0i0y.i
n’l —_—— =~
Yi6:6,

Ezt kovetden az M-1épésben frissitjiik a korabbi 6; értékeket a z, ;-k alapjan:

i
91' — Zn n,l
Zi/ Zn Zn,i

Ezt az eljarast addig ismételjiik, mig a 6; értékekre kapott korrekcio egy kiiszobérték ala
nem esik.

Miutéan megkaptuk a szignatdrak varhato sulyat, egy utélagos sziirésnek vetjiik ald 6ket.
Els6ként minden mutédciét besorolunk a z,, ; métrix alapjan annak a szignatirdnak a jarulé-
kaba, amelyikbdl a legval6szintibben szarmazik. Ezt kovetden az 0sszes szignatura koziil
eldobjuk azokat, melyek a minta spektrumdhoz nem jarulnak hozza legaldbb filter_count
darab mutécidval, illetve a mutdcidk legalabb filter_percent szdzalékaval. Egy tovabbi szii-
rési bedllitassal (keep_top_n) azt is megtehetjiik, hogy csak az n legdomindnsabb (legtobb
muticiét add) szignatirat tartjuk meg. Ezek utdn a teljes EM-algoritmust djrafuttatjuk az



igy megritkitott szignaturdk halmazan.
Végiil a kiilonboz6 szignatirdk jarulékait mintanként kiilon-kiilon oszlopdiagramon é&b-

razoljuk.
Mutacios listak importalasa

El6fordulhat, hogy az IsoMut2py optimalizacids, dbrazolasi és dekompozicids fliggvé-
nyeit egy meglévé mutdcioés halmazon szeretnénk hasznélni, melyeket egy mdsik mutdcid
detektdld szoftverrel azonositottunk. Amennyiben ezt az adathalmazt egy megfeleld for-
matumu pandas adattablava tudjuk alakitani, az IsoMut2py Osszes fiiggvénye alkalmazhat6
lesz r4. A leggyakrabban a mutdcidk listdjat VCF formatumban hozzdk létre a kiilonbo-
70 szamitogépes eszkozok, ezeket a pyvcef Python modul segitségével konnyen beolvas-

hatjuk, majd néhdny egyszer( atalakitdssal a megfelel6 formatumra konvertalhatjuk (1asd

https://isomut2py.readthedocs.io/en/latest/external_mutations.html).


https://isomut2py.readthedocs.io/en/latest/external_mutations.html

GENOMIKAI BIOMARKEREK: NGS TECHNIKAVAL A
DAGANATOS BETEGSEGEK NYOMABAN

A BRCA1 ES BRCA2 GENEK HIANYANAK HATASA A MUTACIOS SPEKTRUMRA

A daganatos sejtekben igen gyakran el6fordulé genomi instabilitds f6 okozdja 4lta-
laban valamilyen DNS-javit6 mechanizmus hib4ja. A homolég rekombindcidoban akti-
van résztvevO BRCA1 és BRCA?2 fehérjéket kodolo gének 6roklédd, csiravonal muté-
cioi példaul novelik a petefészek- €s az emlérdk kialakuldsanak kockézatat [141} [142].
A BRCA1/2-hidnyos tumorokban szdmos kutatds sordn megfigyelhet6k voltak a geno-
mi instabilitds karakterisztikus, nagyskalas jegyei [143-1435]], ugyanakkor a pontmutaciok
spektrumdban okozott specifikus valtozdsok feltérképezetlenek maradtak. Bar a mutici-
Os szignatirdk megalkotdsakor [112] sikeriilt azonositani olyan mutdcids folyamatok le-
nyomatat, melyek korreldltak a BRCA1/2 gének rendellenes miikodésével, mivel azonban
egy daganaton beliil szamos genomi hiba halmozott hatdsa is megjelenhet, a ténylegesen
BRCA1/2-specifikus mutdcids spektrum vizsgalatdhoz optimalizaltabb kisérleti elrende-
zésre van sziikség.

Ennek érdekében az MTA Enzimoldgiai Intézetének Genom Stabilitds Kutatdcsoport-
javal kozosen végzett kutatdsunk [146|] sordn arra kerestiik a valaszt, hogy mennyiben més
a BRCA1/2-hibds sejtek muticids spektruma, mint a vadtipusu sejteké normal koriilmé-
nyek kozott, illetve a DNS-mutaciok szdmat er6sen noveld metil-metdnszulfondt (MMS)
kezelés [147, [148|] hatdsara. A szer elsGsorban a DNS metildciéjat segiti el6, féként az
adenin és guanin bdzisokndl. A MeG nem akasztja meg a DNS-szintézist, és vele szem-
ben ténylegesen a helyes citozin bézis épiil be, de a MeA-nel szemben gyakran nem T
szintetizdlodik. Emellett a metildcié mindkét bazist igen instabilld teszi, melynek a ko-
vetkezményeként gyakran abdzikus helyek, majd esetlegesen kettds DNS-szaltorések is
kialakulhatnak. Ezeknek a javitisdban a homoldg rekombinicié - amennyiben miikodik
- aktiv szerepet kap. A HR hidnya okan bekapcsol6dé NHEJ utvonal véarhat6an noveli a
rovid delécidk szamat, de a pontmutécidk tulajdonsigaira vonatkozéan nem voltak korabbi
eredmények.

A kisérletek sordn az IsoMut optimalizalasahoz is hasznélt DT40 sejtvonalat vizsgal-
tuk, részben mert genomja harmad olyan hosszu, mint a human genom, illetve igen gyakran
alkalmazzdk DNS-javité mechanizmusok modellezése soran [[149], tovabbad szdmos olyan
izogenikus mutdns sejtvonala elérhetd, melyekben célzottan valamilyen DNS-javitasért fe-
lelds gént blokkoltak. A mérésekhez minden elemzett sejtvonalat (vadtipus (WT), BRCA1
génben heterozigdta muticiét hordozo (BRCA1t/~), BRCA1 génben homozigéta muté-
ciét hordozé (BRCA1~/~), BRCA2 génben heterozigéta muticiét hordozd (BRCA2H/ ),
BRCA?2 génben homozigéta mutéaciot hordozo (BRCA2~/7), mutdns PCNA gént hordo-
26 (PCNAK194R)) hiromféle ,kezelésnek” vetettiik ald: kezelés- és szaporitdsmentes eset

(kontroll kezd6klon), kezelésmentes, de szaporitott eset (,,mock treatment”: dlkezelés), il-



letve a tényleges MMS-kezelt eset. A kezd6klonokbdl egyet, az dlkezelt és MMS-kezelt
klonokbdl kettdt vagy harmat szekvendltunk mutdns sejtvonalanként. Ez aldl egyediil a
PCNAK194R gseitvonal volt kivétel, melybdl minden kezelést tekintve egy klont szekvendl-
tunk (3] tdbldzat). A teljes genom szekvendlds el6tt minden alkalommal a kezelt populdcié

egyetlen sejtjét szaporitottuk fel, ezzel homogén genomi dlloményt hoztunk 1étre.

Genotipus és kezelés n SNV inzercio delécio
WT

kezddklon 1 4 0 0

,,mock” kezelés 3 72+£5 47+1,5 1,7+0,6

MMS 3 1489 +620 55+25 60+21
BRCA1T/~

kezddklon 1 5 0 0

,,mock” kezelés 2 63+14 40+1,3 254+1,5

MMS 3 1582+840 3,0+1,7 93435
BRCA1~/~

kezddklon 1 1 1 0

,,mock” kezelés 3 56275 8.0x+1,0 12,7+ 1,2

MMS 3 2414 +201 73+2,1 24746,5
BRCA2V/~

kezddklon 1 2 0 1

,,mock” kezelés 3 79413 2,74+12 2,0+£2,0

MMS 2 1629+88 354+2,1 90442
BRCA2~/~

kezddklon 1 2 0 0

,,mock” kezelés 3 511 =+21 10,3 +3,1 33,0+£5.,0

MMS 3 2986 +324 11,74+4,2 40,3+2,1
PCNAK164R

kezddklon 1 1 0 0

,,mock” kezelés 1 43 5 7

MMS 1 2286 3 6

3. tablazat. A vizsgalt mintakban detektalt mutaciok szama. A kezdSklonokban talalt
mutdciok fals pozitivok. (n: az azonos genotipusi és azonos kezelést kapott klonok szama;
SNV: a mintdkban detektalt pontmutdcidk atlagos szdma és szoérdsa; inzercié: a mintak-
ban detektalt inzercidk atlagos szdma és szdrdsa; delécié: a mintdkban detektalt delécidok
atlagos szdma €s szordsa)

Az elemzés sordn a mintdkra jellemz6 egyedi mutdcidk detektdldsara fektettiik a hang-
sulyt, melyeket az IsoMut eredeti verzidjaval detektaltunk. Az S érték optimalizalasakor
a kezd6klénokban maximadlisan 5 fals pozitiv SNV megjelenését engedélyeztiik (3] tabla-
zat). A kapott mutdcids listdbol 1étrehoztuk az SN'V-spektrumokat, illetve a rainfall dbrdkat
(14] 4abra). A vad tipusd mintakndl azt taldltuk, hogy a ,,mock” kezelés mellett 1étrejovs
spontdn mutacidk spektruméban leginkdbb a CpG bazisparokndl megjelend C>T bazisval-
tasok a gyakoriak, ami a gerinces genomokban altaldban is gyakran megfigyelhetd jelenség
lenyomata, mikor a metilalt citozinok deaminal6das sordn timinné alakulnak [[150]. Vagyis

a vizsgdlt DT40 sejtvonal hiien visszaadja a spontdn mutéaciok esetében vart tendencidkat.
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14. abra. A Kkiilonb6z6 sejtvonalak Kkiilonb6z6 kezelésnek alavetett klonjaiban detek-
talt SNV-k spektruma és genomi eloszlasa. A detektdlt SN'V-k triplett-spektrumai az
alkezelésnek (,,mock” kezelés) (a.) és az MMS kezelésnek (b.) aldvetett sejtvonalakra.
Bir a szinkédok eltérdek, a vizszintes tengely azonos a[I3j. dbra vizszintes tengelyével.
Annak érdekében, hogy a human mintakkal dsszevethet6 eredményeket kapjunk, a mutaci-
Os réata kiszamitdsahoz a mutdciok darabszdmat normaltuk az adott triplett el6forduldsaval
a DT40 genomban. ¢. A muticiok genomi helyzetének és az 6ket megel6z6 muticiok ge-
nomi tdvolsdganak dbrdzoldsa rainfall 4brdn. A szinkddok a bazisvaltast jeldlik. Minden
abran a sejtvonal egy adott reprezentativ klonjdbdl szarmazo6 adatok szerepelnek. (WT: vad
tipus)

Ezzel szemben a BRCA1/2 homozigéta mutdns sejtvonalakban ,,mock” kezelés hata-
séra hét-nyolcszorosdra emelkedett muticids ratat tapasztaltunk, de a spektrum alapvetd
sajitossdgai nem vdltoztak, vagyis az emlitett gének hidnydban a spontdn muticiok szdma
a lokdlis szekvencidlis kornyezettdl fiiggetleniil, homogén médon, klaszterez6dés nélkiil
(T4k. 4bra) novekedett. Hasonl6 tendencidt a heterozigéta mutdnsokndl nem figyeltiink
meg.

Az MMS kezelés hatasdra az 0sszes vizsgdlt genotipusndl jelentGsen megugrott a de-
tektalt mutacidok szdma. A vad tipusu klénok esetén megfigyelhetd mutacids spektrum
(T4p. dbra) elsSként mutatja be az MMS konkrét DNS-rongalé hatdsét. A mutdcik szdma
tobb mint hdsszorosdra nott a ,,mock” kezelésen atesett klénokhoz képest, elsGsorban a

T>A muticiés csticsok erdsodésével. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni, hogy az MMS féként



az adenin metildldsa ttjan 1étrejovo abazikus helyeken fejti ki DNS-roncsolé hatdsat. A
szerre tovabba rendkiviil érzékenynek bizonyultak a homozigéta mutdns klénok, benniik
ugyanis 2-3-szor annyi mutécié jelentkezett a kezelés hatdsara, mint a vad tipusd vagy a
heterozig6ta mutdns mintakban. Erdekes médon a spektrumok alakja kozott azonban nem
talaltunk szdmottevd kiilonbséget, ami arra utal, hogy a BRCA1/2 gének hidnya a muté-
cios folyamat alapvetd mechanizmusat nem befolyasolja, csak azt, hogy milyen gyakran
torténik meg.

Annak a vizsgalatara, hogy az MMS kezelés okozta muticids spektrumban milyen
szerepet jatszanak a kiilonboz6 transzléziés DNS-javit6 ttvonalak, a BRCA1/2 génkiiitott
mintdk mellett egy olyan genotipusi mintét is megszekvendltunk, melyben a PCNA fehérje
funkciondlisan roncsoldédott. A PCNA mintegy aktival6faktorként miikodik az egyik tipusu
tolerancia utvonal sordn. Amennyiben a PCNA mono-ubikvitinalddik, az Un. transzlézids
utvonal (TLS: transzlézids szintézis) aktivalédik, mely egy olyan enzimre (DNS-polimeraz
delta) cseréli a primer DNS-polimerdzt, ami képes a hibds szakaszon is keresztiilhaladni.
Ha a PCNA poli-ubikvitinalodik, egy hasonld, de a DNS-karosodast kevesebb tévesztéssel
javité mechanizmus 1ép életbe. A PCNAK!%4R mintidkban a PCNA képtelen az ubikviti-
niciora, igy minden PCNA-ubikvitindcidéfiiggd transzl€zids utvonal gatlodik, a szerepiiket
a REV1 fehérje éltal aktivélt polimerdzok veszik 4t. Az elemzés szerint ennek hatdséra a
spontdn mutdciés rita ugyan nem valtozik jelentSsen (3] tdbldzat), de az MMS kezelést
kovetd mutacids spektrumban a T>A mutécidk szinte kizdr6lagosan domindlnak. Ennek
és a WT, illetve BRCA1/2 mutans mintdkban megfigyelt spektrumnak a hasonlésédga arra
enged kovetkeztetni, hogy a TLS fontos szerepet jatszik az MMS okozta mutécids mintdzat
kialakitdsdban.

A BRCA gének mutdcidit kordbban dsszefiiggésbe hoztdk a tumorgenomokban megje-
lend megndvekedett indel mutdcids rataval [151]]. Az elemzésiink sordn azt talaltuk, hogy
a spontdn megjelend inzerciok és deléciok szdma szignifikansan emelkedett a két homo-
zigbta mutdns sejtvonalban a vad tipushoz képest I tablazat): a BRCA1~/~ klénokban
négyszeres, a BRCA2~/~ klénokban pedig nyolcszoros novekedést tapasztaltunk. Emellett
a deléciok tekintetében a BRCA2~/~ sejtvonal még a BRCA1~/~ sejtvonalndl mérheténél
is szignifikdnsan tobb mutéacidval rendelkezett. Ugyanezek a tendencidk az MMS kezelés
hatdsdra is megmaradtak, bar 6sszességében emelkedett mutaciés szimokkal. Az indelek
hosszeloszldsat vizsgdlva (I5p. dbra) arra lettiink figyelmesek, hogy bar a WT mintdkra
tipikusan a nagyon rovid (egy bdzisos) indelek voltak jellemzdek, a homozigéta BRCA
mutéans klénokban jéval hosszabb indelek is gyakran megjelentek. A BRCA1~/~ mutan-
sokndl ez f6ként a delécidkndl volt megfigyelhetd, ahol az egybdzisos delécidk mellett a
10-nél hosszabb deléciokat is stirtin detektéltunk. Ezzel szemben a BRCA2~/~ kl6nok ese-
tében a deléciok hossz szerinti eloszldsa kifejezetten szélessé vdlt. Ezek a jellegzetességek
mind a ,,mock” kezelés, mind pedig az MMS kezelés hatdsara megmaradtak. A delécio-

kat tovabb4 a lokélis szekvencidlis kornyezet szerint harom csoportra osztottuk. Ahol a



deléci6 egy repetitiv, vagyis ismétl6d6 genomi szakaszra esett, sziirkével jeloltiik a [I5p.
abran. Ahol a deléci6 kornyezetében mikrohomoldgia (vagyis rovid, részlegesen atfedd
szakaszok a delécio és a szomszédos bazisok kozott) volt megfigyelhetd, azt az dbran fe-
ketével tiintettiik fel. Az egyik kategdridba sem ill6 delécidk pedig fehérrel szerepelnek. A
vad tipusd mintdkhoz képest mindkét homozig6ta mutdnsban emelkedett szamban jelentek
meg a mikrohomoldgidt tartalmazo deléciok, kiilondsen a BRCA2~/~ klénok esetén. Az
ilyen tipusi mutédcidk rendkiviil jellemz6ek akkor, amikor a kettds DNS-szaltoréseket az
NHEJ DNS-javité mechanizmus, pontosabban ennek a mikrohomolégia-kozvetitett verzi-
6ja (MMEJ) korrigalja [152].

Mindezek a megfigyelések (a delécidk szdmanak megndvekedése, a kiszélesedd hossz-
eloszlés, illetve a mikrohomoldgidt tartalmazé delécidk emelkedett szdma) alapjdn arra
kovetkeztethetiink, hogy a BRCA2 gén hidnydban a kett6s DNS-szaltorések javitasat el-
s6dlegesen az NHEJ mechanizmus végzi, mig a BRCA1 roncsoldsa esetén mads javitasi
folyamatok is aktivak lehetnek.

a. b.
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15. abra. A Kkiilonb6z6 sejtvonalak Kkiilonb6zo kezelésnek alavetett klonjaiban detek-
talt indelek hosszeloszlasa. a. A detektalt indelek hossz szerinti eloszldsa. b. A detektalt
delécidk eloszldsa a szekvencidlis kornyezettdl fiiggben. (WT: vad tipus)

A LEGGYAKORIBB KEMOTERAPIAS SZEREK MUTAGEN HATASAINAK
FELTERKEPEZESE

A citotoxikus kemoterdpids szereket az 1950-es évek 6ta alkalmazzdk a rakgyogyitas-
ban, és a mai napig a legtobb daganat esetében ez az els6dleges kezelés. Ezek a sze-
rek kiillonb6z6 mechanizmusok utjan gatoljak a sejtek szaporoddsat, példdul direkt DNS-
karosodasokat okoznak, megzavarjdk a DNS-anyagcserét vagy a mitotikus apparatust. En-
nek a folyamatnak a tumorsejtek karositdsan tdl az egészséges szovetre nézve is lehetnek

mellékhatdsai, illetve a kezelés okozta genomi mutacidk rezisztencia kialakuldsahoz, vagy



madsodlagos tumor 1étrejottéhez vezethetnek. Ezért nagyon fontos felmérni, hogy a kiilon-
boz6 tipusu gyogyszerek pontosan milyen mdédon kdrositjak a DNS-t, és szamolni kell-e
hosszutavi kovetkezményekkel. Ennek a kérdésnek a feltérképezésére az MTA Enzimol6-
giai Intézetének Genom Stabilitds Kutatocsoportjaval kozosen végzett kutatdsunkban [[153]]
nyolc gyakran alkalmazott citotoxikus szer (@ tabldzat) mutdcids profiljat vizsgdltuk a
DT40 sejtvonalon.

Kezelés n SNV inzercio delécio
kezddklon 1 0 0 0
,,mock” kezelés 4 47 +20 45+13 3,0+£0,8
ciszplatin 3 812+193 49,04+ 15,0 83,0212
ciklofoszfamid 3 245+50 3,0+1,7 50+1,7
hidroxikarbamid 3 74 £9 4,7+ 1,5 3,7+1,2
gemcitabin 3 57431 23+2,1 3,0+1,7
5-fluorouracil 3 50+16 3,0+ 1,0 2,7+ 1,5
etopozid 3 95+15 3,7+1,2 6,7+4,2
doxorubicin 3 44+ 15 3,3+0,6 4,0 +4,6
paklitaxel 3 64+10 1,0£ 1,0 3,0£0,0

4. tablazat. A nyolcféle kemoterapias szerrel kezelt klonokban talalt mutaciok sza-
ma. A kezddklonban taldlt mutdcidk fals pozitivok. (n: az azonos kezelést kapott klonok
szama; SNV: a mintdkban detektalt pontmuticidk atlagos szdma €s szdrdsa; inzercid: a
mintdkban detektélt inzerciok atlagos szama €s szordsa; delécid: a mintdkban detektélt
deléciok atlagos szdma €s szordsa)

X107 C>A C>G C>T T>A T>C T>G
4
© 3 »,mock” kezelés
© _
©
® 2
© 1
5}
:,Q 0__._|_|_|_._._|J_l_|_n_l al 1 1 1 M | ]
2 x10° : :
I " ciszplatin
0
7] 31
0} 5
© ]
é 0- | | ] I llll I
-7
& x10 5 ciklofoszfamid
< 44
% 34
;m 2_
< N TR | Lluu..l.u.l..LJ_l
O_ n

LOOLOO-LOO- 2O LOOF-LOOFLO0-T00

QO LOO OO OO LOOFLOO-<O! E E
P TR L0 e i S S D GO

OF <O o
QOO
}98 2222000()@@00!9888 ((({UOUUKDL’)(D(DF':‘:E

16. abra. A kiilonbozo kezelésnek alavetett klonokban detektalt SNV-k spektruma.

A mintdk preparéldsa és kezelése a BRCA génhidny hatdsdnak vizsgélata sordn tortén-
tekkel azonosan zajlott. A klénokban taldlhat6 egyedi mutaciok detektdldsahoz az IsoMut
eredeti verzidjat hasznéltuk. A ,,mock” kezeléshez képest a hidroxikarbamid, gemcita-

bin, 5-fluorouracil, doxorubicin és paklitaxel szerek nem okoztak szignifikdns novekedést



a mutdcids ratdban (@] tdbldzat). Az etopozid ugyan szignifikinsan megemelte a pontmu-
taciok szdmat, de a spektrumukban nem okozott jelentds valtozést a ,,mock” kezeléshez
képest. Ezzel szemben mind a ciszplatin, mind pedig a ciklofoszfamid hatdsara nagymér-
tékben (rendre 17-szeresére és 5-szorosére) emelkedett az SNV-k szdma és a spektrumban
is jellegzetes, a ,,mock” kezeléstdl eltérS csicsok jelentek meg (I6] dbra). A ciszplatin

emellett az indelek szamdt is szamottevéen megnovelte (@ tablazat).
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17. abra. A pontmutaciok genomi helyzetének és az 6ket megel6z6 mutaciok genomi
tavolsaganak abrazolasa rainfall abran.
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18. abra. A ciszplatin okozta szalon beliili kotések mentén létrejovo SNV-k és DNV-k.
A kérdgjel az eddig nem ismert GA dinukleotidoknal 1étrejové kotést jeloli.

A ciszplatin esetében a spektrumon elsésorban a C>A, ezen beliil pedig a f6ként a
NCC>NAC, NCT>NAT és NTC>NAC csucsok dominéltak. Mivel a ciszplatin okozta ge-

nomi eltérések tobbsége az egy szdlon 1évd szomszédos purinbazisok kozott kialakitott



kotésként realizalodik [[154) 155]], ezek az SN'V-k olyan mutdcidkat reprezentdlhatnak, me-
lyek a kotott GG, AG és GA dinukleotidok 3’-as oldalon 1év6 bazisahoz rendelt helytelen
komplementer bdzis miatt jonnek létre (I8 dbra). Mindazondltal a ciszplatin okozta GA
szalon beliili kotésekrdl korabbi kutatasok nem szamoltak be, ezért az NTC>NAC muta-
cidkat tovabb csoportositottuk a szekvencidlis kornyezetiik szerint. Azt taldltuk, hogy a
mutaciok jelent6s része NTCC > NACC vagy NTCT > NACT tipust volt, ami arra enged
kovetkeztetni, hogy a GG és AG kotott dinukleotiddal a 3° oldalon kozvetleniil szomszé-
dos bdzis is hajlamos a mutéciéra (I8] dbra). A maradék NTC>NAC mutacidk tobbségénél
azonban a genomi kornyezetet megvizsgédlva az egyediili potencidlis bipurin kapcsolddas
a GA szomszédos bazisok kozott johetett 1étre. EbbdI arra kovetkeztettiink, hogy a cisz-
platin ténylegesen létrehoz GA szdlon beliili kotéseket is (I8] dbra). Mindezek mellett
megfigyelhetd volt a CCA > CAA és CTN> CAN muticidk szamédnak emelkedése is, ami
téves beillesztése.

A fent targyalt SN'V-ken kiviil a ciszplatinnal kezelt mintakban stir(in el6fordultak di-
nukleotid mutdciok is (I8 dbra). Ez legszembetiinGbben a mintdk rainfall dbrdin mutat-
kozik meg, mint a fuggdleges tengely 1-es szintjénél megjelend adatpontok sokasdga (I7}
abra). Ezeknek a mutacioknak a haromnegyede AG, GG vagy GA dinukleotidoknal je-
lent meg. Viszonylag gyakoriak voltak még a CA>AC dinukleotid mutécidk is, melyeknek
a jelentGs része CCA szekvencidkra esett (CCA>CAC). Ez az ellentétes szdlon tehat egy
olyan TGG>GTG mutacioként értelmezhetd, melynek sordn egy GG kotott bipurin 5’ ol-
dali szomszédjandl is baziscsere tortént. Osszességében tehat azt talaltuk, hogy a ciszplatin
okozta GG, AG és GA szdlon beliili kotések altal osszekapcsolt tetszdleges bazison és a
mindkét oldalon kozvetleniil szomszédos bazisokon is gyakran végbemennek pontmutici-
ok.

A ciszplatin mindezek mellett sok révid indel megjelenését is okozta a vizsgalt min-
tdkban (4] tablazat). Az inzercidk jelentSs tobbsége egybazisos volt, melyek nagy része A
vagy T. A timin inzerci6 szerinti szdlon a mutaciot megel6zd két bazis az esetek négyoto-
dében GG volt, feltételezhetden a szalon beliil kialakult GG kotés miatt. Meglepd médon
az inzerciot kovetd bazisok se véletlenszertiek voltak: az els6 bazis az esetek 84%-aban T,
az elsd kettd pedig az esetek tobb mint felében TT volt. Vagyis a GG bipurin kotést tar-
talmazé szdlat mintdnak haszndlva, a DNS-szintézis sordn gyakran egy A bazis illeszt6dik
be a GG dinukleotid utan, ha a 3’ oldali kdvetkez6 két bazis TT. A deléciok haromnegyede
szintén egy bazis hosszu volt, ezek nagy része pedig hasonléan a GG és AG mintdzatokat
érintette. Az egybazisos deléciok a bipurinok tetszdleges biazisdn megjelentek. Hasonl6an,
a két bazis hosszusagu delécidk gyakran mindkét bazist torolték.

Amennyiben a rakgyo6gyitds sordn alkalmazott kemoterdpia er6sen mutagén, felmeriil
annak az esélye, hogy az tjonnan 1étrejovd muticiok olyan tumor szubklonokat tudnak 1ét-

rehozni, melyek rezisztensek a hasznalt szerre. Példaul akoziil a vizsgalt 7 mutacid koziil,



melyek képesek voltak a nem miikodé BRCA2 gén funkcidjit visszadllitani és a ciszpla-
tin kezelésre valo rezisztenciat kialakitani [[124]], kett6 GGT>GGTT inzercio is szerepelt,
mely messzemenden a leggyakoribb altalunk megfigyelt ciszplatin-okozta inzerci6. Vagyis
maga a tumorellenes kezelés képes lehet egy még ellendllobb daganat 1étrehozésara, igy a
citotoxikus szerek mutagén hatasainak felmérése elsédleges fontossdgu a tumor evolicio-

janak megértése szempontjabol.
H0SSZUTAVU PARP-INHIBITOR KEZELES MUTACIOS KOVETKEZMENYEI

A fenti citotoxikus szerekkel ellentétben a modern PARP-inhibitorokat specifikusan
olyan esetekben alkalmazzak sikerrel, mikor a daganatos sejtekben a homol6g rekombina-
ci6 hibas miikodésére utalo jeleket taldlni. Ez legtipikusabban a BRCA gének mutécidiként
mutatkozik meg, de jelentds torekvések irdnyulnak a betegek olyan csoportjainak defini-
alasara, ahol bar a BRCA génekben nem taldlhaté mutédcié, mégis vdrhatéan pozitivan
reagdlndnak a PARP-inhibitor kezelésre [156H158]. Az ilyen tipusu kezelés tehat az el-
s6 olyan klinikai médszer, mely célzottan azokat a sejteket tdimadja, amikben egy konkrét
DNS-javité mechanizmus nem miikodik megfelel6en [159]. A biztaté eredmények mellett
azonban fontos felmérni, hogy a hosszitavi PARP-inhibitor kezelésnek milyen mutagén
kovetkezményei lehetnek a megmaradé sejtekben. Ennek a vizsgdlatira az MTA Enzi-
moldgiai Intézetének Genom Stabilitas Kutatocsoportjaval végzett kutatdsunk [[160] soran
kiilonb6z6 BRCA muténs €s vad tipusu sejtvonalak teljes genom szevendldsi adatait ele-
meztilk PARP-inhibitor kezelést kdvetden.

Az analizis sordn a korabban is alkalmazott DT40 vad tipusu és BRCA1/~ sejtvonala-
kat, illetve a DLD-1 (humén vastagbél-daganatos) és SUM149PT (huméan, BRCA1 muténs
emlddaganatos) sejtvonalakat hasznéltuk. A sejtek PARP-inhibitorral (Niraparib) torténd
kezelését és a teljes genom szekvenaldst a fent részletezett kutatdsokhoz hasonlé médon
végeztilk. Minden sejtvonal esetén a Niraparib-kezelt klonok mellett ,,mock”-kezelt kl6-
nokat is vizsgaltunk.

A genomi adatok elemzéséhez az IsoMut2py-t hasznaltuk. Mivel a SUM149PT sejtvo-
nal er6s aneuploiditast mutat, els6ként minden sejtvonal kezd6klonjan elvégeztiik a ploi-
ditds becslést (19 dbra). A tobbségében diploid DT40 és DLD-1 mintdkon az igy kapott
eredmények a vartnak megfeleltek, a SUM149PT esetében pedig vizudlisan 0sszevetve a
kapott dbrat a [[161, [162] kutatasok eredményeivel, magas foku egyezést tapasztaltunk.

Ezt kdvetden a mutdciddetektalds sordn a sziirési paramétereket a lokdlis ploiditdsnak
megfeleléen adaptéltuk, illetve az S értékre torténd optimalizalasi 1épést a kiilonb6z6 plo-
iditasa régiokon kiilon-kiilon végeztiik el. Azt tapasztaltuk, hogy a ,,mock” kezelés so-
ran keletkezett spontdn egyedi SNV-k szdma (DT40 WT: 102 + 29; DT40 BRCA1~/~:
849493; DLD-1: 9799 + 1910; SUM149PT: 608 £ 146) egyik sejtvonal esetén sem tért el

szignifikdnsan a Niraparibbal kezelt klonokban talédlt pontmutacidk szamétol.
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19. abra. A vizsgalt sejtvonalak kezdoklonjainak kariotipusa. A lokalis ploiditas becs-
1ését az IsoMut2py modullal végeztiik. A fiiggbleges sziirke vonalak és a panelek kozti
szamok a kromoszomakat jelolik. Fels6 panelek: A mélység arany a lokalis lefedettség és
a becsiilt diploid lefedettség ardnydnak 4tlagat mutatja (fekete pontok) a genom mentén, 1
Mbp széles és 50 kbp atfedéssel definidlt szakaszokon. A sziirke hibavonalak az atlagok
mellett meghatdrozott interkvartilis terjedelmet szemléltetik. A piros pontok a lokélisan
becsiilt ploiditast mutatjak. Kozépso panelek: A BAF a nem-referencia (,,B”) allél frek-
vencidjdnak atlagat mutatja (fekete pontok) a fenti csiszdablakos genomi régidkban. A
sziirke hibavonalak az interkvartilis terjedelmet jelolik. A piros pontok a lokdlisan becsiilt
ploiditas reciprokat mutatjdk. Haploid régiékon kényelmi szempontbdl definicié szerint
nulla értéket vesznek fel. Alsé panelek: A narancssarga vonal a ,,loss of heterozygosity”
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A Kkétféle DT40 sejtvonal kozti kiilonbség a spontdn muticids ratdban megfelel a [146]
kutatdsunkban tapasztaltaknak. A ,,mock” €s niraparibbal kezelt klonok SNV spektrumai
kozott egyik sejtvonal esetében sem taldltunk jelentSs eltérést, a spontan kialakulé mutaci-
6s mintdzat azonban a kiilonboz6 sejtvonalak esetén mds és mds volt (20} dbra). A kapott
spektrumokat €s a rdkgenomokban azonositott COSMIC szignaturdkat [163]] kozosen ele-
meztiik a t-SNE (t-distributed Stochastic Neighbor Embedding) [[164]] mddszerrel, melynek
sordn az alapvet6en sokdimenzids (esetiinkben 96) vektorokat egy nemlinedris dimenzi6-
redukcids eljdrassal egy kétdimenzids altérbe vetitjiik a konnyebb vizualizalas céljabol ugy,
hogy az eredetileg ,,hasonld” pontok az alacsony dimenzids altérben is ,,hasonldak™ legye-
nek. (A ,hasonlésdg” konkrét értéke hagyomanyosan a pontok euklideszi tdvolsagaval
van Osszefiiggésben.) A kapott eredmény tehat egy kétdimenzids dbra, melyen minden
pont egy referencia szignatdrat vagy a vizsgalt sejtvonalak spontdn mutacids spektrumait
reprezentdlja. A kozeli pontok 4ltal jelolt eloszldsok eredeti verzidi is valamilyen médon
egymdshoz hasonléak. Az elemzés szerint a DT40 vad tipusud klénok spontdn muticids
mintdzata leginkdbb az 1. szignatdrara hasonlit, mely hagyomdanyosan az ,,0regedési szig-
natira” nevet is viseli, utalva arra, hogy mutagén folyamatok nélkiil idével ilyen eloszlas
szerint halmozddnak fel a genomi mutéacidk. A DT40 BRCA1~/~ klénok spontdn mutacioi
a 3. szignaturara hasonlitottak, mely valoban jellemzéen a BRCA1/2 mutdns tumorok-
ban jelenik meg. A DLD-1 sejtvonalbeli ,,mock”-kezelt klonok mutacids spektrumai a 6.,
15. és 20. szignatirdk eloszldsaira emlékeztettek, melyeket az MMR (mismatch repair)
DNS-javité mechanizmus hibdjdval hoztak Osszefiiggésbe [[112]. A hasonlésidg megma-
gyarazhat6 a DLD-1 sejtvonalban taldlhat6, az MSH6 nevli, MMR-ben aktivan résztvevd
gén mutdcidjaval. Meglep6 mddon az egyébként BRCA1-mutans SUM149PT sejtvonal
nem mutatott hasonlésdgot a 3. szignatirdval. Mivel a sejtvonal klénjai emellett nem
voltak kiilondsebben érzékenyek a niraparib kezelésre sem, arra lehet kovetkeztetni, hogy
tovabbi mutaciok hatdsara a HR a sejtekben valamilyen médon visszanyerte funkcionali-
tasat. Erre a feltételezésre azonban meggyz6 bizonyitékot a genom vizsgélata sordn nem
talaltunk.
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20. abra. A spontan mutaciok eloszlasa a vizsgalt sejtvonalakban. A vizszintes tengely
kategéridi megegyeznek a[l6] dbran ldthatokkal. A fiigg6leges tengelyen a genomban taldlt
mutdcidk darabszdma (és nem azok triplettgyakorisdgokkal normalt értéke) szerepel.



Az indelek elemzése szintén arra a konklizidra vezetett, hogy a niraparib kezelés nem
okoz jelentds emelkedést a genomi elvaltozdsok szdmdaban a ,,mock’-kezelt klonokhoz ké-
pest.

Az eredményeink tehat aldtdmasztjak, hogy PARP-inhibitor kezelés hatdsdra nem no-
vekszik szdmottevGen a sejteket ér6 mutacids terhelés, igy ezek a készitménynek bizton-
sdggal és varhatéan hosszutavi mellékhatdsok nélkiil alkalmazhatdak a rakgydgyitasban.
Ezzel szemben kordbbi kutatdsaink szerint a ciszplatin hasznélata er6sen megnéveli a mu-
tacids ratat, ami masodlagos daganatokhoz vagy rezisztencidhoz vezethet. Jelenleg a klini-
kai gyakorlatban els6dlegesen a platinaszarmazékokat alkalmazzak a petefészek- és bizo-
nyos BRCA-mutans emlédaganatok esetén is [165]. Az eredmények alapjan, amennyiben
lehetséges, felmeriilhet a platina levaltdsa PARP-inhibitorokra, melyek csokkentik a nor-

madl sejtekre esd mutécids terhet, igy alacsonyabb toxicitdsdak.

METASZTAZISOK TORZSFAJANAK MEGHATAROZASA A GENOMI MUTACIOK ALAPJAN

Annak illusztrdlasara, hogy klinikailag milyen jelent6sége lehet a kemoterapids szerek
mutagén hatdsdnak részletes leirdsa, az MTA Enzimoldgiai Intézetének Genom Stabilitds
Kutatécsoportjaval végzett kutatdsunk [[166] soran egy fiatal tiid6daganatos férfi tobbszoros
metasztdzisainak torzsfdjat hataroztuk meg a ciszplatin genomi lenyomatdnak ismeretében.
A DT40 sejtvonal ciszplatin mutdcids spektruminak meghatdrozédsa utidn nem sokkal a
ciszplatin human sejtvonalakra, illetve daganatsejtekre gyakorolt hatésat is feltérképezték
[167]. Munkénk sordn ezt a humdn sejtekre specifikus ciszplatin szignatirat hasznéltuk
fel.

A klinikai képalkoto eljardsok gyakran joval kés6bb észlelik az attétek jelenlétét, mint
azok valdjidban kialakulndnak. Az utélagos genomikai elemzések lehetové teszik, hogy
a metasztazisok feltinésének idejét pontosabban meghatarozzuk. Az igy szerzett részle-
tes informdcio a tipikus megjelenési idékre vonatkozéan segitségére lehet a klinikusoknak
hasonl6 esetekben a kezelésekkel kapcsolatos dontések meghozataldban. A péaciens tiide-
jében, csontjdban, nyirokcsomdjdban és majaban taldlt attétekbdl, illetve a vérébdl post
mortem mintavételezés utdn teljes genom szekvendlds késziilt, az igy nyert adatokat ele-
meztiik kiilonféle szempontok szerint.

A tanulmany {rasakor az IsoMut2py akkori verziéja még nem volt képes a tobb minta-
ban is megtaldlhat6 mutéaciok detektdldsara, igy a szomatikus mutaciok esetében a GATK
MuTect2 [111]] eszkozét hasznaltuk, szamos utdszirési 1épést alkalmazva a mutacios lis-
ta pontositdsa érdekében, a csiravonal varidnsokat pedig a GATK HaplotypeCaller segit-
ségével azonositottuk. A kutatds sordn hasznélt elemzési folyamat nagyban inspirdlta az
IsoMut2py modul funkcidinak kialakitasat, igy a lent ismertetett elemzési 1€péseknél kiilon
kitériink arra, hogy az IsoMut2py hasznélatdval az adott analizis miként lenne megval6sit-
hatd.

A kiilonboz6 szervekbdl nyert szekvendlasi adatokat tehat a vérmintaval parba allitva



a MuTect2 szoftverrel elemeztiikk. Az igy detektélt (a vérhez képest szomatikusnak itélt)
mutdciok listdit egybedntve az 0sszes potencidlisan mutalédott genomi pozicidban lege-
neraltuk az 0sszes minta kozos pileup fajljat. EbbdSl azokat a pozicidkat tartottuk meg,
melyekben a vérmintdban 2-nél kevesebb read tdmogatta az alternativ allélt. Az igy meg-
marado listat tovabb sziirve azok a poziciok maradtak meg, melyekben az 0sszes mintara
igaz volt, hogy az alternativ allélt vagy nulla (teljesen tiszta) vagy 2-nél tobb read (leg-
alabb szubklondlis muticid) tdimogatja. Ez a procedira az IsoMut2py modul aktudlis ver-
zidjaval néhany lépésben elvégezhetd. A mutécidk detektdldsat a unique_mutations_only
= False bedllitassal sziikséges elinditani az Osszes vizsgalt mintdra. Annak érdekében,
hogy ebben a 1épésben még ne szlirjilk meg tdl szigordan az eredményeket, érdemes a
min_sample_freq = 0,05 és min_other_ref_freq = 0,7 paramétervélasztassal élni. A kapott
mutdcios lista genomi pozicidiban a get_details_for_mutations() fliggvénnyel egy minden
mintdrdl részletes informdacidkat (lefedettség, referencia allél frekvencia, alternativ allél
frekvencia) tartalmaz6 adattdblat kaphatunk a pileup f4jl alapjan. Ebbdl az adattdblabol
trividlis miiveletek segitségével kiszamithat6 mintanként az alternativ allélt timogaté re-
adek szdma, illetve egy szintén kézenfekve 1€péssel ezek a fenti feltételeknek megfelel6en
szlirhet6k. A muticiok detektdldsa tehat a kordbban alkalmazott legaldbb hdrom kiilonb6z6
szoftver helyett eggyel is elvégezhetd.

Az igy megsziirt mutacios listat hasznalva a plot_hierarchical_clustering() fliggvénnyel
egy lépésben dbrazolhaté a vizsgélt mintdk dendrogramja. A kutatds sordn is elemzett
négyféle szévet IsoMut2py modullal gyértott leszarmazasi fdja épp a[I2] dbran lithato,
mely természetesen megegyezik a tanulmanyban is szereplé konklizidkkal. A korédbbi-
akhoz hasonl6an a mintdkban taldlt egyedi és k6zos mutdcidk rainfall dbrdi és muticiods
spektrumai (SNV, DNV, indel) szintén egy-egy fiiggvény segitségével dbrazolhatdak. A tu-
morszovetet tartalmazé mintak triplettspektrumai k6zott nem taldltunk szdmottevd eltérést,
sem az 0sszes, sem a kizarélagosan egyedi mutédciok tekintetében. Ez arra utalhat, hogy
a tumorsejtekben végbemend mutagén folyamatok nem fiiggnek er6sen a mikrokdrnyezet-
t6l, vagyis az adott szervtdl. Emellett az igy kapott eloszlasok és a referencia szignatirak
[163] t-SNE-vel [[164] torténd vizsgdlata sordn sem taldltunk egyik elfogadott mutagén
folyamat lenyomatdval sem jelent6s hasonldsdgot. Tehat a vizsgdlt tumorok muticiés min-
tdzata nem hasonlitott tobbek kozott a dohdnyzassal 6sszefliggésbe hozott 4. szignatirdra
sem, ami konzisztens a paciens nem dohdnyzé stituszdval.

A kutatds sordn az egyszer(i leszdrmazdsi kapcsolatok vizsgélata mellett arra is tore-
kedtiink, hogy a metasztazisok keletkezési idejét a betegség lefolydsdnak idovonaldhoz
tarsitsuk. Mivel a paciens kezelése soran egyszeri alkalommal ciszplatint is kapott, a cisz-
platin okozta mutiaciékban az alternativ allélfrekvenciabdl kovetkeztethetiink arra, hogy az
adott metasztdzis a kezelés el6tt vagy utdn jott 1étre. A kezelés elott is jelenlévd meta-
sztdzisok esetén varhatdan a ciszplatin-specifikus mutacidk csak egy-egy klont érintettek

(szubklonélisak), igy az allélfrekvencia ilyen esetekben alacsonyabb lesz. Ezzel szemben



egy olyan metasztdzisndl, mely a ciszplatin kezelést kovetéen egyetlen sejtbdl fejlodott
ki, az allélfrekvencidk a kérdéses mutacidkban robusztusabbak lesznek (klonalis mutaci-
0k). A ciszplatin-okozta mutaciok jelenlétének vizsgalatdhoz a decompose_SNV_spectra()
figgvény segitségével megkaphatjuk a referencia szignaturdk jarulékait az adott mintdban.
Ha a referencia spektrumok adatbazisdhoz hozzaf{izziik a kordbban azonositott ciszplatin-
szignaturat [167] 1s, a kapott eredmények alapjan meghatdrozhatjuk azokat a metasztaziso-
kat, melyekben a ciszplatin lenyomata jelentds stllyal hozzdjarul a mutacids spektrumhoz.
Esetiinkben a primer tiid6 tumorban és a csont-, illetve nyirokcsomo attétekben talédltuk en-
nek jelét. Annak érdekében, hogy biztosak lehessiink benne, hogy ciszplatinnal nem kezelt
paciensek esetén valéban nem taldlunk hasonlé nyomokat a mutidciés mintazatban, a TC-
GA (The Cancer Genome Atlas) adatbdzisbdl letdltott, ciszplatinnal nem kezelt tumorok
szekvenalasi adatain is elvégeztiik a fenti kiértékelést. Azt taldltuk, hogy ezekben a min-
tdkban valéban nem jelenik meg a ciszplatin-szignatira. Az SNV-spektrumok vizsgéalatan
tdl a ciszplatin jellegzetes nyomait tetten érhetjiilk a DNV-kben is. A vizsgdlt mintdkban a
leggyakoribb DNV muticiok a CC>AA és a CT>AA voltak, melyek minden bizonnyal a
ciszplatin okozta GG és AG szalon beliili kdtések mentén alakultak ki. Vagyis az adatok
alapjan azt tapasztaltuk, hogy akar az egyszeri ciszplatin kezelés is detektalhaté nyomokat
hagyhat a genomban.

A mdj metasztazis esetében azt talaltuk, hogy a ciszplatin-specifikus DNV-knél mér-
hetd allélfrekvencia megegyezett azoknak a mutdcidknak az allélfrekvencidjaval, melyek
az 0sszes mintdban jelen voltak. Vagyis a mdj mintdban a ciszplatin muticidk klondlisak,
igy véarhatéan a m4j attét a ciszplatin kezelést kovetden egyetlen sejtbdl fejlodott ki. To-
vabbd a méjattétben 1évd egyedi SNV-k esetében nem taldltuk meg a ciszplatin-szignatdra
nyomadt, de a nyirokcsomdban €s a mdjban egyiittesen megjelend SNV-knél igen. Vagyis
a mdjban jelenlévd ciszplatin mutdciok mdr a nyirokcsoméban is jelen voltak, igy arra ko-
vetkeztethetiink, hogy a m4jattét a ciszplatin kezelés utin, a nyirokcsomo attétbdl alakult
ki. Ezzel szemben a ciszplatin okozta DNV-k a csont- és nyirokcsomdattétekben szubk-
londlisak, tehdt ezek a metasztdzisok a kezelést megel6zden jottek 1étre, annak ellenére,
hogy a képalkoto vizsgédlatok soran nem detektaltak Sket.

A daganatok klonalitdsdanak vizsgdlatdval mar kordbban is bizonyitottdk, hogy a
szubklonok hozzdjarulhatnak a metasztazisok képz6déséhez és a kiilonféle kezelésekre va-
16 rezisztencia kialakuldsahoz [168, |169], igy az egyedi szubklonalis események feltérké-
pezése és megértése nagyon fontos a személyre szabott gydgydszat szempontjabol [[170].
Kutatdsunkban arra hivjuk fel a figyelmet, hogy a kiilonféle kezelések pontos mutagén ha-
tasdnak ismeretében a daganatok és metasztdzisainak szubklondlis fejlédése pontosabban

nyomon kovethetd.



POPULACIO-SZINTU GENETIKAI VIZSGALATOK KORNYEZETI
MINTAKBOL

AZ NGS TECHNOLOGIAK HASZNALATA SORAN FELMERULO JOGI ES ETIKAI
PROBLEMAK

A fentiek alapjdn ugy tlinhet, hogy arra, hogy felvegyiik a versenyt a genetikai hatterd,
agressziv daganatos megbetegedésekkel szemben, minden ember teljes genetikai kddjanak
a meghatdrozdsa €s idobeli nyomon kovetése lehet az dhitott megoldas. Egy ilyen adatba-
zis emellett szdmos demografiai, biliniigyi €s torténelmi kutatds és alkalmazds soran felbe-
csiilhetetlen jelentéségii lenne. Mindazondltal egy ilyen dlom megvaldsitdsa a tisztdzatlan
etikai €s jogi kovetkezmények miatt egyeldre elérhetetlen.

Maga az adatgyijtés is problematikus, hiszen a fenti elképzelés megkovetelné a vila-
gon minden ember DNS-ének megszerzését, illetve egyéb adatainak lekonyvelését, ami-
hez mindenkivel személyes konzulticidra lenne sziikség. Emellett az adatok taroldséara és
elemzésére Oridsi szamitogépes és emberi kapacitast kellene forditani. A rendelkezésre 4116
egészségligyi adatok mennyiségének novekedésével egyre lehetetlenebb feladatnak tlinik
az adatok bizalmas kezelésének megvaldsitdsa, kiillondsen amiatt, mert a személyes infor-
madcidkhoz valé hozzaférés nincs kelléen hatékonyan korldtozva [[171]. Ezen a helyzeten
ront az is, hogy a genetikai adatok nem csak arra a személyre vonatkoz6 informécidkat
tartalmaznak, aki a genetikai tesztben aktudlisan részt vesz, hanem mindazokrdl, akik vele
genetikai kapcsolatban allnak, igy a legsz€élesebb korben értett csaladjarol is [[172]. To-
vabba a munkaadok, illetve biztosité cégek genetikai vizsgdlatok eredményeire alapozott
esetleges diszkriminativ stratégidi elriaszthatjdk az embereket a részvételtdl [[173]].

Bar az etnikai adatok széleskort elérhetdsége elsddleges fontossagu a demografiai ten-
dencidk, munkavallalasi szokdsok és lehet6ségek, jovedelem eloszldsok, végzettségi szin-
tek, migraciés mintdzatok, csalddfelépités, szocidlis hal6zatok tanulmanyozdsanak szem-
pontjabol [[174,|175]], az ilyen informéacidk begytjtése jellemzden onbevalldsos alapon, kii-
16nféle nehezen egységesithetd modszerrel [176] és az adatok érzékenysége miatt szigord

jogszabalyi keretek kozott torténik [[176].

EGY LEHETSEGES MEGOLDAS: POPULACIOGENOMIKAI KOVETKEZTETESEK
SZENNYVIZMINTAK VIZSGALATABOL

A fenti problémadkra egy lehetséges vdlaszt jelenthet az egyéni szekvendldsi adatok
osszekeverése (,,poolozdsa”) és a lokdlis populdcié kdzos genomikai jellemzdinek vizs-
gdlata, az egyének azonositdsa nélkiil. Bar értelemszer(ien a rendelkezésre all6 genetikai
felbontas ilyen jellegli mesterséges korlatozdsa egy kompromisszumos megoldas, az etikai
problémadk egy része ezzel feloldédna. Az egészségiigyi rizikéfaktorok populdcids szintli
nyomon kovetése tiinetmentes egyénekben tobb tanulmany szerint is rendkiviili elonyok-
kel jarna [[177, [178], annak ellenére is, hogy az édhitott személyre szabott gyogyaszattal

nem egyenértékl. Az etnikai kutatdsok ezzel szemben nem igényelnek konkrét személyes



azonositést, igy a kozosségre vonatkozé aggregalt eredmények relevans adatforrast jelen-
tenének. Hasonl6 a helyzet bliniigyi szempontbdl: egy olyan adatbazis, mely vildgszinten
tartalmaznd a lokalis populdcidkban a genetikai jellemzdk eloszlasat, felbecsiilhetetlen je-
lent&ségli lenne. Azokban az esetekben, amikor a biinligy résztveviinek genetikai azonosi-
tasa a cél, de a human genomnak csak egy rovid szakasza nyerhetd ki a rendelkezésre 4116
bizonyitékbdl, a lokdlis genetikai eloszlds felhaszndlhat6 lenne priorként a DNS-egyezés
valdszintiségét meghatidrozé modellekben.

Bar ez a megoldas az etikai és jogi kérdések egy részére valaszt ad, az adatgy(jtés
technikai megvaldsitdsanak praktikus nehézségein nem enyhit. Alternativaként az egyé-
nenkénti szekvendlasi adatok 0sszedntése helyett felmeriil az alapvetden kevert genetikai
informdciét hordoz6 szennyviztisztité telepekrdl valé mintagyijtés. Gyakorlati szempont-
bdl ez egy nagyon vonzé opcid, hiszen a szennyvizben feltételezhetGen egy viszonylag
nagy és tobbnyire egészséges kozosség genetikai anyaga keveredik, melyet egyébként nem
lenne lehetséges monitorozni. Emellett az igy gydjtott mintdk inherensen kevertek, ezért
nem sziikséges egyéni hozzdjaruldst szerezni az elemzésiikhoz, illetve az anonimizalasi
folyamat is kihagyhato.

Annak az igazoldsara, hogy a szennyvizmintak elemzésével valdban relevins eredmé-
nyek kaphatok, a COMPARE Global Sewage Surveillance Project keretein beliil 2016-t6l
kezdve vilagszerte gy(jtott szennyvizmintakat [[179] vizsgdltuk [[180]. Eredetileg a minta-
kat metagenomikai szempontbdl analizltik, az elsddleges cél az antibiotikum-rezisztencia
gének és fertdz6 betegségeket terjesztd korokozok eloszldsanak a meghatarozésa volt az
egészséges populdciokban metagenomikai szekvendlds utjdn. Mindazondltal a baktériu-
mok és virusok azonositdsa mellett egy ilyen adathalmaz olyan tovabbi informacidk elem-
z€sét is lehetdvé teszi, mely az eredeti kutatds keretein tdlmutat. Mivel a [179]] tanulmény
eredményei szerint a szekvenaldsi mintdk atlagosan csak 0,2%-ban tartalmaztak emberi
DNS-t, igy a teljes genom genotipikus eloszldsdnak meghatdrozdsa nem tlint megvaldsit-
haténak. Lesziikitve azonban a mitokondriumra a vizsgalatot, informativ eredményeket
kaphatunk.

Korédbbi kutatdsok mar bizonyitottdk, hogy a mitokondridlis DNS elemzése elégsé-
ges arra, hogy szennyezett felszini vizekben elkiilonithet6 legyen a emberi eredet, és a
szarvasmarhatdl, illetve a sertést6l szarmazo iiriilék [[181]]. A human mitokondridlis DNS
(mtDNS) egy rovid (16 569 bazispér hosszu), cirkularis DNS, ami minden emberi sejtben
tobb példanyban is megtaldlhatd, emiatt még olyan mintdkban is viszonylag konnyen azo-
nosithat6, melyek alapvet6en alacsony koncentracidban tartalmaznak emberi DNS-t. Az
emberi mitokondrium kizéarélag anyai d4gon 6roklddik (bar friss kutatdsok ezt kétségbe von-
jak [[182]) és korabbi eredmények szerint az 6rokl6dés klondlis, tehat az mtDNS az anyatol
az utdédba rekombindcié nélkiil adodik at [183]]. Ez azt jelenti, hogy a mitokondriumban
taldlhaté mutdcidk alapjan nyomon lehet kovetni az evoliiciés mintdzatokat. A huméan mi-

tokondrium filogenetikai fajanak levelei a mitokondridlis haplotipusok, melyeket a koztiik



1év6 hasonldsagok alapjan bovebb kategdridkba, in. mitokondridlis haplocsoportokba so-
rolunk, melyek a filogenetikai fa {6 eldgazasi pontjai.

Evtizedekre visszanydléan rendkiviil sok kutatds foglalkozik a kiilsnbozé humén
mtDNS haplocsoportok eloszlasdnak felderitésével a kiilonb6z6 népekre és foldrajzi terii-
letekre vonatkozdan [134H192]], elsésorban annak érdekében, hogy fény deriiljon a kiilon-
boz6 populaciok eredetére €s genetikai struktirdjara. Az igy felgydlt rengeteg informacio
miatt az eredetileg csak a kutatékat foglalkoztat6 genetikai eredet vizsgdlat méra vildgszer-
te elérhetd lett a nyilvanossdg szdmara is. Emberek szdzezrei kiildik el DNS-iiket az ilyen
teszteket végzd tobb tucat kereskedelmi cég egyikének, hogy felfedjék csaladfajuk régen
elfelejtett dgait, illetve Gseik foldrajzi eredetét. Sok kritika éri azonban az ilyen vallalatokat
[193]], legf6képp azért, mert olyan félrevezetd informacidkat nytjtanak iigyfeleiknek, me-
lyek alapjaiban véve befolydsoljdk személyes identitdsukat. Az egyik f6 negativum, hogy a
foldrajzi eredetre tett kovetkeztetéseket olyan adatbazisokra alapozzak, melyek rendkiviil
kevés referencia mintat tartalmaznak. Amennyiben tehdt megoldhaté lenne a kiillénb6z6
foldrajzi helyeken a mitokondridlis haplocsoportok eloszldsanak iddbeli, dinamikus moni-
torozésa, az ilyen tesztek sokkal pontosabb informacidkkal tudnanak szolgalni.

Kutatasunk sordn ezért arra torekedtiink, hogy a szennyviz mintdkban azonositsuk az
emberi mtDNS-t, majd az igy nyert adatok alapjan meghatarozzuk a mtDNS haplocsopor-

tok eloszldsat a szennyviztisztito telepek kornyékén.

SZENNYVIZMINTAK GYUJTESE ES AZ EMBERI DNS AZONOSITASA

A szennyvizmintdkat 79 vdrosi szennyviztisztit6 teleprol gydjtotték, ezzel 74 varost és
60 orszagot lefedve vilagszerte [[179], melyekbdl egy metagenomikdra optimalizalt pro-
tokollal nyerték ki a DNS-t [194], melyet tovabbi preparédcids 1€pések utan [179] az Illu-
mina HiSeq platformon szekvendéltak. A nyers szekvendldsi eredmények az ENA (Europe-
an Nucleotide Archive; http://www.ebi.ac.uk/ena/) honlapjarél tolthetdk le az ERP109094
azonositoval.

A mintakbdl dtlagosan 120 millié short read-et nyertek ki (8-t61 398 millidig terje-
d6en az egyes mintdkban), melyeket a humdn mitokondrium referencia szekvencidjahoz
(NCBI ID: NC_012920.1) [[193] illesztettiink a BWA-MEM algoritmus [196] segitségé-
vel, az alapértelmezett bedllitasokat hasznalva. Emellett elvégeztiik az illesztést szamos
mas gerinces (Bos taurus, Sus scrofa, Danio rerio, Canis lupus familiaris, Gallus gallus,
Ovis aries, Rattus norvegicus) mtDNS szekvencidjat referencidnak tekintve. Az illesztési
eredményekben a samtools szoftverrel [197] azonositottuk a PCR duplikdtumokat, mivel
azonban ilyeneket nem talaltunk, a duplikdtum eltavolitdsi 1épésre nem volt sziikség.

Annak érdekében, hogy megnoveljiik a mitokondrium lefedettségét, azoknak a min-
tdknak az illesztési eredményeit egybe gy(jtottiik, melyek ugyanarrdl a szennyviztiszti-
t6 teleprdl szarmaztak ugyan, de kiillonb6z6 idSpontokban gy(jtotték Sket. Azokban az

esetekben, amikor egy varosbol tobb szennyviztisztité teleprdl is sikeriilt mintat gy(jteni,



ezeket egymdstdl elkiilonitve elemeztiikk. Csak azt a 44 mintit (CI] tabldzat) elemeztiik
tovabb, melyekben a humén mitokondriumra vonatkozé atlagos lefedettség elérte a 10-et
(C1] abra). Amennyiben tobb olyan mintdban is megfelel§ lefedettséggel megjelent az
mtDNS, melyek azonos varosbol (El Paso mintdi) vagy kornyékrdl (Kitwe €s Lusaka min-

tai) szdrmaztak, lehet6ség nyilt a modszer reprodukdlhatésdgénak vizsgélatéra is.
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21. abra. Az ember és a vandorpatkany mtDNS-ének lefedettsége a vizsgalt mintak-
ban. a. A humdn mtDNS mentén megfigyelhetd egyiittes lefedettség azokban a mintdk-
ban, melyekben az atlagos lefedettség elérte a 10-et. b. Egyiittes lefedettség a vandor-
patkany mitokondriuma mentén (kék vonal). A piros fiiggbleges savok a vandorpatkdny
mitokondriumdnak azon részleteit jelolik, melyek a human mtDNS-sel homolégok. Ezt a
mennyiséget minden genomi pozicidra vonatkozéan egy bindris skdlan definidltuk a kovet-
kez6 moédon: ha az adott genomi pozicié lefedhetd volt a vandorpatkdny mtDNS-ének egy
olyan 19 bazis hosszi mozgé ablakaval, ami a huméin mtDNS-ben is megtaldlhatd, a po-
ziciot homoldgnak tekintettiik. Az ablakméretet 19-nek vélasztottuk, mert az illesztéshez
hasznalt algoritmus alapértelmezetten azt koveteli meg, hogy a felillesztett short readekbdl
19 szomszédos bézis hiba nélkiil illeszkedjen a referenciagenomhoz.

Mivel a viszonylag magas atlagos lefedettség a human mtDNS mentén esetleg adodhat
abbdl is, hogy val6jdban nem emberi, de a huméan mitokondrium egyes szakaszaival homo-
16g (hasonl6) szekvencidk lettek helyteleniil felillesztve, ezért a lefedettséget a vizsgalt 44
mintdra dsszedntve dbrazoltuk a 21} dbrdn az ember és a vandorpatkdny mitokondriuma
mentén. A nagysagrendileg egyenletes eloszlas (a fluktuaciok nem haladjak meg az NGS
adatokndl ismert szordst [[198]) az emberi mtDNS mentén arra enged kovetkeztetni, hogy a
magas atlagos lefedettséget nem csak a helyenként felszaporodd, rosszul felillesztett short
readek adjak. (Ugyanez a tendencia akkor is megfigyelhetd, ha a mintdkat egyesével vizs-

géljuk, természetesen sokkal alacsonyabb dtlagos lefedettséggel (C2] dbra) Ezzel szem-



ben a vandorpatkdny esetében a megfigyelhetd néhany csticstdl eltekintve a mitokondrium
jobbdra lefedetlen marad. A kiugré csticsok emellett azokra a régidkra koncentralédnak,
melyek a huméan mitokondriummal homol6gok, igy varhatéan a val6jaban emberi eredetii
short readek hibas felillesztése okozza dket.

A[CI] ébran emellett feltintettiik a kizar6lag a human, illetve a vandorpatkdny mi-
tokondriumra illett short readek szamat, a mindkettore illett readek szdmaval egyiitt. A
kizarélagosan human readek darabszdma atlagosan 40-szerese azoknak a readeknek, me-
lyek egyedien a vdndorpatkdnyra illeszkedtek. A fent sorolt tovabbi gerinces fajok esetén is
hasonl6 eredményeket kaptunk, mint a vindorpatkdnynal, azonban még alacsonyabb 4tla-
gos lefedettséggel. A szennyvizmintdk mellett megszekvenalt kontroll mintdkban egyetlen
humédn mtDNS-re illeszked6 readet sem taldltunk. Ezek az eredmények azt sejtetik, hogy
az azonositott human readek valéban emberi eredetiick és nem hibas illesztésbdl adddnak,
illetve a kontroll mintdk tisztasdga alapjan a feldolgozds kozben tortént esetleges DNS-

kontaminaci6 is kizarhato.
KEZDETI ELEMZESEK: FOKOMPONENS-ANALIZIS, T-SNE, FILOGENETIKAI FA

Azért, hogy meggydzbdjiink rdla, hogy a mintdkban detektalt emberi mtDNS elegendd
mennyiségi a hiteles tudoményos kovetkeztetések levondsara, elsoként kiillonboz6 feliigye-
let nélkiili klaszterezési algoritmusokkal igyekeztiink a mintdkat eredetiik szerint elkiilo-
niteni egymadstol. Kordbbi kutatdsok sordn demonstraltak [[199]], hogy a humédn mitokond-
ridlis genomon végzett f6komponens analizis hatékonyan el tudja kiiloniteni az egyéneket

attdl fiiggden, hogy milyen mitokondridlis haplocsoportba tartoznak.

Fokomponens-analizis

Mivel a mitokondridlis haplocsoportok eloszldsa a kiilonbozé foldrajzi teriiletek ko-
zott jelentdsen eltér [[188]], ésszerl annak a feltételezése, hogy a kiilonb6z6 kontinensekrdl
gytjtott mintdkban nyomokban taldlt mtDNS is eltéréseket mutat majd. Ennek az elmélet-
nek az igazoldsdra fokomponens-analizist (PCA - principal component analysis) végeztiink
a vizsgalt 44 mintdn. Ennek sordn minden genomi poziciéban meghataroztuk az oda fel-
illesztett readekben az adott helyen leggyakrabban el6fordulé béazist a samtools mpileup
parancsanak [[197] segitségével. Az igy kapott adatokat az iin. one-hot-encoding eljardssal
egy (44, 4 - 16 569) dimenzidju matrixszd alakitottuk ugy, hogy minden minta minden ge-
nomi pozicidjaban a leggyakoribb bazishoz az 1, az 0sszes tobbi bazishoz pedig a 0 értéket
rendeltiik. A f6komponens-analizist ezen a métrixon a scikit-learn [[113]] Python csomaggal
végeztiik el, majd az adatokat levetitettiik a kapott elsd két f6komponens 4ltal kifeszitett
altérre 4bra). Lathat6, hogy mind Azsia, mind Afrika szennyvizmintdi meggy6zGen
elszepardlddnak a tobbi mintatol. Ezzel szemben az eurdpai és amerikai mintdk némileg
keverednek az dbran, ami egybevég az intuicidonkkal és kordbbi irodalmi bizonyitékokkal

[199,200]] arra vonatkozdan, hogy ezeken a kontinenseken rendkiviil diverz populécidk él-



nek a hosszi migracios folyamatoknak koszonhetéen. Mindezek ellenére, néhdny nem vart
kiugré pont is megjelenik mind Eurépa, mind Eszak-Amerika esetében. Ez valészintileg
annak tudhat6 be, hogy a fékomponens-analizis sordn minden mintdbdl szarmazé infor-
maciot egyetlen konszenzus szekvencidba tomoritettiink annak ellenére, hogy a mintavétel
jellegébdl adéddan valdjdban egy egész populécié kevert lenyomatat detektaljuk. Bar a leg-
gyakoribb bazis kivélasztidsa egy gyakori mddszer a konszenzus szekvencia generdlasnal,

ezzel mesterségesen kevert haplotipusokat hozunk 1étre egy mintédn beliil.
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22. abra. A human mtDNS-en 10-es atlagos lefedettséget eléré mintak fokomponens-
analizise. A kiilonb6z6 kontinensekr6l szarmazé mintdkat kiilonféle szinti pontok jelolik.

t-SNE

A fenti médon megalkotott matrixot a fékomponens-analizis mellett a t-SNE [164]
modszerrel is elemeztiik. Ezzel a technikdval is egy dimenzié-redukcié vihetd vég-
hez az alapvet6en sokdimenzids térben, de algoritmikusan mds megkozelitéssel, mint a
fékomponens-analizis esetén. A vizsgdlathoz ez esetben is a scikit-learn [[113]] csomagot
hasznaltuk. A dokumenticid javaslatiat kovetve elsd 1€pésként fékomponens-analizissel
kivalasztottuk az 50 legdominansabb f6komponenst, majd a t-SNE-t ezen a csokkentett
dimenzidju adatszetten futtattuk. A fent leirt klasztereket ezzel a mdédszerrel is sikeriilt

reprodukalni.

Filogenetikai elemzés

Mivel az mtDNS haplocsoportok vizsgalata szorosan kapcsolddik az evolicids minté-
zatok feltérképezéséhez (192, 201} 202], igy magatdl értetdddnek tlint egy filogenetikai
elemzé€s lefuttatdsa az adatokon. A mtDNS haplotipusok filogenetikai faja és a tény, hogy
a kiilonb6z6 haplocsoportok elterjedése foldrajzilag igen eltérd, arra enged kovetkeztetni,

hogy az egymdshoz kozel gytjtott mintdk az elemzett mintdk sajat filogenetikai f4jan is



feltételezhet6en kladokat alkotnak majd. Elso 1épésként ismételten konszenzus szekven-
cidkat hoztunk létre minden mintdhoz (a bcftools és vcfutils programcsomagokkal), me-
lyek azonban a kordbbi ,,tobbségi mddszerhez” képest némileg kifinomultabbak, hiszen ha
tobbféle bazist is detektdlunk egy genomi pozicidban, a konszenzus szekvencia ezt képes a
,»pirimidin” vagy ,,purin” kategoéridkkal jelezni. Az igy létrehozott mintankénti konszenzus
szekvencidkat a Biopython ClustalW illesztémodulja segitségével egymasra illesztettiik,
igy egy olyan matrixot létrehozva, melynek minden sordban egy konkrét minta szekven-
cidja szerepel. Azt talaltuk, hogy a 16569 (a human mtDNS hossza) oszlopot tartalmazé
matrixnak csak 1164 oszlopédban volt barmilyen eltérés a mintak kozott.

Ezt kovetden a Biopython Phylo modulja segitségével els6ként kiszdmoltuk a mintak
tdvolsdgmatrixat, mely egy szimmetrikus, nemnegativ matrix, melynek a d;; eleme azt
mutatja meg, hogy az i. és j. mintdk szekvencidi mennyire térnek el egymastdl. A tavol-
sagfogalmat tobbféleképpen definidlhatjuk, esetiinkben a két szekvencidban nem megegye-
706 karakterek és a szekvencia hosszdnak ardnyat tekintettiik tdvolsdgnak. Ebbdl a tavol-
sagmatrixbdl a ,,neighbor-joining” [203]] mddszer segitségével egy egyszert csillag-fabol
kiindulva, a leghasonlébb (legkisebb tavolsdgu) mintdk sorozatos dsszevondsaval egy fat
készitettiink. Ezt kovetden a maximélis parszimoénia [204]] médszerével is rekonstrudltuk
a filogenetikai fat. Ennek sordn elvileg az 6sszes lehetséges fa koziil keressiik azt, amelyik
a lehetd legkevesebb szekvencidlis helyettesitést igényli, vagyis a ,,legegyszertibbet”. Ez
az elv [205]] bar pusztan intuicion alapul, a tudomédnyos gondolkodds az esetek nagy részé-
ben mégis szem elott tartja: az adatokat jol magyardzé modellek koziil valasszuk a lehetd
legkevésbé komplexet. Ez a feladat azonban egy sok mintét tartalmaz6 adathalmaz esetén
kordntsem egyszer(i: mdr tiz minta esetén is tobb mint kétmillié gyokértelen fa feldllitasa
lehetséges. Ezért a ,legegyszeriibb” topoldgidju fat valdjdban az 6sszes lehetséges fanak
egy szikitett alterén érdemes keresniink. Ebben van segitségiinkre a kordbban meghata-
rozott neighbor-joining fa, melyet az algoritmusnak mint kiindulépontot adhatunk meg.
Ezt kovetden a fak kozti keresés a ,,nearest-neighbor interchange” (legkdzelebbi szomszé-
dok cseréje) modszerrel torténik, melynek sordn a kezdeti fadhoz alapvetden hasonl6 fakra
szamoljuk ki az egyszeriiséget jellemz6 mértéket, majd ezek koziil vélasztjuk ki a legna-
gyobbat. Mindezt a Biopython Phylo modulja segitségével végeztiik el. A fak klddjainak
megbizhatsdgat az Gn. bootstrap eljardssal hatdroztuk meg: az illesztett fakat 1000-szer
Ujrageneraltuk az eredeti adatokbdl vald visszatevéses mintavételezést kovetden, majd ki-
szamoltuk azoknak a fiknak az aranyat, melyekben az adott klad el6fordult. Ezt az aranyt
szdzalékként tuntettiik fel a 23] dbran minden klad esetében. Az elvardsoknak megfe-
leléen a maximalis parsziménia mddszer a neighbor-joining algoritmust6l némileg eltérd
szerkezet( fat eredményezett, de a legfontosabb jellemz&ik azonosak voltak: az Afrikabol
szarmaz6 mintdk egy tobbé-kevésbé jol szepardlt kladot alkottak, mig az eurdpai és ame-
rikai mintdk 6sszemosddtak. Fontos azonban megfigyelni, hogy a klidok megbizhatésdga

rendkiviil alacsony volt, aminek az oka valdszintileg a fékomponens-analizisnél is emlitett



kevert haplotipusok mesterséges 1étrehozasa lehetett.
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23. abra. Az elemzett 44 mintara maximalis parsziménia modszerrel illesztett fa 1000
bootstrappel. A sziirke szdmok a klddok bootrap mdédszerrel meghatdrozott szazalékos
megbizhat6sagat jellemzik. A kiilonb6z6 kontinensekrdl szarmazé mintakat kiilon szinek-
kel jeloltiik. A mintdkra az azonositdikkal hivatkozunk @ tdblazat).

A MINTAK MTDNS HAPLOCSOPORT OSSZETETELE

A fenti mddszerek eredményei jorészt 6sszhangban vannak a naiv elvardsainkkal a
mintdk klaszterezettségére vonatkozodan, igy arra kovetkeztethetiink, hogy a szennyviz-
mintdk human mtDNS tartalma elegendé ahhoz, hogy hihetd tudoméanyos konklizidkat
vonhassunk le beldliik. Mindemellett azonban minden eddigi médszer erésen terhelt a
mesterségesen létrehozott kevert haplotipusok problémajatél. Ahhoz, hogy ezt a dilem-
mat feloldjuk, megkiséreltiik a mintdkban megtaldlhaté mtDNS keverékben meghatirozni

a kiilonboz6 haplotipusok jarulékait.

A haplocsoport osszetétel meghatarozasa mintanként

Ehhez a mixemt nev{ szoftvert [206]] haszndltuk, mely egy EM (expectation maximiza-
tion ~ varhato értéket maximalizdl6) algoritmus segitségével becsli meg a kevert DNS-ben
a kiilonb6z6 haplotipusok aranyat. Ehhez a Phylotree.org honlapon taldlhaté adatbazist
[207] veszi alapul, amelyben tobb mint 5000 human mtDNS haplotipust definidlé mutacié

szerepel. A program a referencia mitokondrium szekvencidra felillesztett short readeket



(BAM f4jlok) tekinti bemenetnek, majd minden read és mtDNS haplotipus parhoz hoz-
zarendel egy értéket, mely azt jellemzi, hogy a readben megfigyelhetd mutaciok mennyire
konzisztensek az adott haplotipus varidnsaival. A j. readre €s a g haplotipusra vonatkozéan

ez a mennyiség az aldbbi médon 4all el

Sjvg: H 6i7vag7

iveV;

aholv € A,C,G, T a megfigyelt varidns az i. genomi pozicioban, V; pedig a j. readben ta-
lalhato varidnsok (i,v) halmaza. A gyakorlatban J;,,, = 1 — €, ha v éppen az a bdzis, ami a
g haplotipusban megtaldlhat6 az i. genomi poziciéban, egyébként pedig €/3, ahol € annak
a valdszinlisége, hogy a varidns hibésan lett detektdlva (példaul szekvenalasi hibak kovet-
keztében). Mivel el6fordulhat, hogy egy readen beliil tobb mutécié is megjelenik, amik
a haplotipusrdl ellentmond6 informdcidkat hordoznak, az € értékét pozicié-specifikusan
vélasztjdk meg & = min{0,5; {55 }-nak, ahol m; azt mondja meg, hogy az i. pozicié a
Phylotree adatbdzisa szerint hdnyszor mutélédott. gy egy olyan pozicié, ami gyakran
mutélddik, kisebb sillyal szerepel a modellben. A readek N halmazanak, illetve a haplo-
tipusok G halmazédnak ismeretében a kiilonb6zd haplotipusok {6, } jarulékait a kovetkezd
algoritmussal hatdrozzdk meg. A kezdeti {6,} értékeket véletlenszertien, egy Dirichlet-
eloszlasbdl hizva adjdk meg. Az E 1épésben kiszamoljdk azt a feltételes valdszintiséget,
hogy éppen a j € N readben megfigyelt varidnsokat latjuk a g € G haplotipusban, ha a
{6, }-k adottak:

7. = 985]73’
78 = 2
Zg’GG Og’ 5j7g’

Az algoritmus M 1épésében tjraszamoljdk a {0, }-k értékeit a mdr ismert z; ,-k alapjan:

Y ieNZjg

Gg B Zg’eG ZjGNZj,g’

A fenti folyamatot addig ismételik, mig a {6, } értékekre kapott korrekcié egy bizonyos ha-
tarérték ald nem keriil, vagyis az értékek konvergdlnak. Ezek utdn két heurisztikus sz{irési
feltételt alkalmaznak annak érdekében, hogy csokkentsék a keveréket potencidlisan alkotd
haplotipusok szdmat. Els6ként minden readhez meghatdrozzak azt a haplotipust, amihez
a legnagyobb feltételes valoszintiség tartozik az adott {6, }-k mellett. Azokat a haploti-
pusokat, melyek kevesebb, mint n (alapértelmezésben n = 10) read esetében jelentek meg
dominans haplotipusként, a kovetkez6 1épésekben elhagyjak. Mdasodszorra minden hap-
lotipus esetén megvizsgaljak, hogy az 6t definidlé Osszes egyedi varidns hanyad részérdl
van tényleges informécionk az adatok alapjan. Azokat a haplotipusokat, melyeknél a meg-
figyelhetd egyedi varidnsok ardnya nem ér el egy kiiszobértéket (alapértelmezésben 0,5),

szintén elhagyjak. Ennek a sziirési feltételnek az alkalmazdsat alacsony lefedettség esetén



nem javasoljdk, igy a szennyvizmintdk elemzése sordn ezt kikapcsoltuk a -V opci6 hasz-
ndlatdval. Ezek utdn megismételik a teljes EM-algoritmust az igy leszlikitett G’ haplotipus
halmazzal. Végiil a readeket a fennmaradé haplotipusokhoz az alapjan rendelik hozza,
hogy melyikhez tartozott a legmagasabb feltételes valoszintiség. Ha azonban egy read ese-
tében a két legdomindnsabb haplotipushoz tartozé feltételes valdszintis€égek ardnya nem
ér el egy elbre definidlt kiiszobértéket (alapértelmezésben 2), a readet kategorizalatlannak
tekintik. A végsd haplotipus jarulékokat a kategorizalt readek ardnyai adjak meg.

A kapott eredményeket a[24] dbran kordiagramokon dbrazoltuk. Az irodalmi adatokkal
val6 egyszerlibb Osszehasonlitas érdekében a haplotipusok jarulékait haplocsoportonként
Osszeadtuk, ezeket az dbréan kiilon szinnel jeloltiikk. A lenti panelen a haplocsoportokat a
még bdvebb, foldrajzi eredet szerinti kategdridkba vontuk 0ssze, melyeket a haplocsopor-
tokat jelzd betiik alatt aldhizdssal jeloltink. Hogy segitsiik a vizudlis 0sszehasonlitdst a
kordbbi kutatdsok eredményeivel, a szineket azonosnak valasztottuk a [[188]] altal a cikk
2. é4brdjan haszndlt szinekkel. Lathat6an a két dbra nagyon hasonl6 képet fest a loka-
lis mtDNS haplocsoport eloszldsokra vonatkoz6an, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a

szennyvizmintdk vizsgalatival hiteles eredmények kaphatok.

Osszevetés az irodalmi adatokkal

A mitokondridlis haplocsoportok eloszldsara vonatkozo korabbi kutatdsokkal val6 rész-
letesebb Osszevetéshez tigy igyekeztiink az adatokat gydjteni, hogy mindig véros-, de leg-
alabb régid-specifikus eredményekkel dolgozzunk. Amennyiben ez nem volt megvalosit-
hat6, az adott orszdgra vonatkoz6 eloszldsokat dbrazoltuk az [C3] [C4] [C5] [C6] dbrdakon. A
fiiggbleges szaggatott vonal bal oldaldn a szennyvizmintdkbdl szdrmazd, mig a jobb olda-
lon az irodalmi adatok taldlhaték. A szennyvizmintdkat jellemzd kordiagramok kdzepén a
mixemt szoftver altal sikeresen bekategorizélt readek darabszama, az irodalmi kordiagra-
mok esetén pedig az adatok konkrét forrasanak hivatkozésa lathato.

Az Egyesiilt Allamokban a specifikus adatok hidnya miatt a vrosok etnikai sszetéte-
lére vonatkoz6 cenzus adatokbdl indultunk ki. Ezeket [208]] eredményei alapjan dtkonver-
taltuk a tobbféle haplocsoportot magukba foglal6é foldrajzi eredet kategéridkba, melyeket
a @ abran az aldhuzdsok szinei jelolnek. Mivel [208] nem tartalmazott arra vonatkozo
informdciot, hogy az Amerikdban €16 dzsiai populdcié milyen mitokondridlis 0sszetételd,
ezért azzal a feltételezéssel €ltiink, hogy minden 6nmagat dzsiai etnikumuinak vall6 ember
az 4zsiai foldrajzi eredet csoportba sorolhat6 az mtDNS haplocsoportja alapjdn is. Nyilvan-
valban ez a viszonylag megalapozatlan feltételezés némileg torzithatja az eredményeket, de
figyelembe véve, hogy az dzsiai populacid az amerikai varosokban csak kis ardnyban van
jelen, ezt a hatast elhanyagolhatdnak tekintjiik. A kozvetlen 6sszehasonlithatdsag kedvéért
a szennyizmintdk haplocsoport dsszetételét is dtkonvertdltuk a négy nagy foldrajzi eredet
kategéridra, ezek a [C6l dbrdn a szaggatott vonalrdl balra taldlhat6 kordiagramok belsé

sdvjan jelennek meg.
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24. abra. Mitokondrialis DNS haplocsoportok eloszlasa az elemzett szennyvizmin-
takban. a. Mitokondridlis DNS haplocsoport eloszlas a kiilonb6zé foldrajzi teriiletekrdl
szarmaz6 mintdkban. A haplocsoportok mellett feltiintetett korok szinei megegyeznek a
kordiagramok szineivel. Az aldhtizdsok szinei a bovebb foldrajzi eredet kategdridkat jelzik.
b. Mitokondridlis DNS haplocsoport eloszlds a mintdkban foldrajzi eredet kategéridnként
csoportositva.

Altaldnossdgban véve a szennyvizmintdkbdl nyert haplocsoport dsszetétel meglepden
J6 egyezést mutat a specifikus populdcidkra koncentrald, iddigényes és gondos mintagy(j-
tést igényls kutatdsok eredményeivel. Ertelemszertien akadnak kiilonbségek is, de ez a
mintagy(ijtés mer6ben mas természete miatt elkeriilhetetlen. A legtobb kordbbi kutatds
a vizsgalt populdcid evolicids torténelmére koncentral, ezért mar a mintdk beszerzésénél
is szigoru szlrési feltételeket éllit. Ezzel szemben a szennyvizben minden tipusd human

mtDNS keveredhet. Mint minden statisztikai jellegli elemzésnél, az irodalmi eloszlasok



meghatdrozdsahoz hasznalt viszonylag kevés minta, illetve a szennyvizmintdkban talalhaté
alacsony mtDNS koncentréci6 is hozzdjarulhat a megfigyelt kiilonbségekhez. Egy tovabbi
bizonytalansdgot adé faktor a keverék DNS dekompoziciéjahoz hasznalt mixemt szoftver
hatékonysagédnak a romldsa sok mtDNS haplocsoport keveredése esetén [206]. Az eredeti
cikk alapjan még hidrom haplotipus esetén is az esetek tobbségében helyesen azonositha-
t6 a csupan nyomokban (5%-os aranyban) megjelend haplotipus is, és csak ritkan fordul
el8, hogy azt hibasan egy hasonlé haplotipusként azonositja a program. Mivel az elemzés
sordn a haplocsoportokra koncentraltunk, a haplotipusok ilyen esetleges felcserélése nem
feltétleniil torzitja az eredményeket. Fontos azt is megjegyezni, hogy az Egyesiilt Allamok
varosai esetén alkalmazott foldrajzi eredet kategoéridk 1€tjogosultsagat szamos publikacid
[209-213]] kétségbe vonja, bar hasznédlatuk mind a tudomanyos irodalomban [214]], mind
a kereskedelmi eredet tesztelésben [215] széles korben elterjedt. A mddszert érd kritikdk
ellenére az alapvetd tendencidk konzisztensen megjelennek a szennyvizmintdkban csak

nyomokban megtalalhaté mtDNS elemzése sorén is.

Reprodukalhatésag

Annak érdekében, hogy képet kapjunk az eredmények reprodukalhatésagat illetGen,
az egy varosbol (El Paso, USA), de kiilonbozd szennyviztisztitd telepekrdl szdrmazé 4
mintdbdl kapott eloszldasokat egymds mellett dbrazoltuk az [C6l dbran, az [C5] 4bran pe-
dig a két zambiai varos, Kitwe és Lusaka eredményeit tiintettiik fel. Az abrdk egyszeri
manudlis Osszehasonlitdsdval lathat6, hogy az azonos kornyékrdl szarmazé mintdkban a
haplocsoportok eloszldsa rendkiviil hasonld. Figyelembe véve, hogy a human mitokond-
ridlis haplotipusok fajan [207] a H és V haplocsoportok feltlinéen kozel helyezkednek el
egymadshoz, az El Pasondl feltiintetett kordiagramok még hasonlébba valnak.

Ez arra utal, hogy a mitokondridlis haplocsoportok eloszldasdnak rekonstrukcidja a
szennyvizmintdkbdl nem csak olyan eredményekre vezet, melyek az irodalmi adatokkal

megegyeznek, hanem amelyek robusztusak €s reprodukalhatéak is.

AZ EREDMENYEK JELENTOSEGE

A populécidgenetikdval foglalkoz6 kutatdsok jelentds része az eredetileg ott €16 popu-
laciok feltérképezésére vagy Osi evolicids és migraciés mintdzatok felderitésére iranyul,
ekozben pedig a lehet6 legjobban igyekszik a helyi kisebbségek, ideiglenesen ott €16 kiil-
foldi munkdasok, bevandorldk és turistdk okozta genetikai zaj kikiiszobolésére. Mindazon-
altal nagy haszna lenne a lokdlis populédciét valéban jellemzd adatoknak is a demografiai
tendencidk, egészségiigyi €s az ehhez kapcsolddo szocidlis €s gazdasagi irdnyvonalak nyo-
mon kovetéséhez.

Sok publikaci6 igazolta, hogy a kiillonb6z6 mitokondridlis haplocsoportokban kiilon-
bozd gyakorisdggal fordulnak eld bizonyos betegségek és egészségiigyi korképek, tobbek

kozott a koszoriér-betegség, a diabéteszes retinopatia, a korai Alzheimer-kér, a frontotem-



porélis demencia, az AIDS progresszid, illetve az eml6-, prosztata- és vesedaganat [216—
220]. A haplocsoportok és a betegségek kozott megfigyelt korreldciokat mar a klinikai
gyakorlatban is biomarkerként vagy a paciensek kategorizalasat segitd faktorként hasznal-
jék [221]. Ezek a tények azt sejtetik, hogy az mtDNS haplocsoportok széleskorii vizsgélata
a kiilonbo6z06 foldrajzi teriileteken elGsegithetné a hatékonyabb, a helyi viszonyokhoz opti-
malizalt prevencios stratégidk kidolgozasat.

Mivel a vizsgalt mintdk prepardldsa a metagenomikai elemzésekhez optimalizaltan tor-
tént, felmeriil annak a lehetdsége, hogy ha specifikusan az emberi DNS kinyerését tliznénk
ki célul, még gazdagabb adathalmazra tehetnénk szert. Szamos genetikai betegség egy-
értelmi Osszefiiggésben 4ll bizonyos pontmutaciok, illetve inzercidk és deléciok meglété-
vel, melyek nem azonos valdszintiséggel jelennek meg a kiilonb6z6 populdcidkban [222-
224]]. Amennyiben lehet6ség nyilna az ilyen varidnsok gyakorisdganak elemzésére a lo-
kalis kozosségekben, egy hatalmas 1épéssel kozelebb keriilnénk az egyénekre optimalizalt
egészségligyi eljarasok megvaldsitdsahoz.

Mindezen eldnyok ellenére is sok aggély 6vezi a genetikai vagy akdr etnikai monito-
rozas bevezetését. Amellett, hogy sokan mar magit az adatgy(jtést is diszkriminativnak
tartjak, az ilyen érzékeny adatok taroldsdhoz és kezeléséhez sziikséges infrastruktira még
az esetek tobbségében nem 4ll rendelkezésre. A szennyvizmintdk elemzése ilyen szem-
pontbdl egy nagyon igéretes alternativa: a mintagy(jtés nem jar invaziv beavatkozassal,
nem igényli a résztvevok explicit beleegyezését, nem Onbevalldsos alapon torténik, nem
koveteli meg a kozosség aktiv részvételét, és természeténél fogva egy erdsen kevert min-
tat eredményez. Emellett, mivel a szennyvizgy(jtés nem igényel hosszas el6késziileteket,
illetve nagyosszegii beruhdzast, lehet6ség nyilna a populdcidk idébeli, dinamikus nyomon

kovetésére is.



OSSZEGZES

A fentiekben attekintettiik a személyre szabott gydgydszat eszméje éltal timasztott ki-
hivasokat mind az adatok megszerzése, mind pedig azok feldolgozédsa szempontjabal.

Tiid6 adenokarcindmdban szenved$ betegek metasztdzisainak vizsgdlata sordn kimu-
tattam, hogy a centrélis primer tiid6tumorok a periférikusakndl agresszivebbek és hajla-
mosabbak a korai attétképzésre. Emellett megmutattam, hogy bizonyos szervpéarok esetén
a mindkettében megjelend metasztizisok gyakorisdga eltérd att6l, mint ami a fliggetlen-
ség feltételezésébodl adédna. Tovabba megallapitottam, hogy a kiillonb6z6 szerveket érintd
attétek sorrendisége sem véletlenszerd.

A csontattéttel rendelkezd primer tiidédaganatos betegek csoportjdn feléllitott tulélési
modell segitségével megallapitottam, hogy a késéi stddiumu primer tumorok esetén, a ma-
gas vérnyomastol szenvedd pacienseknél, illetve a csontattét megjelenését kovetden a kez-
detben normadlis tartomédnyba es6 vesefunkcidkat jellemzd paraméterek koros tartomanyba
1épése varhatéan rovidebb id6 elteltével kovetkezik be.

Az immunterdpids biomarkerek elemzése sordn kimutattam, hogy a daganat kornyé-
ki immunsejtek jelenlétének prognosztikus hatdsa van primer tiidédaganatos betegeknél.
Megéllapitottam tovabb4, hogy a PD-L1 fehérjét kifejezd tumorsejtek ardnya neoadjuvans,
platina-bazist kemoterdpia hatdsara csak elvétve nd és leggyakrabban nem véltozik. A le-
pidikus tumornévekedési mintizat €s az immunsejtek PD-1 és PD-L1, illetve a tumorsejtek
PD-L1 expresszios szintjei kozott demonstraltam a negativ korreldciét. A tiildétumor és an-
nak agyi metasztazisa kozott a tumorsejtek PD-L1 expresszidjara vonatkozéan erds pozitiv
korrel4cidt talaltam.

Bemutattam egy uj, NGS adatok elemzésére alkalmas, a legnépszerlibb mddszerek-
nél nagysagrendekkel gyorsabb és sok esetben precizebb muticié-detektdlé algoritmust,
mellyel a pontmutécidk, inzercidk és delécidk azonositdsa mellett lehetdség nyilik a min-
tak kariotipusdnak vizsgdlatdra, optimalizacids 1épések elvégzésére, illetve szdmos utdla-
gos elemzési €s dbrdzolasi opcid koziil valaszthatunk.

Tobbféle sejtvonalon végzett kisérlet sordn szemléltettem a mddszer hatékonysagat és
segitségével kimutattuk a BRCA1 és BRCA?2 gének mutécids spektrumra gyakorolt haté-
sat, kiilonbozd citotoxikus kezelések és a PARP-inhibitor terdpia mutagén kovetkezménye-
it, és demonstraltuk, hogy a genomi elvéltozasok alapjan miként lehet a tumor és metaszta-
zisainak evolucidjira kovetkeztetni.

Végiil a személyre szabott gydgydszat irdnydba tett koztes 1épésként bemutattam, hogy
kornyezeti mintdk vizsgalata sordn miként lehet populdcidé-szintli genetikai kovetkezteté-
seket levonni. Az kiilonb6z6 varosokbdl szarmazé szennyvizmintdkbol reprodukélhatéan,
€és a korabbi adatokkal dsszevethetGen megéllapitottam a humédn mitokondridlis haplocso-

portok lokalis eloszlasat.



SUMMARY

In our work, we have explored the challenges of data acquisition and processing set by
the idealistic, but nonetheless promising concept of personalised medicine.

By examining the metastases of patients suffering from lung adenocarcinoma, I have
shown that primary tumours with a central localisation are more aggressive than peripheral
ones and more likely to promote early metastases. Moreover, within a single patient, the
frequency of metastases in specific organ pairs tend to differ from what would be expected
by assuming independence. The order in which metastases of various organs appear was
also not random.

For patients with primary lung cancer and bone metastases, I have defined an approxi-
mate survival model and shown that initially normal renal function parameters are likely to
deteriorate into the pathological range sooner in cases of primary tumours in later stages,
hypertension and after the appearance of the bone metastasis.

While investigating immunotherapeutic biomarkers, I have established the prognostic
role of the presence of peritumoral immune cells. I have also shown that the ratio of PD-L1
expressing tumour cells only rarely increases and mostly stays stable during neoadjuvant,
platinum-based chemotherapy. 1 have demonstrated the negative correlation between le-
pidic growth pattern and the PD-1 and PD-L1 expression of immune cells, moreover the
PD-L1 expression of tumour cells. I have discovered a strong positive correlation in the
PD-L1 expression levels of tumour cells between the primary lung tumour and its brain
metastasis.

I have designed a new mutation detection algorithm to analyse NGS data, which is
substantially faster and in many cases more precise than state of art tools. Besides recover-
ing SNVs and indels, the software can estimate the karyotypes of the samples, uses auto-
matic optimization steps to finetune the results and offers a wide range of post-processing
and visualization options.

I have demonstrated the easy usability of the tool on the results of multiple cell line
experiments and showed the effect of BRCA1 and BRCA?2 gene loss on mutation spectra,
determined the mutagenic consequences of many cytotoxic and PARP inhibitor therapies
and illustrated how genomic aberrations can be used to uncover the evolution of a tumour
and its metastases.

Finally, as an intermediate step towards personalised medicine, I have shown how to
use environmental samples to draw population-level genetic conclusions. From wastewater
samples collected from different cities, I was able to determine the local mitochondrial
haplogroup composition with good reproducibility and reasonable agreement with previous

literary data.
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MELLEKLET - KLINIKAI PARAMETEREK, MINT BIOMARKEREK
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Al. abra. A kiilonb6zo szervek metasztazisainak idoébeli eloszlasa. A csillagok azokat a
szerveket jelolik, melyeknél a korai és kés6i metasztizisok gyakorisdga kozott szignifikans
eltérés mutatkozott y-négyzet teszttel, Bonferroni-korrekci6 alkalmazéasaval (o = 0,05).

Tarsbetegségek Esetek szama Kreatinin KTA (%) BUN KTA (%)
nincs 180 7,78 15,56

csak magas vérnyomads 144 11,81 11,81

csak cukorbetegség 12 8,33 25,00

csak COPD 84 2,38 7,14

magas vérnyomads + cukorbetegség 41 12,20 17,07

magas vérnyomds + COPD 72 8,33 14,29
cukorbetegség + COPD 7 14,29 14,29
mindhdarom 25 12,00 16,00

Al. tablazat. A Kkreatinin és BUN szintjiik alapjan koros tartomanyba eso paciensek
aranya (KTA) a Kiilonb6z6 tarsbetegség csoportokban a primer tumor diagnézisakor.



Paraméter Lehetséges értékek
biszfoszfonat kezelés igen/nem
primer tumor mitéti eltdvolitdsa igen/nem
stddium korai/késdbi
dohanyzas igen/nem
nem férfi/nd
magas vérnyomas igen/nem
cukorbetegség igen/nem
COPD igen/nem
kemoterdpia igen/nem
csont metasztazis eldtt/utdn eldtte/utana

A2. tablazat. A Cox-modell illesztése soran felmeriilé paraméterek és lehetséges érté-
keik.

Paraméter értéke p-érték relativ kockazat 95%-os konfidencia intervallum
kreatinin
késoi stadium 0,030 1,651 1,050-2,597
magas vérnyomas 0,020 1,639 1,081-2,485
biszfoszfonat kezelés 0,045 0,533 0,288-0,987
dohanyzas 0,861 0,955 0,572-1,595
csont metasztazis utan <0,001 3,022 1,591-5,740
BUN
késdi stadium 0,042 1,532 1,015-2,313
magas vérnyomas 0,033 1,372 1,025-1,836
biszfoszfonat kezelés 0,015 0,538 0,327-0,885
primer tumor miitéti eltavolitasa <0,001 0,392 0,270-0,569
csont metasztazis utan <0,001 2,655 1,582-4,457
kemoterapia 0,022 0,687 0,498-0,947

A3. tablazat. A vesefunkciok elromlasi idejére illesztett Cox-modellek paraméterei-
hez tartozo relativ kockazatok értékei.



MELLEKLET - MUTACIOK GYORS ES MEGBIZHATO

DETEKTALASA
Mutans mintak WT mintak
minta azonosito kezelés kezelés minta azonosito
S16 kezd&klon kezddklon S01
S17 erds mutagén kezelés erés mutagén kezelés S02
S18 gyenge mutagén kezelés | gyenge mutagén kezelés S03
S19 gyenge mutagén kezelés | gyenge mutagén kezelés S04
S20 gyenge mutagén kezelés | gyenge mutagén kezelés S05
S21 gyenge mutagén kezelés | gyenge mutagén kezelés S06
S22 gyenge mutagén kezelés | gyenge mutagén kezelés S07
S23 erds mutagén kezelés erés mutagén kezelés S08
S24 erds mutagén kezelés erés mutagén kezelés S09
S25 erds mutagén kezelés erds mutagén kezelés S10
S26 erds mutagén kezelés erds mutagén kezelés S11
S27 duplikalt kontroll minta | duplikalt kontroll minta S12
S28 erds mutagén kezelés erds mutagén kezelés S13
S29 erds mutagén kezelés gyenge mutagén kezelés S14
S30 duplikalt kontroll minta | duplikalt kontroll minta S15

B1. tablazat. A mutacio detektalé algoritmus teszteléséhez hasznalt mintak.
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B1. abra. A bazismindség sziirési kiiszobértékének beallitasa. A megfelelé mértékben
lefedett (> 10) pozicidk (narancssirga) és a minden mintdban tiszta (kizardlag referencia)
pozicidk (kék) ratdjanak valtozdsa a bazismindségre beallitott sziirési érték véltoztatasaval.



a. indel teszthalmaz a WT mintakra b. indel teszthalmaz a mutans mintakra
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B2. abra. Indel teszthalmazok a kétféle genotipusra.

sample_mut_freq_min | other_rnf_min | sample_cov_min | FPR (10_9) TPR (%)
, 0,93 7 14,30 46,82
0,34 0,96 7 21,56 64,35
0,35 0,93 7 27,06 68,77
0,34 0,92 7 31,68 70,63
0,31 0,93 7 29,04 75,90
0,31 0,92 7 33,00 76,87
0,30 0,92 7 35,86 78,03
0,30 0,90 7 42,46 79,17
B2. tablazat. Indelek detektalasanak hatékonysaga Kkiilonboz6o paraméter-

bedllitasoknal. A feltiintetett paraméter-bedllitisok megegyeznek a[6] dbra a) paneljének
tablazatdban taldlhat6 értékekkel.

a. 30 minta b. 15 WT minta c. 15 mutans minta
1,0 2,0
1,2
) 0,8
g 10 15
é 0,8 0,6
1,0
4 5
> o — IsoMut)| 0.2 05
n ’ MuTect
0,0 0,0

, , 0,0
0,00 0,01 0,02 003 004 005 000 001 002 003 004 005 000 001 002 003 0,04 005
fals pozitiv talalatok szama / Mbp

B3. abra. Kvazi-ROC gorbék az IsoMut és MuTect teljesitményének osszevetéséhez.
A vizszintes tengelyen a kontroll mintdkban taldlt fals pozitiv taldlatok 1 Mbp-re juté sza-
ma, a fiigg6legesen pedig a kezelt mintdkban azonositott SN'V-k 1 Mbp genomra juté szé-
ma szerepel. a. A teljes adatszett 30 mintdjara futtatva. b. A 15 WT mintén futtatva. c. A
15 mutdns mintan futtatva.
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B4. abra. A MuTect altal detektalt egyedi SNV-k szama a vizsgalt mintakban. a. Alap-
értelmezett bedllitdsokkal. b. Az LOD paraméter finomhangoldsdval. Az LOD paraméter
hatarértékét ugy allitottuk be, hogy a kontrollmintdkban azonositott mutdciok darabszamat
a lehetd legalacsonyabban, mig a tobbi mintdban detektaltakét a legmagasabban tartsuk.
Az abrazolt mutacidokra LOD > 20.

mesterséges genom Wi i
w; [we |w3z [wy [ws [we [wr |o1][0oa]0o3]04]05]|06]07

DT40 0,15 0,66 0,15 0,01 0,01 001 001 3 2 3 5 8
SUM149PT 0,15 0,25 030 0,12 0,09 006 003 25 2 2 4 7 8 8
normal human 0,06 0,90 0,01 0,01 0,01 0,005 0,005 2,5 2 4 4 7 8 8
haploid 092 0,02 002 0,01 001 001 001 2 3 4 4 7 8 8
diploid 0,02 092 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01 2 3 4 4 7 8 8
triploid 0,02 0,02 092 0,01 0,01 001 001 3 3 2 4 7 8 8
egyenl§ silyd V7N Vi A Vi A Vi A Vi A Vi 1/7 2 2 2 2 2 2 2
zajos diploid 0,40 0,50 0,02 0,02 0,02 0,02 002 6 4 4 4 7 8 8

B3. tablazat. Mesterséges genomok lefedettség-eloszlasainak paraméterei. A mester-
séges DT40 és a SUM149PT genomok a megfeleld sejtvonalak tapasztalati lefedettség-
eloszldsa alapjan késziiltek. Elobbi egy tobbségében diploid, de haploid és triploid régi-
okat is tartalmaz6 genom, mig utébbi erdsen aneuploid. A lefedettség-eloszlasok a fenti
paraméterekkel 7 Gauss-eloszlds kiilonboz6 w; stlyokkal vett keverékeként dlltak eld. A
Gauss-eloszldsok kozépértékeinek a valasztott haploid lefedettség egész szamu tobbszoro-
seit tekintettiik.
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BS. abra. A tényleges lefedettség-eloszlas a 7 komponensi keverék modellel egyiitt
abrazolva.

0.20

C>A
C>G
=y | 0.16
(0] T>A
[@)]
% T>C 0.12
T>G
<
[&] A>C
() 0.08
) A>G .
® A>T
Ke]
- G>A 0.04
o G>C
G>T
0.00
< O FF <O OO0 OO FEI<O -
AN ANNANAAAAANANA
OO OVFFEFIZ<<<O0OO0OO0

3' base change

B6. abra. A DNV-spektrum hétérképen az IsoMut2py abrazolasaban. A szinskéla az
érintett genomi pozicidparok ardnyat jelzi. A vizszintes tengely mentén a DNS 3’ végéhez
kozelebbi, a fiiggblegesen az 5° véghez kozelebbi eredeti €s mutalt bazis szerinti kategoéridk
lathatok.



MELLEKLET - POPULACIO-SZINTU GENETIKAI VIZSGALATOK
KORNYEZETI MINTAKBOL

Minta azonositdé Szennyviz gyijtohely (varos, orszag)
ALB.17 Tirana, Albania
AUS.18a Melbourne, Ausztralia
AUT.70 Bécs, Ausztria
BRA.53 Belo Horizonte, Brazilia
CAN.22b Toronto, Kanada
CAN.22¢ Ottawa, Kanada
CAN.22 Regina, Kanada

CIV.13 Abidjan, Elefantcsontpart
DEU.27 Berlin, Németorszag
DNK.71_RD Koppenhaga, Dénia
ECU.14a San Cristobal, Ecuador
ESP.75 Barcelona, Spanyolorszig
ETH.24 Addisz-Abeba, Etidpia
HRV.68 Zagrab, Horvatorszag
IRL.69 Galway, Irorszag
IRN.12 Teheran, Iran
ISR.29 Jeruzsalem, Izrael
KEN.72 Nairobi, Kenya
LUX.32 Luxembourg, Luxemburg
MDA.65 Chisindu, Moldova
MKD.62 Szkopje, Eszak-Macedo6nia
MYS.54 Kuala Lumpur, Malajzia
NGA.50 Lagos, Nigéria
NPL.33 Katmandu, Nepal
PAK.7 Karacsi, Pakisztan
PER.35 Lima, Peru
SEN.8 Dakar, Szenegél
SRB.37 Belgrad, Szerbia
SVK.9 Pozsony, Szlovékia
SVN.38 Ljubljana, Szlovénia
SWE.41 Uppsala, Svédorszag
USA.74a Seattle, USA
USA.74b Chicago, USA
USA.74c El Paso, USA
USA.74d Portland, USA
USA.74¢ El Paso, USA
USA.74f El Paso, USA
USA.74¢g El Paso, USA
USA.74h Denver, USA
USA.74 Atlanta, USA
XK.60 Pristina, Koszovo
ZAF.39 Pretoria, Dél-afrikai Koztarsasag
ZMB.49b Kitwe, Zambia
ZMB.49 Lusaka, Zambia

C1. tablazat. Minta azonositok és szennyvizgyijtohelyek a 44 mintara, melyekben a
human mitokondrium lefedettsége elérte a 10-et.
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C1. abra. A referenciagenomra tortént illesztés eredménye a szennyvizmintakban.
a. A human és a vandorpatkdny mitokondriumra illett short readek darabszama azokban
a mintdkban, ahol az emberi mtDNS 4tlagos lefedettsége elérte a 10-et. b. A humén
mtDNS dtlagos lefedettsége. A fliggbleges tengelyen a mintdk azonositoi szerepelnek (CI}
tablazat).
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C2. abra. A human mtDNS lefedettsége a vizsgalt mintakban. Az emberi mitokond-
rium lefedettsége azokban a mintdkban, ahol az atlagos lefedettsége elérte a 10-et. A szi-
nes vonalak egy-egy mintdra vonatkoz6 értékeket dbrazolnak. A mintdkban megfigyelhetd
hozzéavetSlegesen egyenletes eloszlds arra utal, hogy a hibdsan felillesztett, nem humaén
readek szdma elenyészd.
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C3. abra. Az eurazsiai varosok human mtDNS haplocsoport osszetétele. A szagga-
tott fiiggbleges vonal bal oldaldn 1év6 eredmények a szennyvizmintdk elemzésébdl, a jobb
oldalon 1év8k irodalmi adatokbdl szarmaznak. A szinkédok megegyeznek a[24] dbrdn lat-
hatdakkal. A kordiagramok kozepén 1év6 szamok a szaggatott vonal bal oldaldn a sikere-
sen bekategorizalt readek darabszamat, a jobb oldaldn pedig az adatok forrdsira vonatkoz6
hivatkozds sorszamat jelolik . (EK: Eszakkelet)
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C4. abra. Az eurazsiai varosok és Melbourne human mtDNS haplocsoport Gsszetéte-
le. A szaggatott fiiggdleges vonal bal oldaldn 1év6 eredmények a szennyvizmintdk elem-
z€sébdl, a jobb oldalon 1évdk irodalmi adatokbdl szdrmaznak. A szinkédok megegyeznek
a[24] abran lathatéakkal. A kordiagramok kozepén 1évG szamok a szaggatott vonal bal
oldalén a sikeresen bekategorizalt readek darabszamat, a jobb oldaldn pedig az adatok for-
rdsdra vonatkoz6 hivatkozas sorszamdt jelolik [CI] [C3|[C7THC1E]. (Mal.: Malajzia; Auszt.:

Ausztralia)
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CS. abra. Az afrikai varosok human mtDNS haplocsoport dsszetétele. A szaggatott
fiiggbleges vonal bal oldaldn 1év6 eredmények a szennyvizmintdk elemzE€sébdl, a jobb ol-
dalon 1évdk irodalmi adatokbdl szarmaznak. A szinkédok megegyeznek a[24] dbran ldtha-
téakkal. A kordiagramok kozepén 1€v6 szdmok a szaggatott vonal bal oldaldn a sikeresen
bekategorizalt readek darabszdmat, a jobb oldalan pedig az adatok forrdsdra vonatkozd

hivatkozas sorszamat jelolik [@, @] (Kozt.: Koztarsasag)
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Cé6. abra. Az észak- és dél-amerikai varosok human mtDNS haplocsoport dsszetétele.
A szaggatott fiiggbleges vonal bal oldaldn 1év6 eredmények a szennyvizmintdk elemzésé-
bdl, a jobb oldalon 1évk irodalmi adatokbdl szarmaznak. A szinkédok megegyeznek a[24]
abréan lathatéakkal. A kordiagramok kozepén 1évd szdmok a szaggatott vonal bal oldalan
a sikeresen bekategorizalt readek darabszamadt, a jobb oldalan pedig az adatok forrdsdra
vonatkoz6 hivatkozds sorszamit jelolik. Az Egyesiilt Allamok vérosai esetén az irodalmi
adatokat az etnikumra vonatkozoé cenzus adatokbol szarmaztattuk, ezek a bal oldali kordi-
agramok bels6 paneljeivel kozvetleniil dsszevethetSk [C21HC23]. (DK: Délkelet)



CL

C2.

C3.

C4.

Cs.

Ceo.

C7.

Cs.

Co.

C10.

Cll.

Cl2.

Cl13.

Cl4.

Cl15.

Cl16.

C17.

C18.

MITOKONDRIALIS HAPLOCSOPORT ADATFORRASOK

Maciamo. Eupedia. https://www.eupedia.com/europe/european% 7B % 5C_% 7Dmtdna% 7B %5C _
9 7Dhaplogroups%7B %5C_%7Dfrequency.shtml.

Lappalainen, T. et al. Population structure in contemporary Sweden - A Y-chromosomal and mito-
chondrial DNA analysis. Annals of Human Genetics 73, 61-73. 1SSN: 00034800 (2009).

Cocos, R. et al. Genetic affinities among the historical provinces of Romania and Central Europe as
revealed by an mtDNA analysis. doii10.1186/s12863-017-0487-5. https://bmcgenet.biomedcentral.
com/track/pdt/10.1186/s12863-017-0487-5.

Helgason, A. et al. mtDNA and the Islands of the North Atlantic: Estimating the Proportions of
Norse and Gaelic Ancestry. Am. J. Hum. Genet 68, 723-737 (2001).

Poetsch, M., Wittig, H., Krause, D. & Lignitz, E. Mitochondrial diversity of a northeast German
population sample. Forensic Science International 137, 125-132. 1SSN: 03790738 (2003).

Sarac, J. et al. Maternal genetic heritage of southeastern europe reveals a new croatian isolate and
a novel, local sub-branching in the X2 haplogroup. Annals of Human Genetics 78, 178—194. ISSN:
14691809 (2014).

Bosch, E. ef al. Paternal and maternal lineages in the Balkans show a homogeneous landscape over
linguistic barriers, except for the isolated Aromuns. Annals of Human Genetics 70, 459-487. 1SSN:
00034800 (2006).

Derenko, M. et al. Complete Mitochondrial DNA Diversity in Iranians. doi:10.1371/journal.pone.
0080673, http://journals.plos.org/plosone/article/file?1d=10.1371/journal.pone.0080673% 7B %5C&
9 '71Dtype=printable (2013).

Feder, J. et al. Differences in mtDNA haplogroup distribution among 3 Jewish populations alter
susceptibility to T2DM complications. BMC Genomics 9. doii10.1186/1471-2164-9-198. http:
//www.biomedcentral.com/1471-2164/9/198| (2008).

Gayden, T. Genetic Diversity in the Himalayan Populations of Nepal and Tibet PhD thesis (Florida
International University, Mar. 2012). doi:10.25148/etd.FI112042312] http://digitalcommons.fiu.edu/
etd/580.

Quintana-Murci, L. et al. Where West Meets East: The Complex mtDNA Landscape of the South-
west and Central Asian Corridor. Am. J. Hum. Genet 74, 827-845 (2004).

Jinam, T. A. et al. Evolutionary history of continental southeast asians: Early train hypothesis based
on genetic analysis of mitochondrial and autosomal DNA data. Molecular Biology and Evolution
29, 3513-3527. 1sSN: 07374038 (Nov. 2012).

Nagle, N. et al. Mitochondrial DNA diversity of present-day Aboriginal Australians and implications
for human evolution in Oceania. Journal of Human Genetics advance online publication. doi:10.
1038/jhg.2016.147. https://www. kullillaart. com. au/assets/files/Journal % 200f % 20Human %
20Genetics.pdf| (2016).

Maruyama, S., Nohira-Koike, C., Minaguchi, K. & Nambiar, P. MtDNA control region sequence
polymorphisms and phylogenetic analysis of Malay population living in or around Kuala Lumpur
in Malaysia. https://link.springer.com/content/pdt/10.1007%7B % 5C % % TD2Fs004 14-009-0355-
6.pdf.

Coklo, M. et al. Diversity of Y-chromosomal and mtDNA Markers Included in Mediscope Chip
within Two Albanian Subpopulations from Croatia and Kosovo: Preliminary Data. Collegium ant-
ropologicum 40, 195-8. 1SSN: 0350-6134 (2016).

Zimmermann, B. et al. Mitochondrial DNA control region population data from Macedonia. Foren-
sic Science International: Genetics 1, e4—e9. ISSN: 18724973 (Dec. 2007).

Santos, C. et al. Mitochondrial DNA and Y-chromosome structure at the mediterranean and Atlantic
fagades of the Iberian Peninsula. American Journal of Human Biology 26, 130-141. 1SSN: 10420533
(2014).

Cvjetan, S. et al. Frequencies of mtDNA Haplogroups in Southeastern Europe. Coll. Antropol 28913,
193-198 (2004).


https://www.eupedia.com/europe/european%7B%5C_%7Dmtdna%7B%5C_%7Dhaplogroups%7B%5C_%7Dfrequency.shtml
https://www.eupedia.com/europe/european%7B%5C_%7Dmtdna%7B%5C_%7Dhaplogroups%7B%5C_%7Dfrequency.shtml
http://dx.doi.org/10.1186/s12863-017-0487-5
https://bmcgenet.biomedcentral.com/track/pdf/10.1186/s12863-017-0487-5
https://bmcgenet.biomedcentral.com/track/pdf/10.1186/s12863-017-0487-5
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0080673
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0080673
http://journals.plos.org/plosone/article/file?id=10.1371/journal.pone.0080673%7B%5C&%7Dtype=printable
http://journals.plos.org/plosone/article/file?id=10.1371/journal.pone.0080673%7B%5C&%7Dtype=printable
http://dx.doi.org/10.1186/1471-2164-9-198
http://www.biomedcentral.com/1471-2164/9/198
http://www.biomedcentral.com/1471-2164/9/198
http://dx.doi.org/10.25148/etd.FI12042312
http://digitalcommons.fiu.edu/etd/580
http://digitalcommons.fiu.edu/etd/580
http://dx.doi.org/10.1038/jhg.2016.147
http://dx.doi.org/10.1038/jhg.2016.147
https://www.kullillaart.com.au/assets/files/Journal%20of%20Human%20Genetics.pdf
https://www.kullillaart.com.au/assets/files/Journal%20of%20Human%20Genetics.pdf
https://link.springer.com/content/pdf/10.1007%7B%5C%%7D2Fs00414-009-0355-6.pdf
https://link.springer.com/content/pdf/10.1007%7B%5C%%7D2Fs00414-009-0355-6.pdf

CI19.

C20.

C21.

C22.

C23.

Silva, M. et al. 60,000 years of interactions between Central and Eastern Africa documented by
major African mitochondrial haplogroup L2. doi:10. 1038/srep12526, https://www.nature.com/
articles/srep12526.pdf (2015).

Stefflova, K., Dulik, M. C., Pai, A. A., Walker, A. H. & Zeigler-Johnson, C. M. Evaluation of Gro-
up Genetic Ancestry of Populations From Philadelphia and Dakar in the Context of Sex-Biased
Admixture in the Americas. Americas. PLoS ONE 4, 1-10 (2009).

U.S. Census Bureau. The Demographic Statistical Atlas of the United States - Statistical Atlas 2015.
https://statisticalatlas.com/ (2018).

Sandoval, J. R. ef al. The Genetic History of Peruvian Quechua-Lamistas and Chankas: Uniparen-
tal DNA Patterns among Autochthonous Amazonian and Andean Populations. Annals of Human
Genetics 80, 88—101. 1SSN: 14691809 (2016).

Alves-Silva, J. et al. The Ancestry of Brazilian mtDNA Lineages. The American Journal of Human
Genetics 67,444—461. 1SSN: 00029297 (2002).


http://dx.doi.org/10.1038/srep12526
https://www.nature.com/articles/srep12526.pdf
https://www.nature.com/articles/srep12526.pdf
https://statisticalatlas.com/

ADATLAP

a doktori értekezés nyilvanossagra hozatalahoz*

I. A doktori értekezés adatai

A szerz6 neve: Pipek Orsolya Anna

MTMT-azonositd: 10060440

A doktori értekezés cime €s alcime: A személyre szabott gydogyaszat nyomaban - DNS-mintak
tulajdonsagainak vizsgalata 0j generacios szekvenalasi adatok alapjan

DOl-azonosito: 10.15476/ELTE.2019.243

A doktori iskola neve: ELTE TTK Fizika Doktori Iskola

A doktori iskolan beliili doktori program neve: Statisztikus fizika, bioldgiai fizika és
kvantumrendszerek fizikaja program

A témavezetd neve €és tudomanyos fokozata: Csabai Istvan, DSc

A témavezeté munkahelye: ELTE TTK Komplex Rendszerek Fizikaja Tanszék

Il. Nyilatkozatok

1. A doktori értekezés szerzojeként

a) hozzajarulok, hogy a doktori fokozat megszerzését kvetden a doktori értekezésem ¢€s a tézisek
nyilvanossagra keriiljenek az ELTE Digitalis Intézményi Tudastarban. Felhatalmazom a
Természettudomanyi kar Dékani Hivatal Doktori, Habilitacios és Nemzetkdzi Ugyek
Csoportjanak ligyintézdjét, hogy az értekezést és a téziseket feltdltse az ELTE Digitalis
Intézményi Tudastarba, €s ennek soran kitdltse a feltdltéshez sziikséges nyilatkozatokat.

2. A doktori értekezés szerzojeként kijelentem, hogy

a) az ELTE Digitalis Intézményi Tudastarba feltdltendd doktori értekezés €s a tézisek sajat
eredeti, 6nallo szellemi munkam ¢és legjobb tudomasom szerint nem sértem vele senki szerzoi
jogait;

b) a doktori értekezes és a tézisek nyomtatott valtozatai és az elektronikus adathordozon
benyujtott tartalmak (sz6veg és abrak) mindenben megegyeznek.

3. A doktori értekezés szerzéjeként hozzdjarulok a doktori értekezés és a tézisek szovegének
plagiumkeresd adatbazisba helyezéséhez és plagiumellendrzd vizsgalatok lefuttatdsdhoz.

Kelt: Budapest, 2019. 09. 19.

a doktori értekezés szerzdjének alairasa

*ELTE SZMSZ SZMR 12. sz. melléklet



	Köszönetnyilvánítás
	Az értekezés célkituzései és motivációi
	Tartalomjegyzék
	A személyre szabott gyógyászat
	A személyre szabott gyógyászat fogalma és jelentosége
	Eddigi eredmények
	Jövobeli lehetoségek és problémák

	Klinikai paraméterek, mint biomarkerek a daganatos betegségek gyógyításában
	Tüdo adenokarcinómák metasztázisainak statisztikus tulajdonságai
	Vesefunkciók romlása tüdodaganatos, csontáttétes betegek kemoterápiás kezelése során
	Immunterápiás biomarkerek változásai metasztázisokban és platina-bázisú kemoterápia hatására

	Az új generációs szekvenálási technológiák háttere és a bennük rejlo lehetoségek
	A DNS-szekvenálás rövid története és általános céljai
	A szekvenálás céljai és szerepe a biomarker kutatásban
	Az adatfeldolgozási folyamat tipikus lépései
	Szisztematikus és véletlen hibák megjelenése, különbözo elemzési szempontok
	Ízelíto a mutáció-detektáló algoritmusok sorából
	Mutációs spektrumok vizsgálata

	Mutációk gyors és megbízható detektálása
	Kevéssé ismert genomok elemzése során felmerülo problémák
	Adatok és elokészítésük
	Megbízható mutációs teszthalmazok létrehozása és a módszer megbízhatóságának tesztelése
	Szurési paraméterek definiálása
	Optimális szurési értékek, a minták számának és a lefedettségnek a hatása
	Indelek detektálási hatékonysága
	Összevetés a hagyományos algoritmusokkal
	Szoftver implementáció
	Kiterjesztés aneuploid minták esetére
	Közös mutációk keresése
	További elemzési lehetoségek

	Genomikai biomarkerek: NGS technikával a daganatos betegségek nyomában
	A BRCA1 és BRCA2 gének hiányának hatása a mutációs spektrumra
	A leggyakoribb kemoterápiás szerek mutagén hatásainak feltérképezése
	Hosszútávú PARP-inhibitor kezelés mutációs következményei
	Metasztázisok törzsfájának meghatározása a genomi mutációk alapján

	Populáció-szintu genetikai vizsgálatok környezeti mintákból
	Az NGS technológiák használata során felmerülo jogi és etikai problémák
	Egy lehetséges megoldás: populációgenomikai következtetések szennyvízminták vizsgálatából
	Szennyvízminták gyujtése és az emberi DNS azonosítása
	Kezdeti elemzések: fokomponens-analízis, t-SNE, filogenetikai fa
	A minták mtDNS haplocsoport összetétele
	Az eredmények jelentosége

	Összegzés
	Summary
	Saját publikációk
	Az értekezés alapjául szolgáló közlemények
	Egyéb közlemények

	Hivatkozások
	Melléklet - klinikai paraméterek, mint biomarkerek
	Melléklet - mutációk gyors és megbízható detektálása
	Melléklet - populáció-szintu genetikai vizsgálatok környezeti mintákból

