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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

BAM - Binary Alignment/Map format

BER — Base Excision Repair

COSMIC - Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer
DQ — Dosage Quotient

EMA — European Medical Agency

ES — Enrichment System

FFPE — Formalin-Fixed Paraffin-Embedded

FN — Fals Negativ

FP — Fals Pozitiv

HBOCS — Hereditary Breast and Ovarian Cancer Syndrome
HGVS - Human Genom Variation Society

HR — Homoldg Rekombinacid

HRM - High Resolution Melting

Indel — Inszerci6 és/vagy delécio

IPS — lon Sphere Particle

LGR - Large genomic rearrangement

LOH — Loss Of Heterozygosity

MAQ — Multiplex Amplicon Quantification

NGS — Next-Generation Sequencing

OT - One Touch

PARPi — Poli(ADP-Ribose) Polymerase inhibitor

PTT — Protein Truncation Test

QMPSF — Quantitative Multiplex PCR of Short Fluorescent Fragments
SNP - Single Nucleotide Polymorphism

SNV - Single Nucleotide Variant



SSBR - Single-strand break repair

SSCP - Single Strand Conformation Polimorphism
UTR — UnTranslated Region

VAF - Variant Allele Frequency

VN - Valds Negativ

VP - Valos Pozitiv

VCF - Variant Call Format

VUS - Variant of Unknown Significance



2. BEVEZETO

2.1. A tumorevolucié molekularis genetikai alapja

A daganatos megbetegedesek a fejlett orszagokban a vezeté halalokok kozott
szerepelnek [1]. Elérejelzések szerint, 2050-re minden masodik iddskoru ember
valamilyen daganatos betegseégben fog szenvedni [2]. Az mar régdta ismert, hogy a rak
genetikai betegség, és hogy a sejtek rakos elburjanzasaért elsésorban a genetikai
allomanyban végbemend valtozasok, muticiok ¢és nagy genomi atrendezddések a
felelosek [3]. Ezek a genetikai valtozasok az esetek 5-10%-ban 6rokletes mutaciokra
vezethetdk vissza, donté tobbségében viszont az ember élete folyaman 1étrejovo
genetikai médosulasokrol van szo [4]. A karcinogenezis folyamatat gyakran hasonlitjak
a darwini evoluciohoz, amelynek soran a sejt a DNS-ben bekovetkezé mutacidknak
kdszonhetéen szelekcios eldnyokre tesz szert [5]. Egy adott mikrokérnyezetben ezek a
szelekcids elényok lehetévé teszik a sejt szamara a klonalis elszaporodast. Az osztodas
felgyorsulasa kedvez az Ujabb mutaciok megjelenesének, amelyek Ujabb szelekcios
eldonyt biztosithatnak az érintett sejteknek a térben vagy idOben megvaltozott
mikrokdrnyezetben [6]. Ugyanakkor a kdzelmultban olyan tanulmanyok is megjelentek,
amelyek azt sugalljak, hogy bizonyos daganatok esetében a genetikai valtozasok
(elsésorban kopiaszam-eltérések) nem szekvencialisan jelennek meg a tumorfejlodés
folyaméan, hanem sokkal inkabb egymassal parhuzamosan alakulnak ki a tumorigenezis
egy korai szakaszdban [7]. Azokat a genetikai valtozasokat, amelyek ténylegesen
hozzajarulnak a daganat kialakulasahoz és fejlddéséhez, driver mutacioknak, az érintett
géneket pedig driver géneknek nevezzik. Daganatonként altalaban 2-8 driver
gént/mutaciot kulénboztetink meg. A tébbi, rendszerint joval nagyobb szamban jelen

1évé mutacido nem nyujt szelekcios elényt a daganat szamara, ezért ezeket jarulékos



(,,passenger”) mutacioknak nevezzik. Az atfogé tumorgenom-szekvenalasi programok
soran eddig 125 driver gent azonositottak, amelyb6l 71 tumorszuppresszor, 54 pedig
onkogén. A tumorszuppresszorokban az inaktivalé mutaciok, mig az onkogénekben az
aktivald mutacidk biztositanak szelektiv eldnyoket a sejtek szamara a tumorigenezis
soran [8]. A driver génekben 1évé mutacidk azonositdsa kulcsfontossagi a modern,
személyre szabott tumorterapia korszakaban, kiilonos tekintettel azoknak a géneknek a
mutacioira, amelyekre mar Kklinikai alkalmazasban/tesztelésben vannak celzott
daganatterapias gyogyszerek. A BRCA1 és BRCA2 tumorszuppresszorok az eml6- €S
petefészek-daganatok legfontosabb driver génjei kozé tartoznak, bennik kialakulod
inaktivalé mutaciok pedig fontos lepését képezik a tumorevollcio folyamatanak tébb

daganattipus esetén is.

2.2. A BRCA tumorszuppresszor gének altalanos jellemzoi

A BRCAL gént Mary-Clair King és kutatdcsoportja azonositotta elséként [9]. A
17. kromoszéma hosszu karjan (17921) elhelyezked6 gén 5592 kddol6é nukleotidbol,
illetve 23 exonbol all, amelyek egy 1863 aminosavbol allo fehérjét kodolnak. Négyes
szamu exon nincsen, igy a szdmozas eggyel eltolodik, és a 23. exon a 24-es szamot
viseli. A BRCA2 gént Wooster és munkatarsai a 13. kromoszdéma hosszu karjan (13q12-
13) lokalizaltak [10]. A BRCA2 gen 27 exonbol épul fel, 11 385 kodol6 nukleotidbadl all,
amelyek egy 3418 aminosavbol allo fehérje képzodését iranyitjak. Az elsé exon
mindkét gén esetében nem-transzlalodo (untranslated vagy UTR) szekvencia, a 11-es

exon pedig szokatlanul nagyméretii (3 - 5 kb).



2.3. A BRCA feheérjék és sejtben betoltott szerepei

Ugy a BRCA1, mint a BRCA2 gént a fiatalkorban kialakulé emldaganatra vald
hajlammal &sszefliggésben sikeriilt el6észor azonositani, neviket is innen kaptak
(BRCA: BReast CAncer). Minthogy sok eml6- és/vagy petefészekrakban szenvedé né
esetében igazolodott a BRCA gének hibaja, mar akkor vilagossa valt, hogy daganatgatlo
génekrdl (tumorszuppresszorok) van szo [11]. Ez azzal magyardzhato, hogy a BRCA
gének altal kodolt fehérjéknek kulcsszerepe van a genomstabilitdis megérzésében
[12,13], kdvetkezesképpen azok a sejtek, melyekben hibas BRCALl vagy BRCAZ2
fehérje talalhato, nagyfokd genom instabilitast mutatnak [14-16].

A BRCAI1 és BRCA2 a genom integritdsanak megdrzését tobb aktivitasuk révén
is biztositjak. Ezek kozul a legfontosabb, hogy a Rad51-gyel kélcsdnhatasban részt
vesznek a homolog rekombinacioban (HR), mely S-fazisu sejtekben a kettésszala DNS-
torések hibamentes kijavitasanak legfontosabb Utvonala [17]. Abban az esetben, ha a
BRCAL vagy a BRCAZ2 fehérje hianyzik, vagy nem muikodik megfeleléen, akkor a HR
miikédése is zavart szenved. HR hianyaban a kettdsszala torések javitasa alternativ
utvonalakon torténik, mint a nem-homolog végek osszeillesztése (NHEJ: non homolog
end joining). Ez tovabbi hibdkat general, amelyek kromoszoma-atrendez6désekhez és
genom instabilitdshoz vezethetnek [18]. Ezért a BRCA hianyos sejtek nagyon
érzékenyek kettOsszali torést okozd DNS-keresztkoté agensekre (pl. mitomycin-c,
ciszplatin) és ionizalé sugarzasra is [19,20].

A BRCA1 és BRCA2 fehérjék szerkezete lenyegesen kilonbozik egymastol. A
BRCAL tartalmaz egy erésen konzervalt amino-terminalis RING domént, amelynek E3
ubikvitin ligaz aktivitasa van [21]. A fehérje karboxi-termindlis veégén két BRCT
motivum talalhato, amelyeknek foszfo-proteinek megkotésében van szerepiik, a DNS-

koté motivammal fuzionalva pedig aktivaljak a transzkripciot [22] (1. Abra). A BRCA1



heterodimerként fordul el a sejtekben egy masik RING/BRCT motivummal rendelkezé
fehérjevel, a BARD1-gyel egyitt. BARD1 hidnyaban a BRCAL instabil és gyorsan
degradalddik [23]. A BRCAL ubikvitindlja a CtIP fehérjét (CtBP-interacting protein),
amely az MRN komplexszel (MRE11, RAD50, NBS1) egyiittmiikodve befolyasolja a
kettdsszali DNS torések javitdsanak Ilehetséges utvonalat: a CtIP medialta szal-
visszafejtés a kettOsszala torés helyszinén a HR-t stimulalja, mig a NHEJ-ot gatolja
[24]. A BRCAL1 a BARD1-el kozdsen részt vesz a proteoszomalis degradaciora jelolt
fehérjek ubikvitindcidjdban is [25]. A RING domeénban bekovetkez6 mutaciok a
BRCAL E3 ligaz funkciojat inaktivaljak, amely a fehérje egyeb tumorszuppresszor

funkcioit is befolyasolja [26].

BRCT

BRCA1 domains Transcription
: Activation
RING domain NLS ,—Iﬁ‘ﬁ
1-10 11 12-24 1863 aa
™
[E— CtIP ——
BARD1 MWR/N BRIP1
complex BASC
RADS51
BRCA2 BRC repeats TR NLS
3418 aa
E_HE B B B_E m e
1-9 10 11 12-26 27
"
PALB2 RADS51 DNA binding RADS51

1. Abra. A BRCA1 és BRCA?2 fehérjék funkcionalis doménjeinek és kiemelt
interakcios partnereinek sematikus abrazoldsa. NLS=Nuklearis lokalizacios szignél
(van der Groep és mtsai [27] nyoman).

A BRCA1 nemcsak a Kkettésszala DNS-torések Kkijavitdsdban, hanem a

baziskivagé hibajavitasban (BER) is szerepet jatszik. A BRCA1 hib4ja azt



eredményezheti, hogy a transzkripcioval kapcsolatos hibajavitds sordn a hibéas
nukleotidok nem javitédnak ki, ez pedig a szomatikus mutaciok (példaul G>C
transzverziok) gyakorisagdnak megnovekedéséhez vezethet, ami a BRCA1 mutaciot
hordozo betegekben gyakran észlelhet jelenség [28]. A BRCA1 masik jelent6s feladata
a sejtciklusellendrzé-pontok megfelelé mitkodésének biztositasa [29,30]. A BRCA1-
BARD1 komplex elsésorban a G1/S ellendrzépont aktivalasaban jatszik szerepet, mig a
BRCAL-BRIP1-TOPBP1 (DNS topoizomeraz 2-k6té fehérje) komplex az S fazisban, a
replikacids stressz hatdsara aktivalodik [31]. A BRCAL a BASC (BRCA1-Associated
Genome Surveillance Complex) része. A BASC valamennyi tagja képes felismerni a
karosodott DNS-strukturakat, mintegy jelzérendszerként miikodve, ugyanakkor
szabalyozzak a replikaciot koveté DNS hibajavitd mechanizmusokat is [27].

A BRCAZ2 fehérje legfontosabb szerepe, hogy a BRCA1-hez hasonl6an reszt
vesz a homoldg rekombinacio (HR) folyamataban. A BRCAZ2 tartalmaz egy nyolc
példanyban megtalalhato BRC motivumot (1. Abra), amely 20-30 aminosavbol &ll és a
Rad51 megkdtésen keresztil a DNS-hibajavitasban jatszik szerepet [32]. A Rad51 a
BRCA2 TR nevii részével is kolcsonhatasba 1éphet [33]. Ennek a résznek szabalyozé
szerepe lehet a rekombinécié folyamataban: foszforilacioja eredményezhet gatlast és
aktivalast is a homolog rekombinacio (HR) soran [34]. Ezen kivil a BRCA2 egyes
szalt és kettdsszala DNS kotd régiot is tartalmaz. A BRCA2 a PALB2 fehérjén
keresztll kapcsolodik a BRCALl-hez. A harom fehérjéb6l allo komplex kialakulasa
sziikkséges ahhoz, hogy a Rad51 a kettdsszalu toréshez lokalizaljon. Ezért BRCA
hidnyos sejtekben a Rad51 nem lokaliz&l a DSB-el, igy az nem javitdédik HR altal. A
BRCAZ2 fehérje FANCDL1 néven is ismert még. Ez az elnevezés arra utal, hogy szerepet
jatszik a Fanconi Anémia DNS hibajavitd Gtvonalban, amely a DNS szalak kozotti

keresztkotések replikacio soran torténd kijavitasaért felel [35]. BRCA2 mutans
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sejtkulturak kisebb zavart mutatnak a replikacios és sejtciklus ellen6rzé folyamatokban,
de a BRCA2 nem esszencialis ezekhez a folyamtokhoz [20]. Tovabba feltételezik, hogy

a replikacios villan az Gjonnan szintetizal6odo szalat megvédi a degradaciotdl [36].

2.4. A BRCA génekhez kotheté emlé- es petefészek-daganatok

Az emlérak a nék korében a leggyakoribb daganattipusnak szamit, a statisztikai
adatok azt mutatjék, hogy élete sordn minden tizedik nében kialakul ez a betegség [37].
A petefészek-daganat ennél joval ritkabb el6fordulast (a ndk 1,8-2%-a érintett),
ugyanakkor a legrosszabb tulélési eséllyel rendelkezé daganattipusok kozé tartozik [38].
Az eml6- és petefészek-daganatok donté tobbsége sporadikus, azaz nem orokletes,
csupan kis részilkk az, ami 0roklott hajlamra vezethetd vissza (2. Abra). Az
eml6daganatoknak kozel 10%-a, a petefészek-daganatoknak pedig 20-25%-a vezethet
vissza Orokletes mutéciora [39,40]. Ez utdbbit familialis emlé/petefészekrak
szindroménak nevezzik (HBOCS: hereditary breast and ovarian cancer syndrome), ami
bizonyos génekben hordozott csiravonal-mutacioknak koszonhet6en alakul ki. A
HBOCS-ben érintett, eddig azonositott gének kozil a legfontosabb a BRCAL és a
BRCA2, a bennik talalhat6 mutaciok a HBOCS esetek mintegy 20-30%-aért felelések
[41,42]. A BRCAL és a BRCA2 génekben eléforduldo mutaciok 40-85%-kal ndvelik meg
az emlédaganatok, illetve 15-40%-kal a petefeszekrak kialakuldsnak kockézatat az
atlagpopulaciora jellemz6 gyakorisaghoz képest [43,44].

A TP53, PTEN, STK11 és CDH1 génekben taldlhatd orokletes mutaciok a
BRCAL1-2-h6z hasonldéan magas rakkockézatot jelentenek, eléfordulasuk viszont joval
ritkdbb [45-49]. A DNS-hibajavitasban szerepet jatszo6 PALB2, ATM, CHEK2, BRIP1,

RAD50, RAD51 sth. gének csiravonal-mutaciéi kodzepes rizikoju markereknek
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szamitanak, 2-3-szoros kockazatnovekedést okozva az emld- és petefészek-daganatok

kialakulasara nézve, eldfordulasi gyakorisdguk viszont ezeknek is csupan néhany

szazalék [50,51].
A. Osszes emlddaganat
Sporadikus S
emlédaganatok T?S"I'ahst K
03-05% em Osf;sna o
B. Familidlis eml&daganatok

Alacsony kockizatd gének
még nem azonositott

50%

Alacsony kockdzatid gének
67 eddig azonositott gén
15%

Magas kockdzatd gének
CDHI, PTEN, 5TK11 &TP53

Kézepes kockazati gének 5%

ATM, PALB2, CHEK2,
RAD50, RAD51 B,C,D,
NBS1 & XRCC2
5%

Magas kockazati gének
BRCA1 & BRCA2?

25%

2. Abra. Az emlédaganatok csoportositasa genetikai hatteriik alapjan. a. Az
orokletes genetikai hattérrel rendelkezé esetek ardnya alacsony. b. A familialis
csoporton belul megkllonboztetjik a magas, kozepes és alacsony kockazati gének
orokletes mutacioit (Melchor és Benitez [52] nyoman).

Osszességében, az itt felsorolt génekben talalhatd mutaciok az orokletes
mintazatot mutatd emlé- és petefészek-daganatok tobb mint 50%-aban felelosek az
oOrokletes hajlamért, mig az esetek masik felében mindeziddig még nem sikerult

azonositani a megndvekedett kockazatért felelos gént. Az azonban egyértelmii, hogy az

eml6- és petefészek-daganatok esetében egyarant a BRCAL és a BRCA2 a legfontosabb
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genetikai markerek, amelyek a legtobb oOrokletes esetért felelések, €és mint ilyen,
tanulmanyozasuk és diagnosztikajuk az alapkutatasban és klinikai gyakorlatban

egyarant kituintetett figyelmet érdemel.

2.5. BRCA gének altal iranyitott tumorevolucio

A BRCA genek altal iranyitott tumorevolicionak megkilonboztetjuk érokletes
és szomatikus valtozatat aszerint, hogy a BRCA fehérje meghibéasodasa (vagy hianya)

orokletes vagy szomatikus mutacio miatt kovetkezik-e be (3. Abra).

a. BRCA tumorevollci6 csiravonal mutacio esetén:

Sejtciklus ellendrzd
pont mutdcidja

Allél 1 Allél 2 ® @ &
RO —>
—_—
Szomatikus \"\ ® ® @
esemény n ® ® ®
KRR

b. Szomatikus BRCA tumorevollcio:
Allél 2

Sejtciklus ellendrzd
pont mutacidja

RR R
— 2RO —> %
R R )

Allél 1

D=

Szomatikus
esemény

Wae

F A
3. Abra. BRCA gének altal iranyitott tumorevolGcio. a. Csiravonal-mutacio esetén a
masodik allél legtobbszor nagy deléciok, genomi atrendez6dések révén inaktivalodik. b.
Szomatikus tumorigenezis esetében mindkét allél sporadikus esemény altal
inaktivalddik. Ez tortéenhet nagy delécid, promdter-metilacio, pontmutacio vagy a
poszttranszlacids modositasok hianya miatt (Welcsh és King [53] nyoman).
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Orokletes BRCA tumorevollciordl abban az esetben beszélink, ha a BRCA1
vagy a BRCA2 gének mar a csiravonalban olyan mutéaciot hordoznak, amelynek
eredményeként csonka (trunkalt), hibas vagy miikodésképtelen fehérje képzodik (3.a.
Abra). Az drokletes mutaciok a BRCA géneknek altalaban csak az egyik alléljat érintik
(heterozigdta), a homozigéta mutaciét hordozo egyedek ugyanis az esetek dontd
tobbségében nem életképesek, és az embridgenezis soran mar korai stadiumban
elpusztulnak [54]. Heterozigdtasag esetén a masik, vad tipusu allelrél képz6dé fehérje
normalis korilmények kézott maradéktalanul képes ellatni elettani funkcioit. Viszont a
karcinogenezis soran a megmaradt vad tipusi BRCA allél is inaktivalodik, a Knudson
két-talalat hipotézisének megfeleléen [55]. Arra vonatkozdan, hogy ez utobbi jelenség a
BRCA gének esetében miért els6sorban az emld, illetve a petefészek sejtjeire
korlatozodik, jelenleg nem ismert a pontos magyarazat. Az egyik elmélet szerint, a n6i
pubertaskorban, 6sztrogén hatasara ezekben a szdvetekben a sejtek élénk osztodasa
zajlik replikacids stresszt okozva a sejteknek, ami kedvez a DNS-hibak és genomi
atrendez6dések kialakuldsanak, melyek végsé soron a vad tipusu BRCA allél szomatikus
inaktivalddasahoz vezetnek [53]. A BRCA1-2 génekben az ismétlédé genetikai elemek
(Alu, LINE, MER, stb.) nagy aranya kedvez a homolog rekombinéacidval végbemend
szerkezetbeli mddosulasok kialakuldsanak [56], melyek kovetkeztében reszleges vagy
teljes BRCAL illetve BRCA2 16kuszt érinté deléciok johetnek létre [57,58]. Ezt a
heterozigota allapot elvesztésének is nevezzik (LOH: loss of heterozygosity), mivel
ilyenkor a vad tipusi BRCA koépia veszik el, ezaltal pedig az addig heterozigdta
formaban jelenlévé, oroklott BRCA koroki mutacid hemizigdtava valik az érintett
sejtekben. Kovetkezésképpen ezekben a sejtekben nem lesz mitkodéképes BRCA1 vagy
BRCA2 fehérje, a HR folyamata és a hozza kapcsolédd egyéb DNS-hibajavitasi

utvonalak zavart szenvednek. Ez a DNS-hibak felhalmozodasahoz és a sejtciklus
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ellenérzé-Utvonalak aktivalodasan keresztil végsé soron apoptdzishoz vezethetnek. A
Welcsh és King [53] altal k6zolt modell szerint, ha a sejtben felhalmozddd mutaciok a
sejtciklust ellendrzé fehérjék génjeit is érintik (3. abra), azok tobbé nem miikodnek
megfelelden, igy egyes BRCA-hidnyos sejtek atjuthatnak az ellenérzOpontokon és a
tumorigenezis tovabb folytatodhat. A BRCA genek altal iranyitott tumorevollcio
esetében elsOsorban a p53 inaktivalodasat tartjak sziikségesnek a daganat
kialakulasahoz. Ujabb vizsgélatok azt mutatjak, hogy a vad tipusi BRCA1 vagy BRCA2
allél elvesztése nem sziikségesszerlien az elsé 1épése a tumorevolUcidonak oOrokletes
emlddaganat esetén. Martins és munkatarsainak [59] tanulménya szerint gyakoribb
jelenség az, amikor a BRCAL helyett a TP53 vagy PTEN tumorszuppresszor genek
inaktivalddnak els6ként. Ezzel az eredménnyel 6sszhangban van az, hogy
hasnyalmirigy daganatokban a BRCA2 LOH szintén a tumorigenezis egy késobbi
szakaszaban kovetkezik be [60].

Az eml6- és petefészek-daganatok bizonyos szazalékaban megfigyelheté olyan
eset is, amikor a BRCA gének mindkeét allélja szomatikus uton inaktivalodik, ezért
ebben az esetben szomatikus BRCA tumorevoldciordl beszélink (3.b. Abra). A
szomatikus mutaciok aranya eml6- és petefészek-daganatok esetében egyarant 4-7%
kdzott mozog [61-63]. A promoter-metilacid altali gen inaktivalodas gyakorisagat
szintén hasonl6 nagysagunak becsulik [64]. A nagy genomi atrendez6dések (LGR: large
genomic rearrangements) kovetkeztében 1étrejové LOH azonban mar joval gyakoribb
jelenseég: az 50-60%-ot is eléri azoknak az eseteknek az arnya, amikor a BRCA gének
valamelyikének egyik vagy mindkeét allélja elveszik a tumorigenezis soran [65]. Mindez
arra enged kovetkeztetni, hogy a BRCA géneknek nem csak az orokletes, de a

sporadikus eml6- és petefészek-tumorok evolucidjaban is fontos szerepe van.
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2.6. BRCA mutéciok

Az orokletes emlddaganatos betegek BRCA sziirésébdl szarmazod mutaciok
legrégebbi és legnagyobb adatbazisa a BIC (Breast Cancer Information Core

Database, http://research.nhgri.nih.gov/bic/), amely 1995 o6ta gyhjti a két gén

valamelyikében azonositott eltéréseket, kibdviilve az idék folyaman petefészek-
daganatos betegek csiravonal-mutacioival is [66]. A BIC adatbazis jelenleg kdzel 3000
kiilonb6z6 BRCA1-2 génelvaltozast tartalmaz, melyek kdzott vannak kéroki (patogen)
mutaciok, neutralis polimorfizmusok és ismeretlen hatdst variansok is. A patogén
mutaciok azok az elvaltozasok, amelyek a daganat kialakulasanak kockazatat
egyértelmiien megnovelik. Ide elsésorban stop-kodont generdlé baziscserék (SNP:
single nucleotid polimorphism), illetve kereteltolodast okoz6 inszerciok és delécidok
(Indelek) tartoznak, ugyanakkor az aminosavcserével jaré mutéciok egy része is hibas
fehérje képzOdéséhez vezethet. A semleges hatdsi polimorfizmusok nem okoznak
funkciovaltozast a fehérjeben és egyforma gyakorisaggal fordulnak el6 gy az atlag,
mint a HBOC populaciokban. Diagnosztikai szempontb6l a legnagyobb kihivast az
ismeretlen hatasu varidnsok jelentik (VUS: variant of unknown significance),
melyeknek nem ismert a fehérje miikodésére gyakorolt hatasa, illetve in vitro Kisérletek
még nem késziiltek annak kimutatasara, hogy az adott mutacié milyen fenotipus okoz a
sejtekben [67]. A BRCAL1 génben jelenleg tobb mint 500 ilyen ismeretlen hatasu
varianst tart nyilvan a BIC adatbazis [68]. A patogén muticiok a BRCA1 és a BRCA2
génben elszértan barhol jelentkezhetnek, ugyanakkor megfigyelhetiink viszonylag
gyakori, de populaciénként valtozo, Un. alapité mutacidkat. A magyar populécidban 5
ilyen gyakoribb elvaltozast sikerllt eddig azonositani: harmat a BRCA1-ben

(c.66_67delAG, ¢c.181T>G és ¢.5263_5264insC), kett6t pedig a BRCA2-ben
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(c.5946_5946delT és ¢.9098 9099insA). A magyarorszagi HBOC betegek esetében a
BRCAL-2 génekben azonositott mutaciok 50-60%-at ez az 6t elvaltozas adja [69,70].

A pontmutaciok és kisebb Indelek mellett a BRCAL-2 gének inaktivalodasat egy
vagy tobb exont érintd Ordkletes deléciok és duplikaciok is okozhatjak. Ezeknek a
gyakorisaga populacionként nagyon eltéré, van ahol az 6rokletes BRCAL-2 mutaciok
50%-at ezek az elvaltozasok adjak, mashol viszont csak par szazalékos az el6fordulasi
aranyuk. Elsésorban a BRCA1-re jellemzodek, és csak kisebb aranyban érintik a BRCA2
gént [71]. A magyar populacidra vonatkoz0 pontos statisztikai adatok meég nem
ismertek, de az europai népességben atlagosan 10% korul van a BRCAL és 5% alatt a
BRCA2 gént érint6 exon deléciok es duplikaciok aranya az 6sszes koroki mutacion belul
[72].

A BRCAl-ben és a BRCA2-ben el6forduldé mutaciok az esetek dontd
tobbségében egymast kizaro jellegiick, ezért a klinikai diagnosztikaban bevett
gyakorlatnak szamit, hogy miutan valakiben azonositjak teljes gén-szekvenalassal a
koroki mutaciot, a csalad tobbi tagjanal mar csak ezt az egy pontot ellenérzik [73].
Ritka esetekben viszont el6fordulhat, hogy egy beteg mindkét BRCA génjeben mutéciot
hordoz [74]. A jelenséget ,.kombinalt vagy dupla heterozigdtasdgnak” nevezzik, az
érintett személyek tobbseége pedig az Ashkenazi zsidd populéciobdl kerdl ki, akikneél
kdzismerten joval gyakoribb az oOrokletes BRCA mutaciok el6fordulasa [75]. A
statisztikai felmérések azt mutatjak, hogy a BRCAL és a BRCA2 génjlkben is mutaciot
hordozoknal nem alakul ki korabban az eml6- és petefészekrak, mint a csak egy mutans
BRCA génnel rendelkez6knél, azonban ilyenkor is fontos, hogy mindkét mutécid
azonositva legyen az 6roklodés megfeleld vizsgalhatosaga miatt [76]. Még ennél is
ritkabban fordulnak el6 olyan esetek, amikor a BRCAL vagy a BRCA2 gén mindkét

kopiaja inaktiv lesz orokletes mutacio kdvetkeztében. Ezt a jelenséget a szakirodalom
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biallél-inaktivacidnak nevezi, és elsésorban a BRCA2 esetében szamoltak be réla [77],
ahol a mutacio érintheti mindkét allélon ugyanazt a pontot (homozigéta) vagy ket
kiilonb6z6 pontot (komplex heterozigdta). A BRCA2 gén biallél-inaktivacioja atipikus
Fanconi-anémia kialakulasahoz vezet, ami joval sulyosabb tunetekkel jar, mint a
betegség klasszikus valtozata: a kozponti idegrendszer ¢és a vérképzé szervek
rosszindulatl daganata, vastagbelrak, stb. Eddig a BRCA2 gen esetében 31 ilyen biallél-
mutaciot irtak le, 6sszesen 23 csaladban [78]. A BRCAL gén esetében csak egyetlen
ilyen esetet ismerlink, a komplex heterozigota biallél-mutécié ennél a betegnél alacsony
termetet, microcephaliat és mar 28 éves korban petefészek-daganatot eredményezett

[79].

2.7. A HBOC rizikocsoportba tartozok diagnosztikai és terapias lehetéségei

Az oOrokletes BRCA mutaciok gyakorisaga az atlagpopulacioban elenyészo,
gyakran még a 0,1%-ot sem éri el [37]. Ezert azoknak az egyéneknek a szelektalasa,
akiknél genetikai teszt elvégzése az 6rokletes BRCAL vagy BRCA2 mutaciok kimutatasa
céljabol indokolt, jol meghatarozott kritériumok szerint torténik, melyek elsésorban a
rak csaladi halmozodasanak aspektusait veszik figyelembe a kovetkezé szempontok

alapjan [80]:

» Emloérak 35 éves korban vagy korabban.

» Két vagy tobb els6foki rokon emlérakkal (atlagéletkor <50 év) vagy
petefészekrakkal (barmely életkorban).

» Héarom vagy tobb kdzeli rokon eml6- és/vagy petefészekrakja két generacioban
(legalabb egy daganat 50 év alatt).

» Férfi emlorak (barmely életkorban).

» A csaladban kimutatott BRCA mutacio.
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Ezeket a szigoru feltételeket azonban nem minden emld-és/vagy petefészek-
daganatos beteg (HBOCS), illetve hozzatartozoja teljesiti, akiknél felvetédik az
Orokletesség gyanuja. Ez tobbek kozott annak tulajdonithatd, hogy a BRCAL vagy a
BRCA2 koroki mutécioja gyakran apai agon 6roklddik, masrészt a napjainkban gyakori
kislétszamu csaladok esetén nehezebben lehet tetten érni a csaladi halmozddast. Ezért
el6fordulhat, hogy olyan betegek és hozzatartozoik nem jutnak hozza a genetikai
szliréshez, akiknél egyébként az indokolt lenne [49].

Amennyiben a genetikai teszt valakinél igazolja a BRCA1-2 hordozoi statuszt,
kiilonbozé fokozati megel6zé 1épések foganatositdsara van lehetdség, melyek
egyontetlien arra iranyulnak, hogy a daganat kialakuldsat megel6zz¢ék, a korai
felismerést el0segitsék €s a daganatterapias eljarasok hatékonysagat noveljek [81]. Az,
hogy a gyakorlatban a kezel6orvosok milyen megoldast valasztanak a felsorolt
preventiv lehetéségek koziil, orszagonként is nagy eltéréseket mutathat. Amerikaban
nagyon gyakran emld és/vagy petefészek-eltavolitdé miitétet javasolnak a tumor
kialakulasanak megel6zése céljabol [82,83]. Ezzel szemben az eurdpai gyakorlat ennél
joval kevésbé drasztikus, elsdsorban a fokozott ellendrzések (mammografia, ultrahang)
és egészségesebb életmod szorgalmazasara dsszpontosit [11].

A prevencios 1épések foganatositasan tal egyre nagyobb jelentdsége van a BRCA
muténs daganatok személyre szabott kezelésének. Az utdbbi évek kutatasi eredményei
ugyanis jelentds attorést hoztak a BRCA1-2 mutans emlé- és petefészek-daganatok
A PARP enzimek a DNS-hibajavitas kiilonb6z6 folyamataiban vesznek részt [84], mar
a DNS-kérosodasra adott valaszfolyamatok els6 1épéseiben aktivalodnak, elésegitve a
baziskivagd DNS-hibajavitast (BER: base excision repair) és az egyes szali DNS-

torések (SSBR: single strand break repair) kijavitasat [85]. Azokban a sejtekben,
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amelyekben a HR-es hibajavitds BRCAL1-2 mutacié miatt nem miikodik megfeleléen,
egy masik DNS-hibajavité mechanizmus (BER és SSBR) mesterséges gatlasa PARP
inhibitorokkal a sejtek halalat okozza [86]. Igy lehet6vé valik, hogy szelektiven csak a
tumorsejteket pusztitsuk el, ugyanis a miikodoképes BRCA1-2-vel rendelkezé normal
testi sejtek sokkal keveésbé érzékenyek a PARP inhibitorokra [87]. Az Eurépai
Gydgyszer Ugynokség (European Medical Agency, EMA) 2014 decemberében
engedélyezte az els6 PARP inhibitort, az olaparibot (kereskedelmi neve Lynparza),
recidivald, platina-szenzitiv serosus petefészek-daganatok harmadik vonalbeli mono-
orokletes, vagy szomatikus BRCAL vagy BRCA2 patogeén, illetve nagy valoszintiséggel
patogén mutacié megléte [89]. Szamos tovabbi PARP inhibitor jel6lt van klinikai
tesztelési fazisban, igy a kovetkezé években varhatéan Gjabb célzott gydgyszerek
eddiginel nagyobb aktualitasa van gyors, pontos és megbizhato diagnosztikai modszer
fejlesztésének, mely alkalmas a BRCA1-2 mutaciok azonositasara ver- és

tumormintabdl egyarant.

2.8. A BRCA mutéaciok azonositasara hasznalt diagnosztikai modszerek

A BRCAL-2 gének mutacidinak szlirésére mar az 1990-es évek elején tortént
felfedezésik utan nagy igény mutatkozott. Az évek sordn kiilonb6z6 modszerek
valtottdk egymast, melyek kozott szerepelt a protein trunkacids teszt (PTT), SSCP
(Single-Strand konformécios analizis), HRM (High Resolution Melting analizis), stb.
Ezek elsOsorban eldszirési modszerként voltak hasznalatosak, szekvencia-szintll

informéacidt nem szolgaltattak [91]. Pozitiv eredmény esetén ezért minden alkalommal
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Sanger szekvenalassal torténd megerdsitésre volt sziikség. Késébb mar egyre jobban
elterjedt az elésziirés nélkiili direkt szekvenalas gyakorlata [92]. A kapillaris, vagy
Sanger szekvendlds a mai napig a mutaciok azonositdsanak ,gold-standard”-ja a
molekularis diagnosztikaban, mely alkalmas baziscserék, illetve Kkisebb Indelek
kimutatasara [93,94]. A teljes exonokat érinté deléciok és duplikaciok kimutatasara
azonban egy masik mddszer, az MLPA (Multiplex Ligalasos Proba Amplifikalas)
alkalmazasa szukséges [95]. Mivel a BRCA gének viszonylag nagyméretiick és a
benniik eléforduldé mutaciok a génen belll barhol lehetnek, az MLPA-val kombinalt
Sanger szekvenalas igencsak koltséges és iddigényes diagnosztikai eljarast eredményez.
Az igény, hogy tumorszovetbdl izolalt DNS-mintabdl is lehetdség legyen BRCA1-2
mutaciok Kkeresése, Ujabb kihivas elé allitotta a hagyomanyos diagnosztikai
modszereket. A tumorszdvet ugyanis heterogén, normal és tumor sejteket egyarant
tartalmaz, a vad tipusu hattér magas aranya pedig veszélyeztetheti a szomatikus
mutaciok detektalasanak képességet [96]. Ezért alacsony tumor arény esetén a Sanger
szekvenalason alapulé modszer megbizhatatlanna valik. A felmeriild problémakra
megoldast jelentett az Ujgeneracios szekvenald platformok (NGS: next generation
sequencing) megjelenése 2005-ben [97]. Ezek a nagy ateresztOképességli késziilékek
ugyanis lehetové teszik egyszerre sok DNS-minta nagy mélységben torténd
szekvenalasat. A szekvenalasi mélység (lefedettség) novelése pedig lehetdvé teszi
alacsony aranyban jelenlévé szomatikus mutéciok detektélasat is [98].

Az asztali méreti Ujgeneracids szekvenald platformok elterjedésével a
diagnosztikai laboratériumok szamara is lehet6ség nyilt arra, hogy BRCA1-2 mutacio-
detektalasi folyamataikat ezekre a berendezésekre helyezzék at. Ennek eredményekeént
sorra jelentek meg a kiilonbozé6 NGS platformokra fejlesztett BRCA1-2 diagnosztikai

eljardsok, melyek dont6 tobbsége csiravonal-mutaciok kimutatdsara fokuszal, amit
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periférias vérbdl izolalt, j6 mindségii genomi DNS felhasznalasaval végeznek [99-103].
A tumormintak tobbsége viszont formalinnal fixalt és paraffinba agyazott (FFPE)
szoOvet. Emiatt az ezekbdl a mintakbdl izolalt DNS kulonbozik a vérbol izolalt DNS-t6l,
és olyan sajatos jellemvonasokkal rendelkezik, amelyek a diagnosztikai folyamatot
megnehezithetik [104]. Az FFPE mintakbdl izolalt DNS gyakran limitalt mennyiségii és
gyenge mindségii, a formalinos fixalas miatt ugyanis deaminalddnak a bazisok. Szintén
a formalin fixalas miatt alakulnak ki a keresztkotések, amelyek a DNS kisebb nagyobb
fragmentaltsagat idézik el6 [105]. A fragmentaltsag miatt az FFPE DNS mintakbol csak
limitalt hosszisdgu fragmentek amplifikdlhatoak, a gyenge mindségli €s mennyiségi
DNS templat pedig nagymértékben megnévelheti a PCR és szekvenalasi hibak aranyat
[106]. Az FFPE mintakbol végzett mutacid-analizis tehat sok szempontbdl kihivast
jelent, tobbek kdzott ez az oka annak, hogy kevés publikacio szamol be FFPE mintabdl
torténd, szomatikus mutaciok kimutatdsara is alkalmas BRCA1-2 diagnosztikai
modszerek kifejlesztésérél [107]. Ismert olyan tanulmany is, amely az FFPE minta
helyett fagyasztott szovetbdl izolalt DNS-en végzett mutacid-analizist javasol a fent
emlitett problémak kikiiszobolésére[108]. A gyakorlat azonban azt mutatja, hogy nem
all rendelkezésre minden esetben ilyen nativ szdvetet a molekularis diagnosztika
elvégzésehez, igy mindenképpen olyan modszer fejlesztésere kell térekedni, ami FFPE
szovetbOl izolalt DNS mintan is lehetévé teszi a BRCA mutaciok gyors és pontos

meghatarozasat.
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3. CELKITUZESEK

A BRCA gének inaktivalodasa a tumorevollcio folyamatanak fontos lépését
képezi tobb daganattipus esetén is. A gének inaktivalodashoz vezeté genetikai
elvaltozasok kimutatasa €s tanulmanyozasa ezért elsddleges fontossagu ahhoz, hogy a
tumorigenezis folyamatat megismerjik, illetve annak kimenetelét befolyasolni tudjuk.
A tobbfele eredetii biologiai minta (vér, nyal, FFPE) és mutacidtipus (SNP, Indel,
LGR), tovabba a célzott terapiak megjelenése a BRCA1-2 esetében egy olyan Uj
diagnosztikai eljarés kidolgozasat teszi sziikségessé, amely képes magaba integralni az
igények sokasagat, megbizhaté modszert nydjtva az 6rokletes és sporadikus BRCA
mutaciok kimutatasara. Doktori munkam soran ezért egy olyan komplex BRCA
diagnosztikai eljaras kidolgozasat tiiztem ki célul, amely a fent emlitett igények és
elvarasok integralasaval diagnosztikai és kutatasi célokra egyarant alkalmas. Ezt a

kutatasi és fejlesztési folyamatot az alabbi Iépésekben terveztem kivitelezni:

1. Multiplex PCR reakcion alapul6 target dusitasi eljaras kidolgozasa a BRCA1
és BRCA2 gének genomi DNS-mintabol torténé amplifikdlasara és ujgeneréacios

szekvenalésra alkalmas fragmentkonyvtar-készités optimalizéalasa.

2. Hozzajarulni egy, az ujgeneracios szekvenalési adatok elemzésére szolgald
bioinformatikai programcsomag kifejlesztéséhez. Az adatelemzés és mutécié-analizis

folyamatanak tesztelése koroki BRCA mutaciét hordozo6 kontroll mintakon.

3. A kidolgozott munkafolyamat validalasa lon Torrent PGM és Illumina MiSeq
ujgenerdcios  szekvenatorokon. A szekvendlasi adatok és mutacid-analizis

eredményének dsszehasonlitasa a két platform kozott.
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4. A kidolgozott diagnosztikai modszer tesztelése FFPE tumormintakon. A

BRCA tumorevolucié folyamatanak vizsgalata ovarium tumorokban.
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4. ANYAG ES MODSZEREK

4.1. Betegmintdk és DNS

Az ismert patogén mutacioval rendelkez6 BRCAL (n=18; 1. Tablazat) és BRCA2
(n=6; 1. Tablazat) sejtvonalakat a “Coriell Mutant Cell Repository” (Camden, NJ, USA)
sejtbankbdl szereztiik be. Ezeket a referencia mintédkat hasznaltuk a diagnosztikai

munkafolyamat optimalizalasa soran.

Nr Coriell ID Gén Mutéacié Exon
1 NA14090 BRCAl c.66 67delAG 3
2 NA14638 €.213-11T>G 5
3 NA14684 €.797_798delTT 11
4 NA14094 €.1175 1214del40 11
5 NA14093 €.1204delG 11
6 NA13709 €.2068del A 11
7 NA13712 €.2155 2156insA 11
8 GM14096 c.3481 3491delGAAGATACTAG 11
9 NA13705 €.3756_3759delGTCT 11

10 NA14634 €.4065_4068delTCAA 11

11 NA13710 €.4327C>G 13

12 NA14637 c.4327C>T 13
13 NA13708 c.4752C>G 16
14 NA14095 €.5200delG 18
15 NA14092 €.5201T>C 18
16 NA13715 €.5326 _5327insC 20
17 NA13714 €.5319 5320insC 21
18 NA14636 €.5621 5622insA 24
19 NA14623 BRCA2 c.125A>G 3

20 NA14624 €.5718 5719delCT 11

21 NA14170 c.5946delT 11

22 NA14639 €.6198 6199delTT 11

23 NA14622 €.6275 6276delTT 11

24 NA14626 C.9976A>T 27

1. Tablazat. A Coriell sejtbankbo6l szdrmazo csiravonal-mintdk BRCA mutacioi.
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A Bécs-Kiskun Megyei Korhaz munkatarsai rendelkezésiinkre bocsajtottak tovabbi 22
betegmintat (2. Tablazat), amelyekben el6zbéleg Sanger szekvenalassal mar
azonositottdk a BRCAL vagy BRCA2 mutacidt. Ezek a mintak szolgaltak a diagnosztikai

folyamat validalasara.

Gén Mutacio tipusa Elnevezés
BRCA1 SNV (polimorfizmusok c.181T>G
Kizarva) c.5251C>T
c.5074 G>C
Inszerciok/deléciok €.843 846delCTCA
c1016_1017insA
c.1961delA
€.2985delTCTCA

€.3700_3704delGTAAA
€.3756_3759delGTCT
c.4065_4068delTCAA
¢.5266dupC

Nagy atrendezddések del(ex21_22)
dup(ex13)

BRCA2 SNV (polimorfizmusok €.5645C>A
Kizarva)

Inszercidk/deléciok c.476-9_476-8insT
€.1813dupA
¢.5073dupA

c.5351_5352insA
c.5946delT
€.7910-7914delCCTTT
€.9098 9099insA
€.9403delC

2. Tablazat. A validacioban felhasznalt DNS mintak. Az SNV-k (pontmutaciok)
leggyakrabban semleges hatasu polimorfizmusokat takarnak, a mi esetiinkben azonban
olyan baziscserékrdl van sz6, amelyek a fehérje funkcigjat befolyasoljak, ezért patogén
mutacionak mindsiilnek. A nagy genomi atrendez6dések kimutatasara hasznalt BRCA1
mutans referencia mintékat is ebben a tablazatban 6sszegeztik.

26



Az ovariumtumor-mintakon torténé teszteléshez a SZTE AOK Pathologiai
Intézete biztositott szamunkra ovariumtumorbdl izolalt DNS mintakat. Tiz beteg
esetében lehetdségiink volt arra is, hogy a tumormintat a neki megfelelé nem tumoros
DNS-sel (FFPE metszet csak egészséges szOvetet tartalmazd része vagy periférias
verminta) parban vizsgaljuk. Valamennyi beteg alairasaval jarult hozza, hogy DNS-ét
kutatasi célra is felhasznaljuk. A bioldgiai mintakbol genomi DNS-t izolaltunk
PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA-USA), illetve High

Pure FFPE DNA Isolation Kit (Roche, IN, USA) felhasznalasaval.

4.2. Multiplex PCR alapu target amplifikalas

A human genombdl amplifikalni kivant rész a BRCA1 (NM_007294.2) és
BRCA2 (NM _000059.3) kodolé exonjaibdl, valamint az exon-intron hatarokbdl allt.
Ezeket az exonokat 6vezd intron régidkat 10 és 50 bdazispar kdzotti hosszusaglra
hagytuk, kivéve néhany olyan esetet, ahol a primertervezési kritériumok miatt ez a
szakasz rovidebb lett: BRCAL exon 9 és BRCA2 exon 9, 14, és 17. Ennél mélyebb
introni mutéaciokat is jeleztek mar néhany tanulmanyban, de ezek gyakorisaga
elhanyagolhato, a fehérje mitkodésére gyakorolt hatasa pedig megkérdéjelezhetd. Igy
Osszességében elmondhatjuk, hogy a BRCAL és a BRCA2 gének amplifikalasra altalunk
Kijelolt részek magukba foglaljak a patogén mutaciok dontd tobbségét, beleértve az
intronikus splice-site mutécidkat is. Az amplifik&lashoz szlikséges primerek tervezését
az ingyenesen elérhetd Primer3 nevii szoftverrel végeztiik [109]. Minden primert
ellendriztiink dimerképzédés szempontjabol, az 0On- és kereszt-dimerizalodast is
megvizsgalva a templatfiggetlen primer-extenzié elkerllése céljabol. Az igy

megtervezett 80 primerpar szintézisét az IDT (Integrated DNA Technologies -
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Coralville, lowa, USA) cégtdl rendeltiik meg. A primerparokat elészor egyszerti PCR
reakcioban teszteltik 20ng genomi DNS és 10 puM primer felhasznalasaval. Ezt
kovetéen a primerparokat kilenc multiplex csoportra osztottuk: négy multiplex
csoportot hoztunk létre a BRCAL gén, illetve 6t6t a BRCA2 esetében. A primerparok
altal amplifikalt fragmentek hossza 186 és 812 bazispar kozott valtozik. A BRCAL
multiplex PCR reakciokat 35 pl térfogatban vegeztik 1 x PCR puffer, 2,0 mM MgCl,,
2,5 mM dNTPs, 1,5 egység Taq DNS polimeraz (Thermo Scientific, Waltham, MA
USA) és 20-50 ng templat DNS felhasznalasaval. Az amplifikalast a kovetkez6 PCR
koralmények mellett végeztiuk: 95°C/2 perc inicidlis denaturalas; 35 ciklus 95°C/20 s;
63,5°C/30 s; 72°C/50 s; végiil, 2 perc 72°C végs6 extenzio. A BRCA2 esetében
alkalmazott multiplex reakcio kisse kilonbozik ett6l: 25 ul-es térfogatban vegeztik 0,7
egység Phusion High Fidelity Polimeraz, 5xHF puffer és 10mM dNTP (Thermo
Scientific) jelenlétében. A reakcidkorilmények ebben az esetben a kovetkezOk voltak:
98°C/2 perc; 35 ciklus 98°C/20 s; 63,5°C/30 s; 72°C/50 s; és 72°C/2 perc végséd
optimalizalas datjan hataroztuk meg. Ez 0,05 és 0,2 pmol/ul primer-koncentracio kdzott
valtozott a végso reakcio-térfogatban primerpartdl és multiplex csoporttol fliiggéen. A
multiplex PCR reakciok termékébol 10 pl-t futtattunk meg mennyiségi és mindségi

kontrollként 4%-o0s agardz gélen.

4.3. Fragmentkonyvtar-keszités és ujgeneracios szekvenalas

Miutan mind a kilenc multiplex reakcidban sikerllt az 0sszes fragmentet
amplifikalni, az ugyanazon mintahoz tartozé négy BRCA1 multiplex, illetve 6t BRCA2

multiplex reakcié termékeit Osszekevertiik 1:1 aranyban. Végul a BRCA1-multiplex
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keveréket és a BRCA2 multiplex-keveréket is 6sszedntottik egymassal 2:3 aranyban.
Erre azért volt sziikség, mert a BRCA2 gén Iényegesen nagyobb méretii, mint a BRCAL.
fgy minden minta esetében a 9 kiindulasi PCR termékbél egyetlen keveréket kaptunk,
ezzel dolgoztunk a tovabbiakban. Els6 1épésként kitisztitottuk a keveréket 100bp-nal
hosszabb fragmenteket megkoté PCR tisztitd kit-el (Geneaid, Taiwan). A keverékben
1évé PCR amplikonok széles méretspektruma miatt (200-800bp) tovabbi fragmentalasra
volt szikség ahhoz, hogy azok az Ujgenerécids szekvenatorok leolvasashossz
tartomanyaba beleférjenek. Erre a célra a restrikcios enzim alapu fragmentalast
valasztottuk, mint hatékony és reprodukalhaté DNS fragmentalasi mddszer, amely az
utana kovetkez6 adapterligdlasi 1épést is megkdnnyitheti. A fragmentalashoz alkalmas
enzimeket a négy-nukleotidos felismerd helyi enzimek kozott kerestiik, mivel ezek
viszonylag gyakoriak, és elméletileg 250 bp-os fragmentaltsagot biztositanak, ami
optimalis hosszUsag az Ujgeneracios szekvenatorok szamara is. In silico fragmentalast
modelleztink a Clone Manager 9 (Scientific & Educational Software, Denver, CO,
USA) szoftver segitségevel az dsszes olyan négyes felismerd helyti enzimmel, amelyek
hasitds utan ragadds veget generalnak. Az igy tesztelt enzimeket rangsoroltuk a
hasitassal generalt fragmentek mérete és szama alapjan, tovabba, hogy az altaluk
generdlt vég kompatibilis-e mas négyes felismeré helyti enzimével. Végul harom
restrikcids enzim felelt meg valamennyi szempontbol az elvardsainknak: az Msel (NEB,
Ipswich, MA), a Csp6l és a FspBI (Thermo Scientific). Ennek a harom enzimnek
optimalis felismerdhely-eloszlasa van a BRCA géneken belll ahhoz, hogy 50-300 bp
kozotti hosszusagu fragmenteket generaljon (4. Abra), tovabba mindharom enzim 5’-
TA ragadds véget képez, igy ugyanazokat a szekvenadld adaptereket lehet majd a

keletkez6 DNS-fragmentekhez hozza ligélni.
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4. Abra. A BRCA1L és BRCA2 amplikonok méreteloszlasa az enzimatikus
fragmentalést kovetden.

Mivel tobbféle restrikcios enzimet hasznaltunk a fragmentéalashoz, atfedo
fragmentek is keletkeztek, hasonldan a random szonikalashoz (Fiiggelék F2. Abra). Azt
is figyelembe vettlik, hogy ha egy enzim-felismer6é hely mutacié miatt inaktivalodik,
akkor legyen a kozelben mindkét oldalan masik olyan hely, amely biztositja a
lefedettséget a mutans hely fol6tt. Két egymas mellett 1évé hasitohely elmutalodasanak
valoszintiségét elhanyagolhatonak tekintettik. Az esetek tobbségében a primerek 5’
végén is szilkség volt hasitéhelyet kialakitani annak érdekében, hogy a fent emlitett
optimalis fragmentaltsag biztositott legyen, illetve, hogy a specifikus adaptereket az
amplifikalt fragmentek végeére is ra tudjuk ligalni. A restrikcios emésztéseket a gyarto
utasitasanak megfeleléen hajtottuk vegre. Egy DNS-mintan mindharom enzimmel
végeztiink egyes és kettds emésztéseket is. Az emésztést kovetden a reakcidkat ismét
PCR tisztito kit (Geneaid, Taiwan) segitségével tisztitottuk. Ezt kovetéen Illumina
MiSeq- vagy lon Torrent PGM-specifikus adaptereket ligaltunk az emésztés utan kapott

DNS fragmentekre.
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Illumina szekvenalas esetén a ligadlashoz Nextera tipusu adeptereket hasznaltunk,
kiegészitve azok szekvenciajat a TA ragados véggel:

N501-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC-index-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG

N701-TACTGTCTCTTATACACATCTCCGAGCCCACGAGAC-index-
ATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTGA.

lon Torrent szekvenalas esetén az alabbi adapter szekvenciakat hasznaltuk:
A-TTCCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGiIndex

P1-TAATCACCGACTGCCCATAGAGAGGAAAGCGGAGGCGTAGTGG

Az adapter szekvenciakat az IDT-t6l (Integrated DNA Technologies - Coralville,
lowa, USA) rendeltiik, majd a komplementer szalakat PCR gépben hibridizaltuk 6ssze.
Az igy kapott kettdsszalu adaptereket ligaltuk hozzd a restrikcios emésztéssel kapott
DNS fragmentekhez T4 DNS Ligaz (Thermo Scientific) felhasznalasaval. A ligalas
vegén DNS Polimeraz I-et (Thermo Scientific) adtunk a reakciohoz, amely a ligalas
utan maradt réseket (nick) a fragmentek végére ,tolja” (nick-transzlalas). Végul a teljes
reakcioterfogatot 2%-0s agaroz gélre vittik fel, és futtatas utan visszaizolaltuk a gélbol
a 200-400 bp kozotti mérettartomanyba esé fragmenteket gélizolald kit (Viogene,
Taiwan) segitségevel. Az igy kapott DNS-fragmentkonyvtarat qPCR segitségével
kvantitaltuk (Kapa Biosystems) LightCycler4d80 gPCR (Roche, Indianapolis, IN)
készulékben.

Az lllumina szekvenalasokat MiSeq készuléken végeztik 2x150 ciklusos
Standard flow cell v2 felhasznaldséval, kovetve a gyartd utasitasait. Az lon Torrent
PGM szekvenalashoz lon PGM™ Template OT2 200 Kitet hasznaltunk az lon
OneTouch 2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) késziilékkel. A keletkez6

ion sphere részecskéket (IPS) az ES (Enrichment System) modulon tisztitottuk és 200
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bp-os konfiguracidval szekvenaltuk az lon Torrent PGM platformon 316-os méretii

szekvenalo chip felhasznalasaval.

4.4. Bioinformatikai adatelemzés

A BRCA diagnosztikai munkafolyamat fejlesztésének kezdeti szakaszdban
kereskedelmi forgalomban kaphatd szoftvereket is Kkiprobaltunk az Gjgeneracios
szekvenalas soran keletkez6 adatok elemzésére (CLC Genomic Workbench, Torrent
Browser, MiSeq Reporter). Az optimalizalas folyamatanak elérehaladasaval azonban
egyértelmiivé valt, hogy ezek nem felelnek meg minden tekintetben az elvardsainknak,
ezért szlkségét lattuk egy sajat adatelemz6 szoftver kifejlesztésének, amely az
NGSeXplorer nevet kapta.

Az NGSeXplorer illeszté-algoritmusa a Burrows—Wheeler transzforméacion és a
Smith-Waterman algoritmuson alapszik [110,111]. A szoftver egyik specialis funkcidja
a primer szekvenciak felismerése és eltavolitasa a leolvasasok végér6l. Ez egy fontos
lépés a varidns-keresés el6tt, hiszen nélkiile a primer szekvencidk értékes mutaciokat
fednének el, amelyeket a varidnselemzé modul igy nem taldlna meg, illetve nem tartana
szignifikansnak. Az NGSeXplorer az adatelemzés rész-, illetve végtermékeit olyan
kimeneti fajlformatumokba rendezi, amelyek kompatibilisek mas adatelemz6 szoftverek
bemeneti fijlkezeld rendszereivel. Ezek koziil a legfontosabb az illesztési adatokat
tomoritd BAM forméatum (Binary Alignment/Map format) és a varidnsokkal kapcsolatos
informéaciokat magaba foglalé6 VCF formatum (Variant Call Format). A VCF kimeneti
fajl az NGSeXplorer esetében tartalmazza az adott mintaban azonositott varianst
(baziscserék, Indelek), annak pontos helyét a genomban, a varianshoz tartozo kiilonb6z6

mindségi paramétereket (lefedettség mélysége, leolvasott bazis mindsége [quality
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score], stb.), a varians tipusat (csendes, misszensz, nonszensz, frameshift, in-frame),
valamint klinikai besorolasat (semleges, patogén, ismeretlen) kiilonb6z6 altalanos és
génspecifikus adatbazisok (BIC, Ensembl, stb.) bejegyzései alapjan. A VCF-ben
listazott variansokat minden esetben vizualis ellenérzéssel validaljuk, ellendrizve, hogy
a feltiintetett adatok megfelelnek-e az illesztési kepnek. Amennyiben a varians valosnak
bizonyul, egy visszakereshetd adatbazisba keriil annak a betegmintanak az
azonositdjaval kapcsoltan, amelyikben talaltuk. A szoftver a hitelesitett (validalt)
varians mellé¢ automatikusan odarendeli a kovetkezd paramétereket is: gén, exon,
eredeti/varians szekvencia, dbSNP szam (rs#), HGVS (Human Genom Variation
Society) elnevezés és a varians allél frekvenciaja (VAF).

Az NGSeXplorer varianskeres6 részét olyan sziir6-applikaciokkal egészitettiik

ki, melyek segitenek megkulonboztetni a szekvenalasi hibakat a valodi mutacioktol:
Szélarany eltérés: Ez az alkalmazas felismeri és szekvenalasi hibanak mindsiti azokat
irdnyban nagyon nagy eltérést (> 35%) mutat a frekvenciajuk.
Melység teszt: a fragmentalasnak koszonhet6en a gén egy adott pontjat egyszerre tobb
poziciobol induld szekvenciak is lefedhetik. Ezeket a kiilonb6z6 ,,mélységbdl” Kiinduld,
az eredeti és a varians szekvenciat tartalmazé leolvasasokat Mann—-Whitney U tesztnek
veti ala az alkalmazés [112]. Felismeri és szekvenalasi hibanak mindsiti azokat a
variansokat, melyek frekvencidja szignifikansan eltér a kiilonb6zé mélységbdl indulo
leolvasésok kozott.

Annak érdekében, hogy az lon Torrent szekvendtor homopolimer DNS
szakaszokra jellemz6 szekvendlasi hibait (fals inszerciok es deléciok) meég inkabb
Kikiiszobolhessik, létrehoztunk egy adatbazist 20 vad tipusi DNS-minta BRCA1-2 lon

Torrent szekvenalasi adataibdl. Ez az adatbazis tartalmazza a BRCA gének teljes
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szakaszan el6forduld inszercios és delécios valtozasok frekvenciait, amelyek - vad
tipusu mintakrdl 1évén sz0 - egy szekvenalasi alapzajnak tekinthet6k. Azok a helyek a
BRCAL-2 génen, amelyeken ennek a frekvencianak az értéke nem haladja meg a 10%-ot
(gépi  hiba), alacsony hibakockazati pozicioknak tekinthet6ék. Ha egy tjonnan
szekvenalt, ismeretlen statuszi minta Indel frekvencidja egy ilyen pozicioban eléri a
25%-0s detektalasi kiiszobot, akkor valodi variansnak tekintheté. Ha ez a 25% egy
olyan DNS szakaszon fordul eld, ahol az Indelek alapzaja eleve meghaladja a 10%-ot,
akkor az alabbi varians-sziirék segitenek elddnteni, hogy valodi Indellel van-e dolgunk
vagy szekvenalasi hibaval:

Gyiiriizodés: Ennek a varians-sziirének a miikodése azon a feltevésen alapszik, hogy
ha egy valddi egybazisos inszercio torténik valamely homopolimer szekvenciaban,
akkor ennek a frekvenciaja nagyobb kell, hogy legyen, mint amit a statisztikai adatbazis
tartalmaz erre az inszercidra nézve. Ezen kivil a kétbazisos inszercio frekvenciaja is
megno ezen a helyen az adatbazisban mérthez képest.

Delécié-elmozdulas: Ha egy valddi egynukleotidos delécio torténik egy homopolimer
DNS szakaszon, akkor a plusz-minusz egy nukleotidos Indelek ardnya megvaltozik az
adatbazisban mérthez képest. Vagyis, ha a deléciok ardnya nd, az inszerciok aranya
pedig csdkken, akkor az egy valddi delécios eseményre utal.

Homopolimer (HP) szazalék: Megfigyeléseink az mutatjak, hogy egy HP szakaszon
mért Indel frekvencidjanak értéke gyakran korrekcidra szorul az ilyen szakaszokon nagy
gyakorisaggal eléforduld szekvenalasi hibdk miatt. A korrekcid, amit ebben az esetben
alkalmazunk, megegyezik az ellenkez$ iranyl esemény adatbazisbeli és az adott
mintdban mért frekvencigjanak kilonbségével. Ezt az éertéket anti-HP-nek nevezzilk,

mig az ezzel feljavitott Indel frekvenciaja a HP-szazalék. Ez a varians-sziir6 jol
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meghatarozott algoritmus alapjan hajtja végre a sziikseges korrekcidkat (Flggelék, F1.
Abra). Mikodésérol a Fuiggelék F1. Tablazatban tobb eset-példat is bemutatunk.
Varians ujrarendezes: Ez az alkalmazas azonositja az 6sszes, egy bazisnal hosszabb
alacsony frekvencidju Indelt és tjrailleszti koriilotte a leolvasasokban 1év6 bazisokat
annak érdekében, hogy az Indel lehetséges hosszat maximalizalni tudja.

Az lon Torrent szekvenalasi adatok esetében tehat a varians-keresést a fent ismertetett
varians-sziirék bevonasaval végeztik. Ennek a folyamatnak a vazlatat az 5. Abra

szemlélteti.

| BRCA1 és BRCAZ lon Torrent PGM szekvenalas |
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5. Abra. A varians-keresésre kidolgozott munkafolyamat vazlata lon Torrent
szekvenalasi adatok esetén

4.5. Nagy genomi atrendezédések kimutatasa

Az Ujgeneracids szekvenaladshoz hasznalt amplikonok altalaban tal révidek

ahhoz, hogy nagyobb Indeleket kozvetlenul detektalni lehessen velik. Az
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amplikonokrdl keletkez6 leolvasasok mennyisége azonban aranyos a kiindulasi templat
mennyiségével, igy ennek az aranynak a megvaltozasabdl mar lehet kdvetkeztetni olyan
duplikacids (inszercid) vagy delécios eseményekre is, amelyek egész exonokat, sot akar
a teljes gént is erintik. Ezért a multiplex PCR amplifikalason és Ujgeneracids
szekvenalason alapulé diagnosztikai  eljardsunkat teszteltik nagy genomi
atrendez6dések — elsésorban exon deléciok és duplikaciok— kimutatasara is. Erre a célra
az Illlumina MiSeq szekvenalasok lefedettségi adatait (leolvasasok szama) hasznaltuk
fel. A tesztet két olyan mintan vegeztik el (2. Tablazat), amelyeket el6z6leg mar MPLA
analizissel megvizsgaltunk az MLPA BRCALl kit (MRC Holland, Amsterdam)
felhasznalasaval, a gyarto utasitasait kovetve. Ennek a két tesztmintanak a lefedettségi
adatait hasonlitottuk 6ssze harom, vad tipusu referencia minta atlagaval. Mindkeét
tesztmintabdl harom parhuzamos amplifikalast es szekvenalast vegeztunk (triplikatum).
A normalizdlast és az 06sszehasonlitdst kulon-kilon végeztik el a BRCAL
amplifikalasara szolgdld negy multiplex PCR reakcid esetében, a masok altal mar
kordbban leirt eljaras szerint [113]. Osszefoglalva, ahhoz, hogy egy minta
amplikonjanak dézishanyadosat (dosage quotient — DQ) megallapitsuk, sziikség van az
amplikonhoz tartoz6 multiplex csoport abszolut leolvasadsszamara, amelyet az ebbe a
multiplex csoportba tartoz6 valamennyi amplikonrdl keletkezett leolvasasok
Osszegeként allapitottuk meg. Ezutdn minden mintara kiszamoltuk az ¢sszes amplikon
relativ leolvasasszamat, amelyet az amplikon leolvasasszama és az amplikonhoz tartozé
multiplex csoport abszolut leolvasasszéma kozotti hadnyadosként hataroztunk meg.
Végul a mintak amplikonjainak relativ leolvasédsszdmét elosztottuk a referenciak
atlagaval, ami megadta annak az amplikonnak a DQ-jat az adott mintdban. A szamitas

képletbe foglalva az alabbiak szerint néz ki: DQ'est = (RCY/RC) st/ (RC/RCH) ¢ ahol
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““RC’’= read count (leolvasas szam); ““i’” = amplikon i; “*all’” = 6sszes amplikon;

““test’” = teszt minta; és “‘ref *’ = referencia minta.

4.6. Formalinnal fixalt és paraffinba agyazott (FFPE) tumormintak vizsgélata

A kidolgozott diagnosztikai eljarast FFPE mintakon is teszteltlik. Az els6ként
vizsgélt tiz FFPE tumorminta esetében parhuzamosan periférias vérmintat (vagy ahol ez
nem volt lehetséges, ott nem tumoros, normal szOvetmintat) is vizsgaltunk, annak
érdekében, hogy a két kiilonbozéd eredeti mintabol kapott eredményeket
0sszehasonlithassuk. A BRCA1 és BRCA2 multiplex PCR alapu amplifikalasat bizonyos
esetekben szlikséges volt kiegesziteni singleplex PCR reakciokkal is az FFPE DNS
gyengébb mindsége miatt. Sikeres amplifikdlast kovetden a keletkezett PCR
termékekbdl fragmentkonyvtarat hoztunk 1étre a mar kordbban ismertetett modon, és a
mintakat Illumina MiSeq platformon szekvenaltuk. A keletkez6 szekvenalasi adatok
elemzéséhez és a mutacio kereséshez az NGSeXplorer szoftvert hasznaltuk szomatikus
varians-keresésre adaptalva: minimum 100-as lefedettség és legaldbb 10% varians allél
gyakorisag. A sikeres tesztelést kovetben tovabbi 25 ovariumtumor-mintaban

hataroztuk meg a BRCA gének mutécids statuszat.

4.7. A mutéacio-analizis érzékenységének vizsgalata

Ahhoz, hogy ellendrizhessiik, valoban alkalmas-e az altalunk kidolgozott
modszer alacsony varians allél gyakorisag detektalasara is, higitasi sort keészitettiink
mutans (BRCAL: ¢.5263 5264insC) és vad tipusi FFPE DNS keverékébdl csokkend
mutans arannyal: 1/2, 1/4, 1/8 és 1/16. A kiindulasi mintdk DNS tartalmat NanoDrop

spektrofotométerrel (Thermo Scientific) kvantitaltuk, majd a megfelel6 aranyokban
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kevertiik Oket. A keverék mintdkbol az eddigiekhez hasonloan fragmentkényvtarat
készitettink és az FFPE mintdkkal parhuzamosan megszekvenaltuk éket Illumina
MiSeq platformon. Vegul az NGSeXplorerrel végzett adatelemzést kovetden
Osszehasonlitottuk a vart és kapott allél-frekvencidkat a kiilonb6zé aranya

keverékekben.
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5. EREDMENYEK

5.1. A BRCA mutéciok azonositasara kifejlesztett diagnosztikai modszer tesztelése

A BRCA1 és BRCA2 génekben eléforduld mutaciok azonositisara kidolgozott
diagnosztikai folyamat elsé tesztelését 24 olyan DNS-mintan végeztik el, amelyekben a
BRCA mutacioé mar el6z6leg ismert volt. Ezeket a DNS mintakat a Coriell (Camden, NJ,
USA) mintabankbol szereztiik be, és Ggy valogattuk dssze 6ket, hogy minél tébb olyan
mutéciét tesztelhessiink, melyek meghatarozasa a rutin diagnosztikai gyakorlatban
egyébként nehézkes lehet. Ilyenek a kiilonb6zé hosszusagl inszercidok és deléciok,

valamint a homopolimer régidkban el6fordulé mutaciok (1. Tablazat).

Multiplex-1 Multiplex-2 Multiplex-3 Multiplex-4
12 3 4 55— 1 2 3 4 5 — 1 2 3 4 5 — 1 2 3 4 5 —
[ =] E_Eae
- |BSEESE

Multiplex-1 Multiplex-2 Multiplex-3 Multiplex-4 Multiplex-5
1 2 3 45— 12 3 4 5 — 2 3 4 5— 1 2 3 4 5 — 1 2 3 4 5 —

6. Abra. A BRCA1 és BRCA2 gének amplifikalasa Coriell DNS mintakbol. a. A
BRCAL gén amplifikalaséara szolgalo négy multiplex PCR reakcio. b. A BRCA2 gén
amplifikaldsa 6t multiplex PCR reakcioban. A PCR fragmentek mérete 200-800
bazispar kozott valtozik. 1-5: 6t kiilonb6z6 DNS minta, —: DNS nélkili negativ
kontroll.
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A diagnosztikai folyamat els6é 1épése a BRCA gének amplifikdlasa a genomi
DNS mintakbol. A multiplex PCR reakciok optimalizalasa soran olyan primer-
csoportokat hoztunk létre, amelyekben valamennyi primer-par megfeleld erésségi
terméket ad az amplifikalas soran, az igy keletkezd fragmentek pedig méret alapjan jol
elkiilonithetéek egymastol 4%-os agar6z gélen. Ennek eredmenyekent a BRCAL gén
amplifikdlasa négy, a BRCA2-é pedig 6t multiplex PCR reakcioban torténik. A
multiplex reakciok el6zetes optimalizalasanak k6szonhetéen mind a 24 Coriell mintabol
sikeriilt amplifikalni az 6sszes PCR amplikont (6. Abra). A sikeres amplifikalast
kovetéen DNS-fragmentkonyvtarat allitottunk eld a mintdkbol az elézdleg mar
ismertetett modon, és Ujgeneracios szekvenalo platformon szekvenaltuk o6ket. A 24
minta elkulonitését az adatelemzés soran a ligalasi 1épésnél hozzajuk adott egyedi index
v. barcode szekvencidk tették lehetové.

A lefedettségi adatok elemzésébdl kideriilt, hogy a megfeleléen optimalizalt
kisérleti koriilményeknek kdszonhetben, sikertilt lefedni a teljes BRCAL és BRCA2 gent,
a lefedettség mélysége pedig egyenletes megoszlast mutatott a kiilonbozé amplikonok
kozott (7. Abra). A mintanként kapott atlagos leolvasas szam 133 ezer, mig az atlagos
lefedettség 689x-es volt. Az NGSeXplorer varianskeresé algoritmusait ugy
optimalizaltuk az egyes filterek kiiszobértekének ndvelésevel ill. csokkentésével, hogy
mind a 24 mintdban megtaladlja az ismert patogén mutéciot. Ezen optimalizalas
folyaman nagy figyelmet forditottunk a hosszl Indelek illesztésének és azonositasanak
pontossagara (8. Abra). A mi esetiinkben két mintaban volt ilyen jellegi mutacio: egy
11 bp-os delécio a GM14096-ban és egy 40 bp-os delécié a NA14094 jelzésii mintéban.

Az NGSeXplorer ezeket is megfeleld modon illesztette és azonositotta (8. Abra).
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b. BRCA2 PCR amplikonok

7. Abra. Az lllumina MiSeq szekvenalassal kapott leolvasasok eloszlasa a BRCA1
(a.) és BRCA2 (b.) PCR amplikonok kozott. Egy adott amplikon esetében a
lefedettség az amplikonon belul kijelolt tobb referencia pont mérési atlagabdl
szarmazik. Ez volt tovabb atlagolva a merésben részt vevo 24 minta kozott.

A hosszu Indelek azonositasanak reprodukalhatosagat Ugy teszteltlik, hogy az
ilyen mutaciét tartalmazé mintakat tobb alkalommal szekvenaltuk, majd
varianselemzést végeztink a kapott adatokon az NGSeXplorer segitségével. A

reprodukalhatosagi  kisérletek lefedettségi és varians-keresési eredményeit a 3.

Tablazatba foglaltuk dssze.

Indel €.3481 3491delGAAGATACTAG €.1175 1214del40
Szekvenalas NGS1 NGS2 NGS1 NGS2
lllesztett leolvasasok 127 591 140 112 165 866 153 689
Atlagos lefedettség 105x 160,5x 196,9x 485,2x
Lefedettség 303x 435x 334x 660x
VAF 36,30% 35,40% 53,89% 47,42%

3. Tablazat. Nagy Indelek detektalasanak reprodukalhatésaga.
Atlagos lefedettség: a gén tobb pontjan mért lefedettségi értékek atlaga. Lefedettség: az
adott Indel pozicidjdban mért lefedettségi érték. VAF — varians allél frekvenciaja.
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5.2. A BRCA mutacidk azonositasara kifejlesztett diagnosztikai modszer validalasa

Az optimalizalassal egybekotott sikeres tesztelési fazist kovetden, a
diagnosztikai mddszert 20 olyan betegmintan validaltuk (2. Tablazat), melyekben ugyan
el6z6leg mar meg volt hatarozva a BRCAL vagy BRCA2 mutécio, de annak pontos helye
a validalast végz6 személy el6tt ismeretlen maradt. A 20 mintabol készitett DNS-
fragmentkonyvtarat Illumina MiSeq és lon Torrent PGM platformokon is
megszekvenaltuk, 0sszehasonlitva a kutatdsban és diagnosztikdban leggyakrabban
hasznalt két szekvenalo berendezéssel kapott eredményeinket. A szekvenalasok soran
kapott adatokat ezlttal is az NGSeXplorer szoftver segitségével elemeztik. A két
platformra vonatkozé szekvenalasi paramétereket, a leolvasasok szamat és a lefedettségi

értékeket a 4. Tablazatban foglaltuk dssze.

. Hlumina lon Torrent
Szekvenalasi paraméterek MiSeq PGM
Flow cell/chip tipus Standard v2 316
Ossz leolvasas szam 14M 915k ill. 1,25M
Atlagos leolvasas hossz 99,3bp 99,24bp
Leolvasasok atlag quality értéke (Phred) 33,79 24,24
Atlag leolvasas/minta 247 749 99 774
Illeszthetod leolvasasok aranya 76% 88%
Atlagos lefedettség [min, max] 1262 [304,2100] 439 [159, 1326]
Mi,n. 50x lefedettségii target részek 99,93% 99,68%
aranya
Inszerciok aranya 0,01% 1,27%
Deléciok aranya 0,04% 0,67%
Baziscserék aranya 0,29% 0,23%

4. Tablazat. Az lllumina MiSeq és lon Torrent PGM platformokon végzett
szekvenalasok mennyiségi és mindségi paramétereinek osszegzése. A szekvenalasi
paramétereknél feltiintetett értékeket a validalasi folyamatba bevont 20 csiravonal-minta
atlagabol szamoltuk. A minimum és maximum lefedettségi ertékek a mintak kozotti
eltérésre vonatkoznak.
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Az atlagos leolvasés-hossz az lllumina és lon Torrent esetén is hasonlo volt, azt
elsésorban az enzimatikus emésztés soran keletkezd fragmentek méreteloszlasa
hatarozta meg (4. Abra). Mindkét gyartd egyedi szoftveres algoritmust hasznal a
leolvasott bazisok mindségi értékének (Quality score) becslésére, igy azok
0sszehasonlitasa nehézkes, még annak ismeretében is, hogy az lon Torrent altalaban
alulbecsiili, mig az Illumina kissé talbecsiili a leolvasott bazisok minéségét [114]. A
keletkezett leolvasasok referencia szekvencidhoz torténd illesztése utan megallapithato,
hogy a baziscserés hibdk aranya a két platform esetében hasonlé (0,29 és 0,23
szubsztitucié 100 bazisra vonatkoztatva Illumina, illetve lon Torrent esetében). Az
inszerciok es deléciok ardnyanak 6sszehasonlitdsabdl kiderdlt, hogy az lon Torrent
PGM altal generélt leolvasasokban 1,27 inszercio és 0,67 delécid volt 100 bazisonként
(4. Tablazat), mig lllumina esetében ezek a hibak csak minimalis aranyban voltak
megfigyelhetéek (0,01 és 0,04). Mivel heterozigdta aranyban jelen levd mutaciokat
kerestlink, ezért a mutaciok kereséséhez a varians allél kiszobértéket 25%-ban
allapitottuk meg ugy pontmutéciok, mint Indelek esetén (célszerii az elméleti 50%-nal
kisebb érteket megadni, mert az amplifikalasok soran eltolédhat az allélarany
alacsonyabb iranyba). A mutacio kereséshez minimalisan szikseges lefedettség 50x-ben

volt meghatarozva.

5.2.1. Mutacid-analizis Illumina MiSeq szekvenalas esetén

A sajat tervezésii bioinformatikai szoftvertink (NGSeXplorer) segitségével mind
a 20 validacios mintaban sikeresen azonositottuk a BRCA mutacidkat. Fals negativ vagy
fals pozitiv talalat nem volt az eredmények kozott (5. Tablazat). Ennek kdszonhetéen az

Illumina MiSeq szekvenatorral egybekdtott BRCA diagnosztika Kisérleti szenzitivitasa
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[VP/(VP + FN)] 100%-os volt (VP a valds pozitiv variansok szama, FN pedig a fals
negativoke). Valos negativ variansok hianyaban a specificitast a fals pozitiv (FP) rataval

fejeztuk ki FP/(FP + VVP), melynek értéke igy 0% lett.

NGS Platform

Talalt variansok Illumina lon torrent

MiSeq PGM

Fals pozitiv 0 26

B} Fals negativ 0 16
Osszes Valds pozitiv 140 124
Val6s negativ 982

Fals pozitiv 0 16

L Fals negativ 0 1

Koroki Valos pozitiv 20 19
Valos negativ 680

5. Tablazat. A validaciés mintdk mutacio-analizisének eredménye.

5.2.2. Mutéacié-analizis lon Torrent szekvenalas esetén

A mutacio-analizis kezdeti szakaszaban az NGSeXplorer az dsszes lehetséges
varianst kilistazza az lon Torrent szekvenalas adatai koziil (jelen esetben 1148 varians
20 mintaban) a varians-sziirék alkalmazasa nélkiil (5. Tablazat). Ezt kovetden a varians-
sztir6k szekvencialis aktivalasaval igyekeztink minimalisra csdkkenteni a fals pozitiv
talalatok aranyat anélkul, hogy kozben valodi variansokat veszitenénk el (6. Tablazat).
Az optimalizalassal egybekotott tesztelési fazisban az alabbi kiszobértékeket
rendszeresitettik az egyes varians-sziirok esetében: mélységteszt 5, gytlirizédés 20%,

delécio-elmozdulas 30%, HP-szazalék 25% és szalarany eltérés 35%. Az egyes szlir6-
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alkalmazasok kuszobérteken tali szigoritasa ugyan tovabb csokkentené a fals talalatok

szamat, de azzal parhuzamosan valddi mutaciokat is elveszitenénk.

Variansok szama
Osszes Kéroki

Varians-sziir6k

Osszes varians 1,148 715
Melység teszt 1,072 669
Gyltrizodés 565 293
Deléci6 elmozdulas 261 101
HP szazalék 228 71
Szélarany eltéres 166 36

6. Tablazat. A varians-sziir6 algoritmusok szekvencialis alkalmazasa az Ion
Torrent adatokra.

A lon Torrent adatok esetében a 20 validacios mintabol 9-ben csak a valodi
mutacio maradt meg a varians-sziirést kovetden, mig 10 masik minta esetében a valodi
mutacio mellett bennmaradt még tovabbi 1-4 fals pozitiv patogen mutécio is. A
fennmaradd egy minta esetében a varians-sziirés utan nem maradt mutacio, ugyanis az
egyik sziirGalkalmazas nem ismerte fel valédinak a mutaciot. Ez egy Adenin/Timin
baziscsere volt (c.5645A>T), amit a szekvenciaban tovabbi négy Adenin kovetett
(homopolimer régid). A mutacidt a szalarany-eltérés mindsitette szekvenalasi hibanak,
mivel a reverz leolvasasokon a homopolimer régié miatt a varians bazis korul az atlag-
mindség a Q10-es kiiszobérték alatt volt, és igy ezeket a leolvasasokat a szoftver nem
tudta figyelembe venni a mutacid-analizis soran. Osszességében az lon Torrent
adatokon veégzett mutacio-analizis 95%-0s kisérleti érzékenységgel és 97,3%-0s
specifikussaggal rendelkezett. Ez utobbit a kovetkezé képlet alapjan szamoltuk:
[VN/(VN + FP)]. A diagnosztika altalanos pontossaga [VP + VN/(VP + VN + FP +
FN)] pedig 97,2% lett.
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5.3. Nagy genomi atrendezédések kimutatasa

A BRCAL génben az exon deléciok és duplikaciok meghatarozasara az Illumina
MiSeq platform altal generdlt leolvasasszamokat hasznaltuk bementi adatként.
Kiszamoltuk az atlagos DQ-t (dézis hanyados) mind a 36 BRCA1 fragment esetében,
négy kiilonboz6 csoportba rendezve azokat a négy multiplex PCR reakcionak
megfeleléen. A doOzis hanyadost a teszt- es referenciamintak normalizalt leolvasas-
szamainak aranyaibol szamoltuk, ahogy azt kordbban a modszereknél részleteztiik. A
négy kiilonb6z6 csoport értékeit egy kozos grafikonon abrazoltuk. A 36 amplikon DQ
értékei harom merettartomanyba sorolhatok: 0,5 (0,55-0,63 kozott), 1,0 (0,81-1,2
kozott) és 1,5 (1,45), annak megfeleléen, hogy az altaluk amplifikdlt exon hany
példanyban van jelen az adott mintaban (1,0 - normal példanyszam; 0,5 - delécié; 1,5 -
duplikacié). Az amplikonok DQ értéeke alapjan elmondhatjuk, hogy az egyik
tesztmintaban 21 22 exon delécid, mig a masikban 13-as exon duplikacio tortént (9.

Abra). Ezek az eredmények megegyeznek az MLPA analizis eredményeivel.

® Del21_22
N Dupl3

Dézis hanyados (DQ)

0 5 10 15 20 25 0
PCR amplikonok

9. Abra. Az exon deléciok és duplikaciok kimutatasara szolgalé dozishanyadosok
grafikus abrazoldsa. Egy pont a grafikonon egy, triplikdtumban amplifikalt és
szekvenalt BRCA1 PCR amplikonrol kapott lefedettségi értekek atlagolt és vad tipusu
mintahoz normalizalt dézishanyadosat (DQ) jelenti.
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5.4. BRCA tumorevolucié vizsgalata tumormintakon

A BRCA tumorevolucié folyamatanak nyomonkdvetése érdekében elséként tiz
petefészek daganatos beteg BRCA mutécids statuszat vizsgaltuk meg. Ehhez a
vizsgalathoz rendelkezésiinkre allt FFPE (formalinnal fixalt és paraffinba agyazott)
tumorszovetbdl izoldlt DNS (tumor-DNS) és normal szévetbdl (nem tumoros FFPE
szovet, vagy periférias vér) izolalt DNS minta is. Az FFPE mintakbol izolalt DNS
mindségi és mennyiségi korlatai miatt csak részben amplifikalhatd. Ahogy a 10. Abréan
is latszik, a multiplex PCR reakcidkban a nagy molekulastulyt PCR fragmentek nem,
vagy csak kismértékben amplifikalddtak. Ezért ezekben az esetekben, a multiplexben
PCR reakcidékban nem amplifikalodd fragmenteket singleplex reakciokkal egészitettiik
ki. Ezt kdvetden a mar ismertetett moédon DNS-fragmentkonyvtarat allitottunk elé a
szekvenald kit segitségével. A szekvenalasi adatokat az NGSeXplorer szoftver

segitségével elemeztik.

PV-DNS FFPE DNS Negativ

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 - -

10. Abra. BRCA1 Multiplex-2 PCR reakcié FFPE szovetbél izolalt DNS mintakon.
1-4: Periférias vérbol (PV) izolalt DNS (pozitiv kontroll), 5-18: FFPE szdvetbdl izolalt
DNS, —: DNS nélkuili negativ kontroll. A PCR fragmentek mérete 200-800 bazispar
kozott valtozik. 4%-os agaroz gél.

48



A mintak lefedettségi adatainak elemzése 100%-o0s lefedettséget mutatott a
BRCA génekre nézve, koszonhetéen a multiplex amplifikalas singleplex reakcidkkal
torténd kiegészitésének. Az atlagos szekvenalasi melység 2000x-es es 841x-es, mig az
atlagos leolvasasszam 458 ezer, illetve 230 ezer volt a tumormintak, illetve azok normal
parja esetében. Ezt kovetéen mutécid-analizist vegeztunk a mintakon, melynek

eredményeit a 7. Tablazat foglalja 0ssze.

Minta SzOvettipus Mutécids statusz
Perif. vérminta WT
NT-1
Tumor FFPE-50% WT
NT-2 Normal FFPE BRCAL: ¢.5263 5264insC
Tumor FFPE-30% BRCAL: ¢.5263 5264insC
Perif. vérminta WT
NT-3
Tumor FFPE-30% WT
Perif. vérminta WT
NT-4
Tumor FFPE-60% WT
NT5 Perif. vérminta BRCAL: ¢.5263_5264insC
Tumor FFPE-80% BRCA1: ¢.5263 5264insC
Perif. vérminta WT
NT-6
Tumor FFPE-60% WT
Perif. vérminta WT
NT-7
Tumor FFPE-60% WT
Normal FFPE WT
NT-8
Tumor FFPE-80% BRCAL: c.628C>T
Perif. vérminta WT
NT-9
Tumor FFPE-80% WT
Perif. vérminta BRCA1: ¢.5370C>T
NT-10

Tumor FFPE-70%

BRCA1: ¢.5370C>T

7. Tablazat. Tiz ovarium FFPE tumor és normal szdvetminta vizsgalata soran
kapott eredmények 0sszegzése. Az FFPE mintdk tumor ardnyat molekuléris patologus
allapitotta meg vizualis becslés alapjan. Az 6sszehasonlitasban limfocitakbol (periferias
vér) vagy az FFPE minta nem tumoros részér6l izolalt DNS szolgalt normal
referenciaként. Az NGS szekvenaldssal azonositott koroki mutaciok és
polimorfizmusok részletes tablazata a Fliggelékben talalhatd (F2. Tablazat).
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A 10 tumormintdbol négyben taldltunk olyan koéroki mutédciot, amelyekrol
ismert, hogy a daganat kialakuldsdban szerepet jatszanak. Valamennyi mutacio a
BRCAL-ben wvolt jelen: két mintdban egy Kkereteltolo (farmeshift) inszerciot
azonositottunk (c.5263 5264insC), masik két mintdban pedig egy-egy stop-kodon
mutaciot (c.628C>T és ¢.5251C>T). A normal szovetbdl izolalt DNS szekvenalasat
kovetd mutacio-analizis rdmutatott arra, hogy a négy mutacio koézil harom mar a
csiravonalban is jelen volt, és csak egy tumorminta hordoz szomatikus BRCA mutaciot:
ez a €.628C>T; p.Q210* mutacio volt az NT-8 minta esetében. Mind a négy mutaciot
megerdsitettiik Sanger szekvenalassal is. A tumor és normal szovetmintak a kéroki
mutaciokon kivil még tartalmaztak semleges és ismeretlen hatasu polimorfizmusokat is
homozigdta és heterozigota formaban egyarant (Fliggelék F2. Tablazat).

Az NT-8 mintdban azonositott ¢.628C>T mutacié 0j, egyik adatbazis sem
tartalmazza, ezért 41127-es azonositoval jelentettik azt a COSMIC adatbazis
kezeldinek. A mutacié allélaranya ebben a tumormintdban meghaladta a 80%-ot.
Ugyanakkor az is megfigyelhetd volt, hogy olyan csiravonalbeli BRCA1l
polimorfizmusok, melyek a beteg normal szdvetében heterozigota formaban voltak
jelen, a tumormintaban homozigdta iranyba tolodtak el (11.a. Abra). Mindez arra utal,
hogy mig a BRCA1 gén egyik allélja stop-kodon mutacioval rendelkezik, addig a
megmaradt, vad tipusu allél nagyobb genomi atrendez6dés altal veszett el (LOH: loss of
heterozygosity). Az eredmények alapjan felvazoltunk egy modellt, amely a BRCA
tumorevollcio lehetséges lépéseit abrazolja az NT-8 ovarium tumor esetében (11.b.

Abra).
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Genotipus '::;;T Ts:;'v‘:l Va:;é';'-l'"-"
Exon10: C/T (Q210X) | 0% -
l Q210X
Ivs1: T/C 65% 91%
Exonll: C/T 51% 93%
Exonll: T/C 56% 92% Allél 1
Exonll: C/T 45% 91%
Exonll: A/G 46% 89%
Exonll: A/G 49% 89% lLOH
Exonl3: T/C 52% 92%
Exonl6: A/G 48% 92%
IVS16: A/G 74% 92% Allél 2 BRCAl ‘
VS18: G/A 7% e deficiens sejt

11. Abra. A NT-8 szamuG ovariumtumor-minta tumorevoltciés modellje (Welcsh és
King [53] nyoman). a. A BRCAL gén 0jgenerécios szekvenaldsa sordn kapott mutacid
(piros) és a polimorfizmusok (fekete) allélaranyanak dsszehasonlitdsa normal szdévet és
tumorminta esetén. b. Az eredmények alapjan feléllitott BRCAL tumorevollcios modell.

Ezt kévetéen ujabb 25 ovariumtumor-minta BRCA mutacios statuszat is megvizsgaltuk
(8. Tablazat). A diagnosztikai mddszer ebben az esetében is megfeleléen mikodott. A
szekvendlads soran az atlagos lefedettség itt is kozel 2000x-es volt, ami mintanként
atlagosan 450 000 leolvasast igényelt. A 25 tumormintabdl 12-ben talaltunk koroki
mutaciot (48%), melyek kozil 10 megtalalhatd a BRCA1-2 csiravonal-mutaciokat
Osszesit adatbazisban is (BIC). A masik két mutacid koziil az egyik (c.7795G>T) a
ClinVar adatbazisban szomatikus muticioként van regisztrdlva, mig a maésik
(c.1236insT) mutacio egyetlen adatbdzisban sem szerepelt. A csiravonal-mutéciok
kozll a leggyakoribb a BRCAL ¢5263_5264insC, amelyik négy mintaban is jelen volt.
A mésik két leggyakoribb mutaci6 a BRCAL ¢.181T>G és a BRCA2 c.9976A>T,
melyeket két-két mintdban is megtalaltuk. A tobbi mutéciét egy-egy alkalommal

azonositottuk. A mutans mintdkban az elébb ismertetett NT-8 mintdhoz hasonléan itt is
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megfigyelheté, hogy a mutans allél aranya a homozigéta iranyba tolddik el. Ez aldl

csupan négy minta volt kivételt.

ID Tumor IIIeszt,e t Atlagos, Mutaciods statusz VAF
arany leolvasasok lefedettség
OV-1 50% 730K 2231x WT -
OoV-2 5% 182K 608x WT -
oV-3 80% 1.2M 4241x WT -
OV-4 N.D. 400K 1142x BRCAL ¢.1236insT 83%
oV-5 N.D. 244K 721x BRCAL ¢.5263_5264insC 87%
OV-6 85% 394K 1101x WT -
OoV-7 50% 152K 691x WT -
oV-8 15% 246K 1289x WT -
OV-9 40% 166K 835x WT -
OV-10 40% 274K 1263x BRCA2 c.9976A>T 50%
OoV-11 60% 145K 740x BRCAL c.181T>G 88%
OV-12 40% 188K 973x WT -
OV-13 80% 287K 1748x WT -
OV-14 80% 365K 2039x WT -
OV-15 2% 306K 1816x BRCAL c.66_67delAG 52%
OV-16 60% 309K 1825x BRCAL1 ¢.5263_5264insC 7%
OoV-17 50% 431K 3168x BRCA2 c.9976A>T 50%
OV-18 60% 227K 1590x BRCAL1 ¢.5263_5264insC 73%
OV-19 60% 387K 2345x BRCAL c.181T>G 75%
OV-20 60% 380K 2063x BRCAL1 ¢.5263_5264insC 83%
ov-21 40% 438K 2646x WT -
OoV-22 65% 410K 2408x BRCA?2 ¢.7795G>T 78%
oVv-23 60% 332K 2081x WT -
OV-24 60% 1.7M 5521x WT -
OV-25 40% 1.3M 4100x BRCAL ¢.5370C>T 54%
8. Tablazat. 25 ovarium FFPE tumorminta szekvenalasanak és mutéacio-

analizisenek osszefoglald téblazata. Pirossal vannak jeldlve a csiravonal-mutaciok,
kékkel a szomatikus mutaciok. Az FFPE mintak tumor aranyat vizualisan, becslés
alapjan molekularis patologus allapitotta meg. Roviditések: K-ezer, M-millié, VAF-
varians (mutans) allél frekvenciaja.
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5.5. A mutacié-analizis érzékenységének vizsgalata

A tumormintak esetében azt is megvizsgaltuk, hogy melyik az a legalacsonyabb
varians allél frekvencia, amelynél a mutacié még nagy biztosnaggal kimutathato a vad
tipusu hattérbol. Mivel nem allt rendelkezéslinkre olyan tumorminta ahol a mutans allél
aranya 50%-nal alacsonyabb lenne, ezeért higitasi sort keészitettiink mutans és vad tipusu
mintak felhasznalasaval. Az igy kapott eredmények elemzése soran kidertlt, hogy a
mutans allelt csak a higitasi sor elsé két tagjaban (1/2 és 1/4 arany) azonositotta az
NGSeXplorer varianselemzéje az alapértelmezett beallitasok mellett (100-szoros
lefedettség, 5% varians all¢l arany). Az eredmények vizualis ellendrzésébdl kideriilt,
hogy a masik két mintaban (1/8 és 1/16 arany) is jelen van a mutans allél, de joval az

5%-o0s kliszobérték alatt (9. Tablazat).

Vart varians Kapott varians

Varians Higitas 1 i 1 s Lefedettség
allél arany allél arany
1/2 38.55% 30% 2552x
. 1/4 19.27% 10.78% 1776x
BRCAL ¢.5382insC 1/8 9.63% 3.0205** 3492x
1/16 4.81% 2.70%** 2552x

9. Tablazat. Alacsony aranyban jelen lévé mutacio azonositasa mutans és vad
tipust FFPE DNS keverékében. *A vart varians allél aranyt a higitatlan mutans FFPE
DNS szekvenalasi eredményébdl szamoltuk. **Ezeket az ardnyokat csak akkor
észleltik, amikor a varianselemz6 kiiszobértékét 5% alé csokkentettik.
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6. DISZKUSSZIO

A disszertacioban bemutatott, BRCA mutaciok vizsgalatara kifejlesztett modszer
a gének multiplex alapu amplifikalasan és a PCR termékek enzimatikus fragmentalasan
alapul, amelyet DNS-fragmentkdnyvtar létrehozasa és Ujgeneracios szekvenalas kovet.
Restrikcios enzimek hasznalata DNS fragmentalasra Gjgeneracids céljabol nem szamit
széles korben elterjedt modszernek, az Msel-et viszont mar kordbban is sikeresen
hasznaltdk DNS fragmentalasra egy-sejt genomszekvenalas céljabol [115,116]. A mi
esetlinkben az Msel altali fragmentalast kiegészitettiik a Csp6l és az FspBI enzimmel.
Mindharom restrikcids endonukleaz négynukleotidos szekvenciat ismer fel, hasitas utan
pedig ,,TA” tulnydlé véget general a DNS fragment 5° végén, ami megkonnyiti az
adatperek ligalasat ezekhez a fragmentekhez.

A diagnosztikai folyamat beallitasara és optimalizalasara 24 kiilonb6z6, ismert
BRCA mutacioval rendelkez6 csiravonal-mintat valasztottunk. A multiplex PCR és
fragmentkonyvtar el6készitési 1épéseineck megfelelé optimalizalasat kovetben, mind a
24 mintat megszekvenaltuk Illumina MiSeq ujgeneracids szekvenald platformon. A
kapott adatok feldolgozasara és kiértékelésére el6szor platformspecifikus szoftvereket is
igénybe vettlink (Torrent Suite alkalmazds az lon Torrent esetében, illetve MiSeq
Reporter szoftver az lllumina adatokra). A diagnosztikai modszer optimalizalasa soran
azonban egyértelmiivé valt, hogy a hatékony adatelemzés érdekében sziikség van sajat
fejlesztésti  bioinformatikai eszk6z hasznalatara is. Ezért fejlesztettik ki az
NGSeXplorer nevii adatelemzd szoftvert, amely pontos illesztési algoritmussal,
lefedettség-generatorral €s variansazonosito-elemz6 egységgel is rendelkezik, Ion
Torrent esetében kiegésziilve a kiilonb6z6 varians-sziiré alkalmazasokkal a szekvenalas

mindségének in silico javitasa érdekében [117].
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Az Ujgeneracios szekvenalds esetében a pontos €s megbizhatd mutacio-
detektalas elsddleges feltétele, hogy a kivalasztott régio teljes terjedelmében ¢és
megfelel6 mélységben legyen szekvenalva. Az els6ként vizsgalt 24 minta lefedettségi
adataibol egyértelmiien 1atszik, hogy a BRCALl és BRCA2 genek kivalasztott régioi
100%-ban le lettek fedve a PCR fragmentek, illetve a keletkez6 leolvasasok altal. A
multiplex PCR alapu target dusitasi modszerek nagy kihivasa, hogy a kilonb6zé
amplikonok azonos vagy kozel azonos mennyiségben termelédjenck a PCR soran,
hiszen a szekvenalasnal csak igy lehet biztositani azt, hogy a lefedettség a kiilonb6z6
amplikonok kozétt kiegyenlitett legyen (7. Abra). Ezt a mddszer optimalizalasa soran a
primerparok mennyiségenek és a PCR reakciokorilmények valtoztatasaval ertik el (6.
Abra). Az, hogy egy adott génszakasz esetében mi az optimalis lefedettségi mélység,
minden esetben a kiinduldsi minta tipusatol és a varianselemzés igényeitdl fiigg.
Csiravonal-mintak esetében, ahol a variansok altalaban legalabb 50%-os allélarannyal
szerepelnek, 50-szeres lefedettség korul van az a minimalis szekvenalasi mélység,
amelyet mar masok is megbizhatdnak tartanak [102,118]. Miutan ezek a feltételek a 24
tesztminta esetében adottak voltak, a varianselemzés valamennyi esetben helyesen
azonositotta a kéroki mutaciot, fals pozitiv talalatok nélkil, beleértve azt a két mintat is,
amelyekben a nagy Indeleket két fiiggetlen szekvenalasban is megvizsgaltuk (3.
Tablazat).

A kezdeti tesztelesi szakaszt kovetden tjabb 20 csiravonal-mintat hasznaltunk
arra, hogy validaljuk a diagnosztikai folyamatot a legelterjedtebb Ujgeneracids
szekvenatorokon: az Illumina MiSeq és az lon Torrent PGM platformon. A
szakirodalomban tobb olyan tanulmany is fellelheté, amely egy-egy ujgeneracids
platformra validal egy eldre kidolgozott BRCA diagnosztikai munkafolyamatot: egyesek

lon Torrent PGM platformot hasznéltak erre a célra [102,119], mig méasok Illumina
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HiSeq [118], vagy GS Junior (Roche454, Carlsbad) szekvenatort [120]. Az olyan
kozleményeknek azonban mar joval kevesebb a szama, amelyek ezt a BRCA
diagnosztikai munkafolyamatot egyszerre tobb Ujgeneracios szekvenald platformon is
tesztelik [103]. A mi 6sszehasonlitasunkban a ket asztali szekvenator kézil az Illumina
MiSeq helyesen azonositotta a koroki mutaciot mind a 20 mintaban fals pozitiv talalat
nélkdl (5. Tablazat). Az lon Torrent adatok esetében varians-sziiré algoritmusokat
alkalmaztunk a szekvenalasi hibak altal generalt fals pozitiv talalatok kiklszobolésére
(6. Tablazat). Az lon Torrent szekvenalasi kémia legnagyobb hatranya az Illuminaval
szemben a homopolimer szakaszokban tapasztalt pontatlansadga [114]. Az ilyen jellegii
hibak aranya kilondsen nagy azokon a szakaszokon, ahol valodi variansok/mutaciok is
elé6fordulhatnak [121], ez pedig nehézkessé teszi az adatelemzés soran a szekvenalasi
hibak kiszelektalasat anélkil, hogy a modszer altalanos érzékenységet rontanank [122].
A mi esetlinkben a varians-sziir6 algoritmusok alkalmazasa drasztikusan csokkentette a
fals pozitiv talalatok szdmat, amit a 97,3%-os specifikussag is mutat. Ugyanakkor a 20
mintabol egy esetben valodi koroki mutaciot is szekvenalasi hibanak érzékelt az egyik
szlirGalgoritmus, ami a diagnosztikai érzékenység nagyfoku csokkenését eredményezte
(95%). Annak ellenére, hogy a fenti eset specidlis okokra vezethetdé vissza, egy
diagnosztikai pontossdgu mutécio-analizis soran valodi mutaciok elvesztése nem
megengedett. A varians-sziir6k altal szekvenalasi hibanak vélt és ezért kiszelektalt
variansok vizualis ellenérzése a végleges eredmény elfogaddsa el6tt segithet
megakadalyozni lon Torrent adatelemzés soran valodi mutaciok elvesztését (5. Abra).

A BRCAL es BRCA2 gének atfogd diagnosztikai folyamatanak alkalmasnak kell
lennie a két gént érintd nagyobb genomi atrendezédések detektaldsara is (gén delécio,
exon delécié/duplikacio). Méar kordbban bizonyitast nyert, hogy a multiplex PCR

reakciok alkalmasak arra, hogy segitségliikkel megallapitsuk az amplifikalt targetek
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példanyszamat az egyes amplikonok dozishanyadosanak meghatarozasaval. Ez
multiplex amplikon kvantitalas (MAQ) [123] vagy rovid fluoreszcens fragment
kvantitativ multiplex PCR (QMPSF) alkalmazasaval egyarant lehetséges [124]. A
multiplex PCR-rel egybekdtott NGS szekvendlas altali  kopiaszam-meghatarozas
legfontosabb feltétele, hogy a fragmentek normalizalt leolvasasszamai stabilak
maradjanak az egyes mintak kozott [113]. Ennek érdekében egységes maodszerrel
izolalt, megfelelé minéségii ¢s mennyiségii DNS-re van szlikség, hogy az amplifikalas
Kinetikdja a kiilonboz6 mintak kozott azonos legyen. Az elsésorban mutaciok
azonositasara fejlesztett diagnosztikai modszeriink a nagy atrendezddések kimutatasa
esetében is igeretesnek bizonyul, hiszen a rendelkezésre allé tesztmintdkban helyesen
azonositotta az exon deléciokat és duplikéaciokat (9. Abra).

Az utébbi eévekben egyre fontosabba valt olyan diagnosztikai modszerek
fejlesztése, amelyekkel nem csak periférias vérmintabdl lehet azonositani a BRCA
mutaciokat, hanem tumormintakbol is [125]. Ezt az igényt szem el6tt tartva a
kifejlesztett diagnosztikai modszeriinket olyan DNS-mintéakon is teszteltik, amelyeket
ovariumtumorok FFPE (formalinnal fixalt, paraffinba &agyazott) szdvetmintajabol
izolaltak. Kozismert tény, hogy a szomatikus BRCA mutaciok gyakorisaga
ovariumtumorokban nem haladja meg az 5-8%-ot [61,62,126,127], azonositasuk mégis
fontos abbdl a szempontbol, hogy azok a petefészek-daganatos betegek, akik
szomatikus BRCA mutacioval rendelkeznek, ugyanugy részesllhessenek a PARP-
inhibitorokon alapul6 célzott tumorterdpidbol, mint akik csiravonalban hordozzak azt
[89]. Az elsOként vizsgalt tiz tumor-DNS esetében péarhuzamosan csiravonal-DNS
mintat is vizsgaltunk, annak érdekében, hogy a két kiilonb6z6 eredetii mintabdl kapott
eredmeényeket 6sszehasonlithassuk. A négy, tumormintaban azonositott BRCA mutacio

kozil harom a csiravonalban is jelen volt, kovetkezésképpen a 10 vizsgalt
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ovariumtumor-minta kézll egy tartalmazott szomatikus mutaciot (7. Tablazat). Az NT-
8 mintaban azonositott ¢.628C>T; p. Q210* egy Uj szomatikus BRCAL mutacio, amely
a COSMIC adatbazisban még nem volt megtalalhatd. Ugyanakkor ebben a mintaban
sikerllt nyomon kovetni a sporadikus BRCA tumorevolucio egyes lépéseit is, melyek
soran az egyik BRCAL allél a fent emlitett mutacio révén inaktivalodott, a masik pedig
nagy atrendezédés (LOH: loss of heterozygosity) soran veszett el (11. Abra). Mindez
felhivja a figyelmet arra, hogy mennyire fontos egy diagnosztikai folyamat soran a
BRCA gének mutécios statuszat a tumormintaban is megvizsgalni [128].

A teljes BRCA diagnosztikanak idealis esetben a tumorminta és a csiravonal-
DNS vizsgalatat is magaba kellene foglalnia [129]. A klinikai gyakorlatban viszont erre
sok esetben nincs lehetéség, ilyenkor pedig csak a rendelkezésre all6 FFPE
tumormintabdl tudjuk elvégezni a BRCA vizsgélatot. Igy tortént ez annak a 25
ovariumtumor-mintanak az esetében is, amelyeket az FFPE mintakon torténd tesztelés
masodik fazisaban vizsgaltunk. Ebben az esetben a mintak 48%-aban (12/25) talaltunk a
tumorevolUcidban szerepet jatszo koroki mutaciot. Ez az arany joval magasabb, mint
amir6l az ovariumtumorokon végzett eddigi felmérések beszamolnak (20-30%)
[61,126,128]. Mivel ebben az esetben nem vizsgaltuk kilén a mintak csiravonal
statuszat, ezert az FFPE mintakban talalt mutaciokat a szerint osztalyoztuk, hogy azok
az adatbazisokban orokletes vagy szomatikus mutaciokként vannak-e regisztralva (BIC,
ClinVar, COSMIC). Azt a mutaciét, melyet egyik adatbazisban sem talaltunk meg,
szomatikus mutécidnak tekintettik. Ezek alapjan a 25 mintaban talalt 6sszes mutacio
17%-a volt szomatikus (2/12), a mintdknak pedig 8% tartalmazott szomatikus mutéciot
(2/25). Ezek az ardnyok hasonléak a mas tanulmanyok altal kdzolt adatokhoz [62,128].
Az 0Osszességében mégis magasnak mondhaté mutdns arédny (48%) tehat a mi

esetiinkben els6sorban a csiravonal-mutaciok magas szdmanak tulajdonithaté (40%). Ez
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egyrészt azzal magyardzhatd, hogy a 25 mintaba olyan ovariumtumorok voltak
bevalogatva, melyek érzékenységet mutattak platina alapi kemoterapiara, ez pedig
tobbek kozott a BRCA mutans daganatokra jellemzé [20,130]. Masrészt, a 25 minta
vizsgalatabol kapott statisztika még nem feltétlendl tekinthet6 elég erésnek az irodalmi
adatokkal torténé Osszehasonlitasra. Ami a mutaciok jellemzesét illeti, a csiravonal-
mutaciok kozil a leggyakoribb a négy mintaban is jelen 1évé BRCAL ¢5263 5264insC
volt, amely irodalmi adatok alapjan is a leggyakoribb 6rokletes BRCA mutacionak
szamit Magyarorszagon [28]. Ugyanezen hivatkozas alapjan a masodik leggyakoribb
mutacio a BRCAL ¢.181T>G, amelyet mi két mintaban is azonositottunk. Szintén két
mintaban sikerllt azonositani a c.9976A>T baziscserét, mely igy a leggyakoribb BRCA2
mutacio volt a 25 ovariumtumor-mintaban. Ennek a mutacionak nem ismerjik a
gyakorisagat a hazai populacidban, ugyanis a kozelmultig semleges hatasu
polimorfizmuskent volt nyilvan tartva az adatbazisokban és a szakirodalomban [131].
Minddssze egy-két éve kezdtek megjelenni azok a tanulmanyok és felmérések, amelyek
azt mutatjdk, hogy ez a varians enyhe, illetve kdzepes mertékben ndveli tobb rak,
koztik az ovarium-daganatok kialakulasanak kockéazatat [132,133]. A kordbban vizsgalt
NT-8 mintahoz hasonléan, az ,OV” sorozat mutans mintainak esetében is
megfigyelheté volt, hogy a mutans allél aranya homozigota iranyba tolodott el. Ennek
magyarazata ebben az esetben is az allélvesztés (LOH) lehet, amely a BRCA
tumorevolici6  egyik  fontos  Iépéseként a  csiravonal-mutaciot  hordozo
ovariumtumorokban is gyakori jelenség [62,134]. Ezéltal az addig heterozig6ta
formaban jelenlévé BRCA koroki mutécidé hemizigotava valik, és funkcioképes BRCA
nélkil a daganatsejtek Gjabb Iépést tesznek a tumorigenezis folyamataban. A 12 mutans
minta koziil csak négy esetben nem figyelhetd meg ez a jelenség. Kozulik az OV-15

mint&ban a tumor arny nagyon alacsony volt (2%), igy ebben az esetben nem is lehetett
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volna érzékelni a tumorsejtekben vegbement valtozasokat (LOH). A masik harom
esetben feltételezhetd, hogy a vad tipusu allél inaktivalodasa nem LOH, hanem mas
mechanizmus altal (promoter-metilacid, poszttranszlaciés modositasok hianya)
kovetkezett be a tumorevollcio soran [53].

A tumormintakon végzett mutacio-analizis egyik kihivasa az alacsony
szazalékban jelen levé mutans allél nagy biztonsaggal torténé azonositasa. Az altalunk
vizsgalt tumormintakban a szomatikus mutaciok allélaranya 50% f6l6tt volt, ami a
csiravonal-mutacioknal is kdnnyebben azonosithatdva teszi 6ket. Ez elsésorban annak
koszonhetd, hogy a vizsgalt mintdkban viszonylag nagy volt a tumorsejtek aranya (40-
80%). A gyakorlat azonban azt mutatja, hogy nem mindig all rendelkezésre ilyen nagy
tumorsejt aranyt minta a vizsgalat elvegzéséhez. Ezért egy megbizhatd diagnosztikai
modszernek alacsonyabb tumorsejt arany eseten is képesnek kell lennie a mutans allél
azonositasara. A mutans és vad tipusu FFPE DNS keverekkel végzett kisérleteink arra
utalnak, hogy a Kkifejlesztett BRCA diagnosztikai modszerink alkalmas a
heterozigotanal joval alacsonyabb allélaranyban jelen levd szomatikus mutaciok
azonositasara is (9. Tablazat). A vart és kapott mutans allél aranyok kozotti eltérés
pedig azzal magyarazhato, hogy a keverek készitésénél felhasznalt mutans és vad tipusu
FFPE minta valoszintileg eltéré mennyiségli amplifikalhato DNS-t tartalmazott, amit a
mintak toménységének mérésére hasznalt modszer nem érzekelt.

Osszegzésképpen elmondhatd, hogy a BRCA tumorevolicié vizsgalatara
kifejlesztettiink egy olyan diagnosztikai folyamatot, amelyet csiravonal és FFPE tumor
DNS mintékon is sikeresen teszteltiink és mutaciok széles spektrumara nézve (SNP-k,
1-40 béazisparos deléciok, inszerciok, homopolimer mutaciok) validaltunk lon Torrent
PGM és Illumina MiSeq ujgeneracios szekvenald platformon egyarant. A modszer

alkalmas a BRCA tumorevollcid egyes lépéseinek nyomonkovetésére FFPE mintakban,
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llumina szekvenalé platform hasznalata mellett pedig teljesiti a diagnosztikai

modszerek pontossagara és megbizhatosagara vonatkozo klinikai elvarasokat is [117].
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9. OSSZEFOGLALAS

A rak genetikai eredetii betegség, melynél a sejtek atalakulasaért és
elburjanzasaért elsdésorban a genetikai allomanyban végbemend valtozasok tehetdk
feleléssé. Ezt a folyamatot gyakran hasonlitjak a darwini evollicios modellhez,
miszerint a sejt DNS-ében fokozatosan, 1épésrol-lépésre kdvetkeznek be a genetikai
elvaltozasok, melyeknek koszonhetéen az érintett sejtek szelekcios elényodkre tesznek
szert a kornyezetiikben 1év6 tobbi sejtekhez képest. Az eml6- és petefészek-daganatok
kialakulasa sorén egy ilyen fontos evolucids lepésnek tekintik a BRCA1 és BRCA2
tumorszuppresszor genek inaktivalodasat. Ez azzal magyarazhatd, hogy a BRCA gének
altal kodolt fehérjéknek kulcsszerepe van a genomstabilitds megdrzésében, melyet tobb
szerepik révén is biztositanak. Ezek kozil a legfontosabb a homoldg rekombinacioban
(HR) valo részvételiik, ami a DNS-kett6s szala torések hibamentes kijavitasanak fontos
utvonala. Ha azonban a BRCA gének inaktivalodnak, a sejtekben nem lesz
miikodoképes BRCA1 vagy BRCA2 fehérje, a HR folyamata és a hozzd kapcsolodod
egyeb DNS-hibajavitasi utvonalak zavart szenvednek, a DNS-hibak felhalmozddnak és
a sejtek ujabb 1épést tesznek a daganatképz6dés iranyaba. A BRCA génekhez kothetd
tumorigenezisnek megkulonboztetjik orokletes és sporadikus valtozatat. Orokletes
BRCA tumorevoluciérdl abban az esetben beszélink, ha az egyik BRCA allél
csiravonal-mutéciot hordoz, mig a masik allél helyileg, a tumorban inaktivalodik a
tumorképz6dés egy kés6bbi szakaszaban. Ezzel szemben sporadikus BRCA
tumorigenezis soran mindkét allél szomatikus Gton inaktivalodik. Az orokletes BRCA
mutaciok el6fordulédsi ardnya eml6- es/vagy petefészek-daganatok esetében 10-20%,
mig a szomatikus mutaciok gyakorisdga 5-10% kozott valtozik. Tekintettel arra, hogy
egy 6rokletes BRCA mutécid akar 90%-kal is megnovelheti a tumor kialakulasanak

kockazatat, tovabba, mind szomatikus mind 6rokletes BRCA mutans ovarium daganatok
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esetében lehetdség van hatékony, személyre szabott tumorterapia alkalmazaséara, a
mutaciok iddben torténd azonositdsanak kiemelt egészségligyi jelentdsége van.
Amennyiben a genetikai tesztek valakinél igazoljak a BRCA1-2 mutaciét hordozé
statuszt, kiilonboz6 fokozatth megeldzo 1€épések foganatositasara van lehetdség, melyek
egyontetiien arra iranyulnak, hogy a daganat kialakulasat megel6zzék, a korai
felismerést el0segitsék és a daganatterapias eljarasok hatékonysagat noveljék.

A BRCAL-2 gének mutacidinak szlirésére mar az 1990-es évek elején tortént
felfedezéslik utdn nagy igény mutatkozott. Az évek soran kiilonb6zé modszerek
valtottdk egymast, melyek kozil a legmegbizhatébbnak a Sanger szekvenalast tartjak.
Mivel a BRCA gének viszonylag nagyméretiick és a benniik eléforduldé mutaciok a
génen beliil barhol lehetnek, a Sanger szekvenalas igencsak koltséges ¢s i1ddigényes
diagnosztikai eljardst eredményez. Az asztali méreti ujgeneracidos szekvenald
platformok elterjedésével azonban lehetdség nyilt arra, hogy a BRCAL1-2 mutacio-
detektalasi folyamatokat ezekre a berendezésekre helyezzik at, megndvelve ezaltal a
modszer ateresztOképességét ¢és érzékenységét, ami lehetévé teszi a mutaciok
tumormintabol torténd azonositasat akkor is, ha a mintdban 1évé tumorsejtek aranya
alacsony. Mindez elsédleges fontossagti ahhoz, hogy a BRCA tumorigenezis folyamatat
megismerjuk, illetve annak kimenetelét befolyasolni tudjuk. Doktori munkam soran
ezert egy olyan komplex BRCA diagnosztikai eljaras kidolgozasat tiiztem ki célul,
amely a gének multiplex PCR alapt amplifikél&sat, Ujgeneréacids szekvenalasat és a
kimend adatok bioinformatikai elemzését integralja annak érdekében, hogy megbizhatd
maodszert nyQjtson az 6rokletes és sporadikus BRCA inaktivalodas kimutatasara.

A diagnosztikai mddszer fejlesztése soran a BRCA1 és BRCA2 gének kodolo
exonjait, valamint az exon-intron hatarokat 80 PCR termék forméjaban amplifikaltam,

amelyek 6sszesen 9 multiplex PCR reakcidba voltak szétosztva. Az amplikonokat
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restrikcidés enzimek segitségével fragmentaltam, majd a keletkezd fragmentekhez
szekvenator-specifikus adapter szekvenciakat ligaltam. Az igy kapott terméket
fragmentkonyvtarnak nevezzik, amely megfeleld méretszelekciot ¢és kvantitalast
kovetden alkalmas Illumina vagy lon Torrent platformon torténd szekvenalasra. A
mintael6készités 1épéseinek optimalizalasaval parhuzamosan egy Ujgeneracios
szekvendlas-adatelemz6 szoftver fejlesztésében is részt vettem. Ez a szoftver az
altalanos adatelemzési lépések mellett (szétvalogatas, illesztés, varianskeresés, stb.),
olyan algoritmusokat is tartalmaz, amelyek kifejezetten az lon Torrent szekvenalasi
kémiabdl adodo hibak kikuszoboleset szolgaljak. A diagnosztikai modszer kidolgozasa
soran két mintacsoportot hasznaltam: teszt- es validacios csoport. Mindkét csoport
olyan mintékat tartalmazott, amelyek valamilyen orokletes mutaciot hordoznak a
BRCAL1 vagy BRCA2 génben. A tesztcsoportba tartozé 24 mintat hasznaltam a
mintael6készités 1épéseinek optimalizalasara, valamint az NGSeXplorer paramétereinek
beallitasara, kulonos tekintettel az lon Torrent szekvenalasi hibak kiktszobolésére
szolgald sziiré-algoritmusokra. A mintaecldkészités €s adatelemzés optimalizalasanak
koszonhetden sikeriilt a szekvenalasok soran a megfeleld lefedettségi értékeket elérni, a
varianselemzés pedig helyesen azonositotta a mutacidkat valamennyi minta esetéeben.
Ezutan kovetkezett a kidolgozott diagnosztikai eljaras validalasa. A hisz mintabdl allé
validacios csoport szintén BRCAL vagy BRCA2 muténs mintékat tartalmazott, de ezdttal
a mutaciok pontos helye és szekvencidja a validalast végzé személy elott ismeretlen
volt. A DNS-mintakbol készitett fragmentkonyvtarakat Illumina MiSeq és lon Torrent
PGM platformokon is megszekvenaltam, dsszehasonlitva a molekularis diagnosztikaban
jelenleg leggyakrabban hasznalt két szekvenald berendezésen kapott eredményeket. Az
0sszehasonlitasbol kiderdlt, hogy az Illumina MiSeq helyesen azonositotta a koroki

mutéciét mind a 20 mintaban fals pozitiv talalat nélkil. Az lon Torrent esetében a
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varians-sziiré algoritmusok ugyan segitettek megszabadulni a fals pozitiv talalatok
97,3%-atol, azonban egy esetben a valodi mutdciot is szekvenaldsi hibanak
mindsitették, ami a diagnosztikai érzekenyseg csokkeneset eredményezte (95%).

A BRCAL1 és BRCA2 gének atfogo diagnosztikai folyamatanak alkalmasnak kell
lennie a két gént érintd nagyobb atrendezddések detektalasara is. Ezért teszteltem az
altalam fejlesztett modszer alkalmassagat exon deléciok és duplikaciok kimutatasara.
Erre e célra két tesztminta allt rendelkezésre, amelyekben megfelel6en sikeriilt
azonositani az MLPA modszerrel el6zdleg kimutatott atrendezddéseket.

Az utobbi években egyre fontosabba valt olyan modszerek fejlesztése,
amelyekkel nem csak csiravonalban lehet azonositani a BRCA mutéciokat, hanem
tumormintdkbdl is. Ezt az igényt szem el6tt tartva a kifejlesztett diagnosztikai modszert
olyan DNS-mintéakon is teszteltem, amelyeket ovariumtumorok FFPE szdvetmintajabol
izolaltak. Az elséként megvizsgalt tiz betegmintabol négyben azonositottunk mutaciat,
amelyek kozul harom 6rokletes volt, egy pedig sporadikus. Ez utobbi egy Gj BRCAL
mutacio volt (c.628C>T; p. Q210*), melyet eddig még egyetlen adatbazisban sem
regisztraltak. Ugyanakkor ebben a mintaban sikerllt nyomon koévetni a sporadikus
BRCA tumorevollcio egyes lépeseit is, melyek sordn az egyik BRCAL allel a fent
emlitett mutacio révén inaktivalddott, a masik pedig nagy atrendez6dés soran veszett el
(LOH: loss of heterozygosity). Ezt kdvetéen 0jabb 25 ovariumtumor-minta BRCA
mutacios statuszat vizsgaltam meg. A mintak kozel felében sikeriilt azonositani
daganatképzOdéssel Osszefiiggést mutatd elvaltozast. Ezeknek a mutécidknak a nagy
része Orokletes volt, kettér6l azonban feltételezhetjiik, hogy csak a daganatban volt
jelen. A mutans allél aranya az esetek tObbségében homozig6ta iranyba tolodott el, ami

arra utal, hogy a vad tipusu allél ezekben a tumorokban is LOH altal inaktivalodott.
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Mindez felhivja a figyelmet arra, hogy mennyire fontos a diagnosztikai folyamat soran a
BRCA gének mutécios statuszat a tumormintaban is megvizsgalni.

Osszegzésképpen elmondhatd, hogy a BRCA mutaciok azonositasara
kifejlesztettiink egy olyan diagnosztikai folyamatot, amelyet csiravonal és FFPE tumor
DNS mintakon is sikeresen teszteltiink és mutaciok széles spektruméara nézve
validaltunk lon Torrent PGM és Illumina MiSeq Ujgeneracios szekvenald platformon
egyarant. A moddszer alkalmas a BRCA tumorevollcio egyes Iépéseinek
nyomonkdvetésere FFPE mintakban, Illumina szekvenald platform hasznalata mellett
pedig teljesiti a diagnosztikai mddszerek pontossagara €s megbizhatosagara vonatkozo

klinikai elvarasokat is.
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10. SUMMARY

Cancer is a genetic disease in which changes in the genetic material are
responsible for the transformation and clonal expansion of the cells. This process is
often compared to the Darwinian evolutionary model, where changes in the genetic
material occur gradually, offering selective advantages for the affected cells compared
to the others. Inactivation of the tumour suppressor genes BRCA1 and BRCAZ2 is
considered to be such a gradual evolutionary step during the development of breast and
ovarian cancer. This is due to the crucial role of BRCA proteins in the maintenance of
genome integrity achieved by multiple mechanisms. Most importantly, they play a key
role in homologous recombination, which is one of the most important repair
mechanisms for DNA double-strand breaks. Mutations in the BRCA genes lead to the
inactivation of the BRCA proteins resulting in defective homologous recombination and
also affecting other DNA repair mechanisms of the cell. Consequently, DNA damage
will accumulate in time, and cells proceed towards tumorigenesis. We can distinguish
between a hereditary and a sporadic form of BRCA-related tumorigenesis. In the case of
inherited BRCA tumorigenesis, one allele of the gene has a germline-inactivating
mutation. The remaining allele will be inactivated locally in the tumour cells by somatic
alterations in a later phase of the tumour evolution. In the case of somatic BRCA
tumorigenesis, both alleles are inactivated through somatic events. The presence of
germline BRCA mutations can be observed only in a minor fraction of all breast and
ovarian cancer patients. However, due to the fact that these mutations can increase the
risk of developing breast and/or ovarian cancer by 90%, the identification of germline
BRCA mutations is a crucial healthcare issue. If a genetic test confirms that an

individual is carrying a BRCA1-2 mutation, there are several possibilities to prevent the
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development of cancer, to promote early detection, and to increase the efficiency of
cancer therapy.

Regarding all the above mentioned, it is comprehensible that the need for a
reliable genetic test for the detection of mutations in the BRCA1 and BRCA2 genes
emerged soon after their discovery in the early 90s. Since then, different methods have
been used for mutation diagnostics, among which the Sanger sequencing method proved
to be the best. However, due to the lack of mutational hotspots in the BRCA genes and
their relatively large size, the traditional capillary sequencing-based diagnostic process
represents an expensive and time-consuming solution. The emergence and spread of
benchtop next-generation sequencing systems (NGS) offered the possibility to relocate
the BRCA1 and BRCA2 mutation detection workflow onto these high-throughput
platforms. This technology allows us to increase the throughput and detection
sensitivity, enabling the identification of mutations from tumour samples even if they
contain only trace amounts of tumour cells, which is a priority in understanding the
process of tumour evolution and influencing its outcome. For this reason, | aimed at
developing a comprehensive BRCA diagnostic method during my PhD work that is
based on multiplex PCR amplification, next-generation sequencing, and computational
variant identification, offering a reliable tool for the detection of both germline and
sporadic BRCA-inactivating mutations.

During the development process, the coding exons of BRCA1 and BRCA2 were
enriched from the genomic DNA by 80 PCR fragments, which were amplified in
parallel in 9 multiplex reactions. The resulting products were digested by restriction
enzymes, and NGS platform-specific adaptor sequences were ligated to the generated
fragments. This resulted in a so-called fragment library, which, after size selection and

quantification, was suitable for NGS on Illumina or lon Torrent systems. Parallel to the
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optimization of the wet-lab processes of sample preparation, | was also involved in the
development of the software for NGS data analysis, NGSeXplorer. This software, in
addition to the general modules of data analysis (de-multiplexing, mapping, variant
calling), has some special algorithms that aim to reduce the high frequency of
homopolymer sequencing errors specific to lon Torrent PGM. The BRCA diagnostic
process was developed using two different sample sets: a test sample set and a
validation sample set. Both sample sets contained DNA samples with germline
mutations in the BRCA1 or BRCA2 genes. The test sample set was used for the
optimization of the fragment library preparation, sequencing, and data analysis with
special attention to the algorithms for lon Torrent sequencing error reduction. By the
end of the extensive optimization process, we achieved proper coverage data for the
entire target region of BRCA1 and BRCA2, and variant detection successfully identified
the germline mutations for each sample. After the initial optimization process, we
blindly validated the diagnostic method on 20 samples each containing a unique
pathogenic mutation. At the same time, we compared the mutation detection
performance of the two most popular NGS platforms: Illumina MiSeq and lon Torrent
PGM. Illlumina MiSeq correctly identified the known variants in all 20 retrospective
samples with no false-positive or false-negative variant predictions. In the case of lon
Torrent PGM, the application of the variant filter set developed within the frame of
NGSeXplorer led to a drastic reduction of false-positive results illustrated by the
specificity of 97.3%. Though, in one of the 20 samples a true pathogenic mutation was
also discarded by one of the above mentioned filters resulting in an experimental
sensitivity of 95.0%.

A comprehensive diagnostic workflow for BRCA1 and BRCA2 must include the

ability of specific and accurate detection of large genomic rearrangements in these
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genes. For this reason, we tested the suitability of our diagnostic method for the
detection of exon deletions and duplications. We had two test samples with known large
rearrangements verified previously with MLPA analysis. The BRCA diagnostic method
correctly identified these large deletions and duplications proving its suitability for the
detection of large rearrangements.

In the past few years, the ability to detect BRCA mutations in tumour samples of
ovarian cancer patients has become increasingly important. For this reason, we tested
the performance of our method on DNA samples isolated from FFPE tissue blocks of
ovarian cancer patients. From the first ten samples analysed, four harboured BRCAl
mutations, three of them being germline and one somatic mutation. This latter was a
novel BRCAL mutation (c.628C>T; p.Q210*) not reported previously in any database or
reference. Finally, in this very same tumour sample we also managed to identify some
steps of tumour evolution: one of the BRCAL alleles was inactivated by the stop-
mutation mentioned above, while the remaining wild-type allele was lost during large
genomic rearrangements (LOH: loss of heterozygosity). As a next step, we analysed the
BRCA mutational status of 25 additional ovarian cancer samples. We identified
pathogenic mutations in nearly half of the samples, and the majority affected the
germline. Two of the 25 analysed mutations were considered somatic alterations present
only in the tumour cells. The frequency of the mutant allele was shifted towards
homozygous direction in most of the cases, indicating that the remaining wild-type
BRCA allele was inactivated through LOH. These results draw the attention to how
important it is in a comprehensive BRCA diagnostic process to analyse the mutational
status of the tumour sample as well and that of the germline.

In summary, we developed a diagnostic method for the detection of BRCA

mutations. The method was successfully tested on both germline and FFPE samples,
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and it was validated on a wide spectrum of pathogenic mutations using Illumina and lon
Torrent sequencers as well. The method is suitable for the detection of certain steps of
BRCA tumour evolution using FFPE tumour samples, and, in combination with Illumina

MiSeq sequencing, meets the sensitivity and specificity requirements for clinical

diagnostics.
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12. FUGGELEK

F1. Abra. A HP% varians-sziiré algoritmus miikédése. Roviditések: DB% — az Indel
frekvenciaja az adatbazisban, OE — Indellel ellentétes esemény, DP%OE — az Indellel
ellentétes esemény frekvencidja az adatbazisban, S% - az Indel frekvenciaja a
mintaban, S%OE - az Indellel ellentétes esemény frekvencidja a mintaban. HP
Opposite=DB%OE-S%OE; HP%=S%+HP Opposite. Az ab,c,d,e esetek az F1.
Tablazatban vannak bemutatva.

DB%OE < 5

!

DB%OE > 5

Valédi indel

DB% < Gépi hiba (10%)

~

IGEN / NEM

HP Opposite <-5

!

Fals indel

HP% - DB% > HP% cut-off (25%)

(HP% - DB%)/DB%*100 > 25%

IGEN

s

N\

Valédi indel

s

Fals indel

Valédi indel
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F2. Abra. A restrikcios enzimekkel emésztett fragmentek leolvasasainak grafikus
megjelenitése az NGSeXplorer segitségével.

MAGYARAZAT:
Referencia szekvencia
Restrikcios hasitohely
Exon

Reverz leolvasas

Forward leolvasas

HETE =

Mismatch
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F1. Tablazat. Eset-példdk a HP% varidns-sziiré algoritmus miikodésére. +1 jelenti az egy nukleotidos inszerciot, 0 a vad tipust (WT),
mig -1 az egy nukleotidos delécidt a szekvencia adott pontjan. A varidns-sziiré ezekben a példakban a bekeretezett eseményekkel szemben

volt tesztelve. Tovabbi roviditések magyardzata az F1 abranal.

- ' N HP Opposite HP% (HP% - DB%) ]
Eset Varians Minta Adatbazis DB%OE DB% (DB%OE- (S%+Iij HP% - DB% /DB%*100 Eredmény
S%OE) Opposite)

1 28% 10%

a. 0 73% 85% 3%<5% Valédi Indel
-1 2% 3%
1 35% 9%

b. 0 65% 85% 8%>5 9%<10 3% 38% 29%>25% Valédi Indel
-1 5% 8%
1 30% 9%

c. 0 65% 85% 8%>5 9%<10 -4% 26% 17%<25% Fals Indel
-1 12% 8%
1 25% 20%

d. 0 73% 85% 10%>5 20%<10 3% 28% 40%<25%  Valddi Indel
-1 7% 10%
1 18% 20%

e. 0 73% 85% 10%>5 20%<10 13% 21% 5%<25% Fals Indel
-1 7% 10%
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F2. Tablazat. Az ovariumtumor-mintakban és azok normal parjaban azonositott BRCA1-2 variansok tablazata. A koroki mutaciok

és mutans mintak pirossal kiemelve.

. Varians NT-1 NT-2 NT-3 NT-4 NT-5 NT-6 NT-7 NT-8 NT-9 NT-10
Gén HGVS cDNA HGVS Protein dbSNP P.vér Tumor Normal Tumor P.vér Tumor P.vér Tumor Normal Tumor P.vér Tumor P.vér Tumor Normal Tumor P.vér Tumor P.vér Tumor
BRCA1 €.-19-115T>C p. IVS1-115T>C rs3765640 41% 23% 55% 66% 65% 91% 53% 61%
BRCA1 €.441+63_441+74delCTTTTTTITITT p. IVS7+36 delCTTTTCTTTTITIT rs373413425 45% 26% 46% 53% 38% 61% 59% 87% 36% 49%
BRCA1 C.442-34C>T p. IVS7-34 C>T rs799923 42% 16% 47% 38%
BRCA1 €.547+146A>T p. IVS8+146 A>T rs8176140 45% 36% 50% 68% 56% 2%
BRCA1 €.548-68_548-68delT p. IVS8-58 delT rs273902772 13% 38% 62% 73% 50% 66%
BRCA1 €.628C>T p. Q210* - 0% 87%
BRCA1 €.2077G>A p. D693N rs4986850 23% 57%
BRCA1 €.2082C>T p. S694 rs1799949 47% 13% 36% 57% 46% 16% 51% 93% 49% 57%
BRCA1 €.2311T>C p.L771 rs16940 54% 12% 52% 61% 51% 30% 56% 92% 46% 60%
BRCA1 €.2591C>T p. S864L rs80357003 17% 45% 91%
BRCA1 €.2612C>T p. P871L rs799917 48% 30% 48% 66% 49% 75% 43% 58%
BRCA1 €.2635G>A p. E879K rs80357251 0% 70%
BRCA1 c.3113A>G p. E1038G rs16941 54% 25% 53% 31% 49% 29% 46% 89% 49% 58%
BRCA1 c.3548A>G p. K1183R rs16942 51% 35% 49% 56% 49% 26% 49% 89% 50% 60%
BRCA1 c.4097-141A>C p. IVS11-141 A>C rs799916 51% 13% 47% 34% 47% 24% 43% 94% 50% 58%
BRCA1 c.4308T>C p. S1436 rs1060915 50% 25% 53% 60% 45% 90% 52% 92% 36% 49%
BRCA1 €.4357+117G>A p. IVS13+117 G>A rs3737559 49% 91%
BRCA1 c.4837A>G p. S1613G rs1799966 50% 24% 54% 60% 45% 75% 48% 92% 47% 58%
BRCA1 c.4986+222A>G p. IVS16+222 A>G rs3092987 56% 48% 64% 53% 74% 92% 41% 68%
BRCA1 €.5152+66G>A p. IVS18+66 G>A rs3092994 47% 24% 37% 70% 47% 90% 46% 58%
BRCA1 €.5251C>T p.R1751* rs80357123 44% 92%
BRCA1 €.5263_5264insC p.Ser1755fs rs80357906 50% 70% 49% 63%
BRCA2 €.-26G>A - rs1799943 49% 48% 87% 99%
BRCA2 €.68-7T>A p. IVS2-7 T>A rs81002830 60% 37%
BRCA2 C.425+67A>C p. IVS4+67 A>C rs11571610 67% 66%
BRCA2 €.426-89T>C p. IV54-89 T>C rs3783265 48% 48%
BRCA2 c.865A>C p. N289H rs766173 40% 41%
BRCA2 c.1114C>A H372N rs144848 47% 73% 46% 83% 53% 77%
BRCA2 c.1365A>G p. S455 rs1801439 35% 40%
BRCA2 €.1910-74T>C p. IV§10-74 T>C rs2320236 60% 100%
BRCA2 ¢.1910-51G>T p. IV§10-51 G>T rs11571651 54% 40%
BRCA2 €.2229T>C p. H743 rs1801499 50% 42%
BRCA2 c.2971A>G p. N991D rs1799944 43% 43%
BRCA2 c.3396A>G p. K1132 rs1801406 14% 65% 96% 100%
BRCA2 €.3807T>C p. V1269 rs543304 94% 100% 47% 37% 47% 14% 53% 52% 99% 99%
BRCA2 €.7806-14T>C p. IVS16-14 T>C rs9534262 51% 45% 48% 53% 56% 87% 33% 39% 96% 98%
BRCA2 €.9257-16T>C p. 1IVS24-16 T>C rs11571818 51% 50%
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