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1. Bevezetés

A daganatok novekedése soran dinamikusan valtozik a genetikai dsszetétel, mely
soran genetikai valtozasok halmozodnak fel. Ennek kdvetkezménye, hogy a tumorok nem
csak betegek kozt mutatnak inter-tumor heterogenitast, hanem egyazon tumoron beliil
megjelenik az intra-tumor heterogenitds is. A genetikai valtozékonysag hatasara
megjelenhetnek olyan mutéaciok, melyek befolyasolhatjak a betegek tulélését, valamint a
kezeléssel szembeni rezisztenciat. Ismertebb példak a KRAS gén mutacidinak kapcsolata
a receptor tirozin kinaz terapia rezisztenciaval, vagy a KI67 gén (mint proliferacios
marker) kifejezodés szintjének 0sszefiiggése a betegek tulélésével.

A Klinikai diagnosztikaban egyre gyakrabban alkalmaznak Gjgeneracids szekvenalast,
mely nem csak a genetikai valtozasok meglétérdl, de a tumorban 1év6 aranyukrol is képes
informaciot adni. Ezen vizsgalatok elénye, hogy képesek tobb szaz gént, esetleg teljes
genomot egy mérésben vizsgalni, igy lehet6ség van kordbban nem ismert valtozasok
azonositasara is.

Az onkologiai vizsgalatok célja olyan genetikai valtozadsok azonositasa, amely
prognosztikus lehet a beteg tulélésére, vagy prediktiv a kezelésének hatékonysagara. Az
utobbi években szamos példa utalt arra, hogy egy gén mutacidja alapjan nem lehetséges
tokeletesen eldre jelezni a valaszt bizonyos terapidkra vagy betegek tulélésére. Ilyen
esetekben gyakran a vizsgalt mutécio altal érintett jelatviteli Gtvonal felelds a valtozasert,
amely hatterében mas genetikai mutaciok is allhatnak. Példaul, receptor tirozin kinaz
terapidval szembeni rezisztenciat okozhatnak a BRAF, az NRAS, vagy akar a PIK3CA
gének szomatikus mutécidi, melyek a KRAS génhez hasonléan a sejt novekedési
jelpalyan helyezkednek el. A PARP inhibitorok hatékonynak bizonyultak azon daganatok
esetén, ahol nem megfelelé a DNS kettds-szal torés javitds homolog rekombinacio altal.
A homolog rekombinacio hianya az ismert BRCA1/2 mutaciokon kivil letrejohet a
PALB2, az ATM, vagy a CHEK1/2 génmutaciok hatasara is.



2. Célkitlizések

Célkitlizéseim a kovetkezok:
« Megvizsgalni a tumor heterogenitas és a tumorban kimutathaté szomatikus mutaciok
kapcsolatat. Munkam soran az alabbi részcélokat tiiztem ki:

1. Sejt mozgéas hatasanak vizsgalata az Ujgeneracios szekvenalassal mérhetd
Osszetetelre in vitro kisérletekkel.

2. Ujgeneracios szekvenalas pontossaganak vizsgalata ismert osszetételii sejtvonal
keverékek felhasznalasaval.

3. A szekvenalt tumor méret és a detektalt szomatikus mutaciok szama kozotti
osszefuiggeés vizsgalata petefészek tumor mintak segitségével.

e A génmutacio és génkifejezodés kozti kapcsolat vizsgalata, amelyhez a kovetkezd
részcélokat tliztem Kki:
4. A génmutaciok eredményeképpen létrejovo génkifejezddés valtozas hatdsanak
vizsgalata az eml6tumoros betegek ttlélésére.
5. A TP53 génmutaciora visszavezethetd megvaltozott génkifejez6dési mintazat

elemzése és értelmezése.



3. Modszerek

3.1. Genotype-2-Outcome elemzérendszer adatainak elékészitése

A TCGA (The Cancer Genome Atlas) adatbazisbol 6sszesen 762 emlétumoros €s 555
nem-kissejtes tiidérakos beteg adatait dolgoztam fel munk&m soran. Az exom
szekvenalasi adatokbol a mutacidk azonositasat a Mutect szoftverrel végeztem. A lesziirt
mutaciok annotalasat az SNPeff programcsomag felhasznalasaval végeztem. A TCGA
adatbazisban elérheté tumor minta RNS-szekvenalasbdl szdrmazé adatok normalizalasat
RSEM algoritmussal végeztem.

A microarray alapu génkifejezddési adatokat az EGA (European Genome-Phenome
Archive) és GEO (Gene Expression Omnibus) adatbazisokbol értiik el. Az adatbazisban
5,934 beteg nyers Affymetrix CEL formatumu génkifejez6dési fajlja volt elérheto,
melyeket MAS5 normalizélassal dolgoztunk fel a Bioconductor Affy konyvtaraval, R
(v3.02) kornyezetben.

3.2. Genotype-2-Outcome elemzoérendszer algoritmusa

Az algoritmus harom adatbazist hasznal fel: TCGA mutécios adatok, TCGA
RNA-seq adatok, valamint fliggetlen validacios adatbazisként egy microarray alapu
génkifejez6dési adatbazist. A modszer miikodése két f6 1épésre bonthatd, bemenetként
egy gén nevet vagy azonositét kell adni, kimenetként a program Kaplan-Meier tulélés-
elemzést végez.

Az elemzés els6 szakaszaban a szoftver kikeresi, hogy mely gének kifejezddése
valtozik meg a kivalasztott génmutacio allapotanak fliggvényében a TCGA adatok
felhasznalasaval. A mutacioval rendelkez6 és vad tipusl betegek kozti génkifejez6dés
valtozast ROC (Receiver Operating Characteristic) elemzéssel végzi a szoftver.

A masodik szakaszban torténik a talélés-elemzés a fliggetlen microarray adatbazis
felhasznalasaval. Ez alatt kiszamolja betegenként a megvaltozott kifejezddést mutatod
gének atlagos kifejezddési szintjét. A kapott metagén kifejezddési szintekbdl kikeresi a
median értéket, amely alapjan a betegeket magas vagy alacsony kifejez6dési csoportokra
bontja. Végul a kettebontott csoportok felhasznalasaval készit tulélés-elemzest és Kaplan-
Meier abrékat.



3.3. Sejtvonalas invazids és kalibracios kisérletek

A sejt motilitds mérésekhez négy melanéma sejtvonalat valasztottunk ki (A375,
MEL-JUSO, SK-MEL-28 és MEWO). Ezen sejtvonalak esetén 3 génben igazoltunk
specifikus mutaciokat Sanger szekvenalassal. Ujgeneracids szekvenalashoz az A375 /
MEWO, valamint az SK-MEL-28 / MEWO sejtvonal parosokat hasznaltuk fel. Az A375
/ MEL-JUSO sejtvonal parok esetén az invaziot fluoreszcens vide6-mikroszkopiaval
kovettik.

A gyiirlis invazios kisérleteket FlexiPERM® conB sejtkizaro szilikon gyfirii
felhasznalasaval végeztiik el. A kisérletek soran az elsd sejtvonalat a tenyésztd csésze
belso régidjara raktuk le, majd miutan a sejtek letapadtak, a szilikon gytiriit eltavolitottuk
¢s hozzaadtuk a masodik sejtvonalat a teljes feliiletre. 72 6ras inkubalast kovetden DNS
izolalast végeztlink a bels6 gytri kertilete s a sejttenyésztd csésze kiils6 keriilete mentén.

Megfelel6 mutacié frekvencia Osszehasonlitds érdekében készitettiink kalibracios
keverékeket az A375 és a MEWO sejtvonalakkal. A kalibracios sorban a két sejtvonal
aranyat 2%, 5%, 10%, 25% valamint 50%-ra allitottuk be, amelyben az A375 volt a minor
sejtvonal.

Az invazios és kalibracids kisérletek soran izolalt DNS mintakat lon 314 chip-en
szekvenaltuk lon PGM 200 eszkdzon 600x lefedettséggel. A szekvenalashoz célzottan

terveztiink amplikonokat 25 sejtvonal specifikus mutéciora.

3.4. Petefészek tumor mintak gytjtése és el6készitése

A petefészek tumorok multi-régio szekvenalasat 6t betegbdl végeztiik. Minden beteg
esetén egy normal vérmintat, valamint a tumorb6l harom részletet gytjtottink. A mintak
az Orszagos Onkoldgiai Intézetben miitott betegekbdl szarmaznak. A vér és tumor
mintakbol a ,,Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit” segitségével izolaltunk DNS-t a
gyarto protokollja alapjan (Qiagen GmbH, Hilden, Németorszag).

Minden betegbdl 3 mintat készitettiink eld: (1) biopszia minta, (2) lokalis minta, ahol
a DNS a biopszia kornyékérdl szarmazott, valamint egy (3) globalis minta, ahol a beteg
harom tumor részletébdl izolaltunk DNS-t. Ezeket a mintakat kildtik ki teljes exom

szekvenalasra ~100x lefedettséggel.



3.5. Ujgeneracios szekvenalasi adatok bioinformatikai feldolgozasa

A szekvenalasi leolvasasok mindségi ellendrzését a FastQC szoftverrel ellendriztem,
a leolvasésok nyirdsat a trimmomatic szoftverrel végeztem el. A leolvasésokat a BWA
MEM programmal illesztettem a human referencia genomra. Az illesztett leolvasasokat a
samtools szoftvercsomaggal rendeztem és formaztam a téméritett BAM forméatumra.

Az illesztett és rendezett BAM formatumua leolvasdsokban a duplikdtumokat a
picard-tools szoftver segitségével megjeldltem. Az illesztett leolvasédsokban inszerciok
és delécidk kornyékén Ujra-illesztést végeztem a GATK realignertargetcreator és
indelrealigner segitségével.

Sejtvonalas kisérletek adatainak esetén a mutacidkat a samtools mplileup szoftverrel
kerestem. Az mpileup kimenetéb6l kivalasztottam azon részeket, melyek a mutaciokat
lefedik. Ezen régidkbol ki lehetett szamolni, hogy hany leolvasas volt referencia bazis
szerinti, vagy hany leolvasas tartalmazta a sejtvonal specifikus mutaciokat.

A petefészek mintak feldolgozésa esetén a szomatikus mutaciok azonositasat a
GATK mutect2 szoftverével végeztem. Mivel egy beteghez t6bb minta tartozott, egy
olyan mutacio keres6 szoftvercsomagot fejlesztettem, amely egyittesen dolgozza fel a
mintakat a mutect2 altal azonositott mutaciok alapjan. Az 6roklott mutaciokat a GATK
HaplotypeCaller segitségével azonositottam. A mutécidk génekhez valé kapcsolasat az
SNPeff programmal végeztem. Az 6roklott mutécidkat tovabba annotaltam a dbSNP és
ClinVar adatbazisokkal. A kopiaszam valtozas elemzést, valamint a mintakban 1évo

tumorsejt arany szdmitasat a sequenza programmal végeztem.



4. Eredmények

4.1. Sejtmozgas hatasanak vizsgalata ujgeneréacios szekvenalasra

Ujgeneracios szekvenalas segitségével sikeriilt detektalni a mozgasbol szarmazo
sejtosszetétel valtozast az in vitro invazios kisérletekben. Az invazié mértéke 18,6% volt
az A375 és a MEWO sejtvonal parok esetén, mig az SK-MEL-28 és a MEWO parok
esetén csak 8,6% volt. Bar az SK-MEL-28 és az A375 sejtvonalak mozgasa Iényegesen
nem tért el egymastdl monokultdras korilmények kozott, az altaluk elért invazid mértéke
szignifikansan eltért (p=0,011), amikor a homozigdta mutéciok frekvenciajat
hasonlitottuk 6ssze. Ezzel szemben a heterozigdta mutaciokkal végzett elemzés esetén

nem volt szignifikans a kilénbség (p=0,39).

A Kkalibrécids szekvenalasi kisérletekben sejtvonal parok ismert Osszetételii
keverékeit szekvendltuk. A mutécidk frekvencidjanak szdrasa egyre magasabb volt,
ahogy a két sejtvonal aranya kiegyenlitodott. A legmagasabb szoras értéket két sejtvonal
50-50%-0s aranya esetén kaptam. Heterozigota mutéciok frekvencigjanak szérasai
Iényegesen nagyobbak voltak, amely alacsony szekvendlasi lefedettség esetén tovabb
novekedett.

A mutaciok frekvenciajanak szérasa akar a 17%-ot is elérhette egy kisérleten belil
mind a kalibracios, mind az invazios szekvenalasok esetén is. Ezzel szemben, amikor a
mutécidkat péarositottam a technikai ismétléseknél, ott a széras csak 5,6% volt. A
szimulaciok alapjan szamitott szoras alacsony (<50x) lefedettség esetén elérhette a
12,9%-ot. Nagyon magas, 1000x lefedettség esetén ez Iényegesen kisebb volt, ebben az

esetben 2% volt a legmagasabb érték.

4.2. A tumor mérete és a detektalt szomatikus mutaciok szama kozotti 6sszefliggés

vizsgalata

A vizsgalt betegek kozll harom esetben sikerult azonositani olyan heterozigota
oroklott mutaciokat, melyek kulcsszereplieck a DNS kettés-sz4al torés javitasban. Ezen
betegeknél a tumorban t6rl6dott a vad tipusu allél, emiatt a mutacio homozigdta statuszd
lett. A szomatikus mutécidikban azonosithato volt a BRCA hianyhoz asszocialt mintazat

(,,Signature 3”). Esetilkben a koOpiaszam valtozas elemzés sordn sok kromoszoma-



részletet érinté amplifikaciot és delécidt azonositottam. Mindharom tumorban jelen volt
TP53 gént érinté szomatikus mutécio.

A negyedik betegnél csak az elsé kromoszomaban azonositottam egy darab
amplifikaciét. A szomatikus mutaciokban az APOBEC citidin-dezaminaz hibaval jaro
mutacios mintazatokat hataroztam meg, amelynél emelkedett a C>T és C>G bazis
valtozéasok aranya. Négy klonélis szomatikus mutacié a PIK3 ndvekedési jelpalyat érintd
génekben helyezkedett el (PTEN tumorszupresszorban inaktivalé mutécid, az FGFR2
receptor tirozin kinazban egy szubsztitucié és a PIK31 génben két heterozigoéta inaktivald
mutacio).

Az 6todik beteg esetén a tumorban tobb teljes kromoszémat érinté kopiaszam
valtozés volt megfigyelheté. Ezen tumor hipermutans jellegi volt, a toébbi tumorhoz
képest 3x tobb szomatikus mutécié volt talalhaté a biopszia mintdban. A tumorban

kimutattam a KRAS gén leggyakoribb p.G12D aminosav cserével jar6 aktivald

= sz

= sz

A négy nem hipermutéans tumor egyes mintavételi régidiban a szomatikus mutaciok
69,3%-93,8%-ban egyeztek meg. A tumorokban azonositott mutaciék szama atlagosan
149 volt (118<x<200 intervallumban).

A hipermutéans tumor biopszia mintajaban 688 mutécidt talaltam, melyek 15,5%-a
volt megtaldlhatd mind a lokalis, mind a globalis mintakban. Az ardny magasabb volt a
lokalis minta mutacioi esetén, ahol a mutaciok 25%-a azonosithatd volt a tébbi régidban,
viszont a kimutathatd6 mutaciok szdma csupan 392 volt. A globalis minta szekvenalasa
esetén mar csak 140 mutécid volt detektalhato, amely 71,4%-ban megegyezett a biopszia

és lokalis mintakkal.

4.3. Génmutacio és génkifejezodés kapcsolata

A Genotype-2-Outcome (G-2-O) rendszer segitségével mutacio és génkifejez6dés
adatok egyuttes felhasznalasaval végeztem talélés-elemzést. Az elemzérendszerrel
végzett talélés-elemzés soran nem kdzvetlendl a mutécidk hatasat vizsgaltam, hanem a
mutéciok altal eldidézett génkifejezOdési valtozasok hatasat. A GATA3 gén példajan
lathatd volt, hogy a G-2-0 altal vegzett tulélés-elemzés (HR=1,66; p<E-16) lenyegesen
szignifikansabb, mint egyszeriien mutacioval (p=1,3E-08) vagy kifejez6dési szinttel
(HR=0,71; p=1,3E-08) végzett tulélés-elemzés eml6tumoros betegeken. A MAP3K1 gén
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magas kifejezédése rossz prognozissal jart (HR=1,8; p<E-16) és a gén mutaciojahoz
kotott génkifejez6dés mintazat szintén rosszabb prognoézissal tarsult (HR=1,6; p<E-16).

Tiid6daganatok esetén nagyon gyakori a KRAS onkogén mutacidja, amely egy
fontos negativ prediktiv biomarker EGFR-t célz6 kezelésekre. Tulélés-elemzésekbil
lathatd volt, hogy sem a génmutacio allapota, sem kifejezédési szintje nem hozhatd
mint&zat viszont rossz prognozissal tarsult (HR=2,4; p=1,24E-12).

A TP53 génmutacidja esetén 23 olyan gén kifejezddési szintje emelkedett meg,
mely a sejtciklushoz kétédik emlétumorok (p=1,3E-16) és nem-kissejtes tiidédaganatok
(p=1,1E-23) esetén is. Ezen gének magas kifejez6dési szintje szinte mindegyik esetben
rosszabb progndzissal jart a fliggetlen géncsip adatbazisban. Az els6 10
legszignifikansabb p-értékkel rendelkezé gén kombinaciojabol készitett mintdzat magas
kifejezOdése Iényegesen rosszabb prognozissal jart (HR=2,43, p<E-16), mint az egyes
gének kiilon (HR<2.1, p<E-16). Erdekes megfigyelés volt, hogy a kombinalt mintazat
hasonldan rossz progndzissal tarsult csak TP53 gén vad tipust tumorok esetén (HR=2,36,
p=1,8E-3), viszont jobb prognozist eredményezett a TP53 génmutans tumoroknal
(HR=0,52, p=3,7E-2).



5. Kovetkeztetések

Az utdbbi években tobb vizsgalat bemutatta, hogy magas a tumorok inter- és intra-

tumor heterogenitasa. Ez a genetikai diverzitas befolyasolja a klinikai szekvenalasok

eredményét, valamint neheziti a prognosztikus és prediktiv biomarkerek azonositasat.

Az eredményeim alapjan levonhatd kovetkeztetések:

1.

Ujgeneracios szekvenalds felhasznalasaval kovethetd a mozgasbol szarmazd
sejtosszetétel-valtozds in vitro invazios kisérletekben. Ismert Osszetételii
sejtvonalak szekvenalasa esetén pontosabban lehetett megallapitani az aranyokat
azon esetekben, amikor egy sejtvonal van talsulyban.

Mind az invazids, mind a kalibracids kisérletek soran a mutacio frekvenciak
magas szorassal rendelkeztek a bioldgiai ismétlések és a technikai ismétlések
kozott. A magas szorasok jelentésen befolyasolhatjak az elemzésekbdl levont
kovetkeztetéseket és a tovabbi elemzéseket. In silico modellezéssel bemutattam,
hogy a széras lényegesen csokken magas lefedettség esetén, igy célszerti lehet
magas lefedettségii szekvenalast végezni a klinikai diagnosztikai mérések esetén.
Nagyobb tumorrészt lefedd szekvenalas |ényegesen nem befolydsolja a
detektalhatd mutacidk szamat. A jelenlegi klinikai diagnosztikai szekvenalasok
mintavételi gyakorlata eredményeim alapjan is helyesnek tiinik, de torekedni kell
a minél nagyobb szekvenalasi lefedettségre.

Szomatikus mutacidk hatasara gyakran nem csak egy fehérje, hanem az altala
szabalyozott jelatviteli utvonal és a sejtben 1évé RNS szintek is megvaltoznak. A
Genotype-2-Outcome elemzérendszer felhasznalasaval bemutattam, hogy
valtozasok prognosztikusak a betegek talélésére. A mutacidhoz kotott
génkifejez6dési valtozasokkal végzett talélés-elemzés sok esetben jobb
eredményt produkalt az adott gén mutacioja, vagy kifejezddési szintje alapjan
elvégezett elemzéshez képest. Ezért ez a modszer Uj biomarker azonositasanal jol
Kiegeszitheti a csak génmutéacion vagy génkifejezédésen alapulé modszereket.

A TP53 génmutacidval rendelkezé emldtumoros betegekben tobb olyan gén
kifejez6dési szintje emelkedett meg, melyek a sejtosztodast szabalyozzak. Ezen
génekrol tobb kozleményben leirtak, hogy a magas kifejez0déslik rossz
prognoézissal tarsul. Munkdmban kimutattam, hogy a talalt gének magas
kifejezddése valoban rossz prognoézissal jar a TP53 gén vad tipust betegekben,

viszont jobb a prognézis TP53 génmutans betegek esetén. A megfigyelésekbol
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arra kovetkeztethetlink, hogy ezen gének kifejezddése és a betegek progndzisanak

kapcsolata inkadbb indirekt médon tiikrdzi a TP53 gén mutacios allapotat.

10



6. Sajat publikaciok jegyzéke

6.1. Disszertaciohoz kapcsolodé publikacidk jegyzéke

1. Pongor LS, Kormos M, Hatzis C, Pusztai L, Szabo A, Gyorffy B. (2015) A genome-
wide approach to link genotype to clinical outcome by utilizing next generation
sequencing and gene chip data of 6,697 breast cancer patients. Genome medicine, 7:
104. 1F=5,846

2. Jiang T, Shi W, Wali VB, Pongor LS, Li C, Lau R, Gyorffy B, Lifton RP, Symmans
WEF, Pusztai L, Hatzis C. (2016) Predictors of Chemosensitivity in Triple Negative
Breast Cancer: An Integrated Genomic Analysis. PLoS medicine, 13: €1002193. IF=
11,862

3. Harami-Papp H*, Pongor LS*, Munkacsy G, Horvath G, Nagy AM, Ambrus A,
Hauser P, Szabo A, Tretter L, Gyorffy B. (2016) TP53 mutation hits energy
metabolism and increases glycolysis in breast cancer. Oncotarget, 7: 67183-67195.
IF=5,168

4. Nagy A, Pongor LS, Szabo A, Santarpia M, Gyorffy B. (2017) KRAS driven
expression signature has prognostic power superior to mutation status in non-small

cell lung cancer. International journal of cancer, 140: 930-937. 1F=6,513

5. Pongor LS, Harami-Papp H, Mehes E, Czirok A, Gyorffy B. (2017) Cell Dispersal
Influences Tumor Heterogeneity and Introduces a Bias in NGS Data Interpretation.
Scientific reports, 7: 7358. IF= 4,259

*Megosztott elsd szerzd

6.2. Disszertaciotdl fliggetlen publikaciok jegyzéke

1.Pongor LS, Pinter F, Petak 1. (2013) HeurAA: accurate and fast detection of genetic
variations with a novel heuristic amplicon aligner program for next generation
sequencing. PloS one, 8: €54294. IF= 3.534

11



2.Pongor LS, Vera R, Ligeti B. (2014) Fast and sensitive alignment of microbial whole
genome sequencing reads to large sequence datasets on a desktop PC: application to
metagenomic datasets and pathogen identification. PloS one, 9: e103441. IF=3.234

3.Cai W, Xiong Chen Z, Rane G, Satendra Singh S, Choo Z, Wang C, Yuan Y, Zea Tan
T, Arfuso F, Yap CT, Pongor LS, Yang H, Lee MB, Cher Goh B, Sethi G, Benoukraf
T, Tergaonkar V, Prem Kumar A. (2017) Wanted DEAD/H or Alive: Helicases
Winding Up in Cancers. Journal of the National Cancer Institute, 109. IF= 12.589

12



