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Bevezetés

Archeogenetika

Az archeogenetika egy olyan tudomanyag, amely 6si DNS elemzésével foglalkozik annak
érdekében, hogy megértse a multbeli populdciok genetikai dsszetételét, keveredését, eredetét és
az archeoldgia és az antropologia ismereteit. A mi munkankban 6si emberi populdciokat
vizsgalunk. A Human Genom Projektben tobb ezer ma €16 ember genom szekvenciaibol tobb
100 ezer valtozékony SNP-t (Single Nucleotid Polimorfizmus) azonositottak, és az analizisek
ezekre 0sszpontosulnak. Ezek tilnyomo tobbsége (>99%-a) evollcios szempontbol indifferens
(Auton és mtsai., 2015), vagyis nem hat rajuk a szelekcié. Igy oroklédésiik teljes mértékben a
mendeli torvényeknek megfeleld, allélgyakorisagukat elsésorban genetikai sodrodas és a
migracio befolyasolja és tokéletesen alkalmasak statisztikai elemzésre. Az archaikus
genomokbodl megallapithatok az egykor élt egyének rokonsdgi viszonyai, valamint az egyéb,
nem rokon genomokhoz valdé hasonlosaguk szintje. Utobbi lehetévé teszi a populécio-
genomikai elemzést, mert a genomok Osszehasonlithatok az adatbazisokban 1évé ismert
genomokkal, és hasonlosaguk alapjan csoportosithatok az egykori populaciok. Megallapithatd,
hogy az egyes egyének genomja mely 6si populdciokbol szarmazik €s milyen ardnyban. Ezen
eljarasok matematikai modszereket, statisztikai analizist és valoszinliségszamitast hasznalnak.
A leggyakrabban hasznalt eljardsok: PCA (Principal Component Analysis), F2-, F3-, F4-
statistics, ADMIXTURE analysis (biogeographical ancestry analysis), qpAdm, IBD (Identity
by Descent 1.: 1. dbra), kinship Analysis. Fontos megjegyezni, hogy az archaikus genomok
tulnyomo tobbségét alacsony lefedettséggel szekvenaljak, igy azok hidnyosak. Ennek ellenére
a fenti algoritmusok tobbsége jol miikodik ezeken a hidnyos pszeudohaploid genomokon is.
Azonban a leglijabb eljarasokra, mint példaul az IBD sharing (Browning, 2008), kizardlag
diploid, lehetdleg phaselt genomok alkalmasak, mivel ezek nem egyedi markereket vizsgalnak
hanem egy hosszabb egybefiiggd genom szakasz Gsszes markerét tartalmazo haplotipusokat,
amelyben lehetnek kisebb aranyban hibas adatok is. Ezért az IBD analizis archaikus genomokra
csak akkor alkalmazhato, ha eldtte a hianyos pszeudohaploid genomokat diploid, phaselt
genomokka tudjuk kiegésziteni. Ezt a kiegészitést az ugynevezett genom imputacioval lehet
végrehajtani. Az imputicid azt a biologiai tényt hasznalja ki, hogy a markerek tobbsége
kapcsoltan, nem egymastol fiiggetleniil 6roklédik. Az egyes genom lokuszokban minden
populéciora jellegzetes hapoltipus kombinaciok jellemzdéek . Az imputacidé soran igy egy
megfelelden nagy referencia populacié haplotipus adataibol, az adott mintaban a két valos allél
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véletleniil mintdzott, hiAnyos genotipus adatai alapjan, a hidnyos adatokat legjobban leir6 egy

vagy két haplotipust (allélt) igen nagy pontossaggal meg lehet taldlni. igy az imputacioval

phase-elt, diploid genotipusokat kaphatunk, ami alap feltétele az IBD sharing analizisnek.

1
L

IBD segment I

1. abra: az IBD elemzés 1ényege a kozos felmendktd] 6rokolt azonos genom szakaszok

azonositasa. Az abra egy 3 generacids csalddban 6roklédd egyik IBD szakasz 6roklésmenetét

mutatja be. (https://isogg.org/wiki/ldentical by descent Hozzaférés datuma: 2024.11.08.)

A régészek altal feltart maradvanyokbdl nyerhetd DNS sokban eltér az €16 szovetbdl vett

orokitéanyagtol. A foldfelszin alatt toltott tobb szdz vagy akar ezer év elsdsorban 6t kiillonb6zo

moddon rontja a kinyerhetd DNS mindségét (Garrido Marques és mtsai., 2024):

SzennyezO0dés vagy kontaminacio: Az elhalt szovetekben egy i1d6 utdn tilnyomo
tobbségben idegen, nem human eredetli 6rokitdanyag (elsé sorban talajbaktériumok
DNS-e) halmozaddik fel.

Lancszakadas, feldarabolodas: a DNS lanc a halalt kovetéen véletlenszertien
darabolédik. Ez a folyamat az id6 elérehaladtaval egyre rovidebb DNS szakaszokat hoz
létre, melyek tobbnyire 5’ vagy 3’ tlilnyulo végekkel rendelkeznek.

Abazikus helyek: nem csak a cukor-foszfat gerincben talalhato észter kotések, hanem a
bazisok glikozidos kotései is felhasadhatnak, melyek abazikus helyeket, depurinaciot,
Oxidacio, metil4cio, dezaminacid, tranzicio (ritkén transzverzid): oxidativ koriilmények
kozott, illetve kiilonbozd reagensek jelenlétében a bazisok szerkezete, funkcios
csoportjai megvaltozhatnak, leszakadhatnak illetve kicserélédhetnek, melynek

kovetkeztében mds bazisok, vagy bazis analogok johetnek létre, melyek a


https://isogg.org/wiki/Identical_by_descent

szekvenalaskor hibas leolvasast eredményeznek. Az aDNS leggyakoribb modosulasa a
citozin dezaminacidja, melynek kovetkeztében uracilla alakul, ami a szekvencia
olvasatban timinként jelentkezik.

e Egyéb szerkezeti elvaltozasok: az oxidacio karosithatja a cukor-foszfat gerincet is, mely
nem feltétlen eredményez szakadast, de megneheziti a szekvenalast. Ezen kiviil
1étrejohetnek timin dimerek is (elsé sorban UV hatasara), de a sugarzasok, reagensek ¢€s

mikroorganizmusok szdmtalan méas modokon is megvaltoztathatjadk a DNS szerkezetét.
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2. 4bra: 6s1 DNS NGS szekvenalas elokészitd protokoll (Meyer & Kircher, 2010).

Az archeogenetikai vizsgalatok elvégzéséhez mindenekeldtt ezen hibdkat kell kezelni, hogy
minél megbizhatobb legyen a szekvencia olvasat. Preciz mintavételezéssel, csokkenthetd a
kontaminéaci6, UDG (Uracil-DNA Glycosylase) kezeléssel eltavolithatok az wuracilok,
hibajavitd enzimekkel (Bst polimerdz) kijavithatok az abdzikus helyek, de az Gsszes hiba
javitasa igy sem lehetséges, igy ezeket csak informatikai modszerekkel lehet korrigalni. Ez utan

kovetkezhet az NGS el6készitése (1.: 2. abra).



NGS

Az Ujgeneraciés Szekvenalas (Next Generation Sequencing, NGS) kivalo eszkoz az archaikus
DNS szekvenalasara (1.: 3. abra). A modszer tobb millié rovid, maximum néhany szaz bazisbol
allo DNS szakasz parhuzamos szekvenalasara alkalmas. Mivel az archaikus DNS természetébol
adodoan rovid DNS darabokbol 4all, jol megfelel ezen paramétereknek. A hibridizacidés genom
dusitasokkal ellentétben itt nem csak az 1240k meghatdrozott régioirodl nyeriink genetikai
informaciot, hanem az elérhetd genom teljes egésze szekvenalasra keriil. Mivel az ugyanazon
DNS szakaszrdl nagyszamu parhuzamos olvasat (read) késziil, az egyikben meglévo téves vagy
bizonytalan olvasat kijavithatd a parhuzamos informacidokbol. A csoportunk altal hasznalt
Novaseq6000 szekvenator kapacitasa olyan nagy, hogy egyszerre 40-60 egyén genomja is
szekvenalhat6. Ezért minden egyes mintabdl késziilt konyvtarat egyedi 7 nukleotid méretli

indexeket tartalmazo adapterekkel jeloliink (1.: 2. abra).

1772:2,081,377-2,084817 Go B <« » @ [ = [ | g =

3. abra: A: bazis lumineszcencia (Voelkerding és mtsai., 2009).
B: a szekvencia megjelenitése IGV formatumban.

(https://help.medicinalgenomics.com/en/getting-started-igv Hozzaférés datuma: 08 11 2024)

Az alacsony human DNS tartalmii mintdk szekvenalasara kifejlesztették a genom dusitas
hibridizaci6 alapt (targeted oligo capture) modszerét (Lee és mtsai., 2009), mellyel kizarolag a
valtozékony pontokat tartalmazdé genom darabkak keriilnek dusitasra és szekvendldsra. A
rutinszertien alkalmazott hibridizacios dusito kit 1240k markert tartalmazoé target régiot dusit,
amely a leggyakoribb magas allél frekvenciaja (Alternativ vagy Minor Allele Frequency, MAF)
variansokat tartalmazza. Azonban ezzel az eljardssal a nem dusitott genom szakaszok
informacidja elvész. A jobb megtartasti, magasabb endogén DNS tartalmii mintdknal

jellemzden a shotgun WGS (Whole Genome Sequencing) eljarast alkalmazzak, amely a teljes
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genomot szekvenalja. Az 6si DNS minték esetén pénziigyi okokbol tobbnyire alacsony (0,1-2x)
genom lefedettségili adatok keletkeznek. A kapott rovid szekvencidkat szoftveresen illesztik a
referencia human genomra, ennek sordn a nem humian DNS szennyezddés nagy része
szoftveresen eltavolithat6. Mivel az egyes DNS molekuldk szekvenalasa teljesen véletlenszert,
az alacsony lefedettség miatt eléfordul, hogy egy DNS szakaszrol tobb olvasat is késziil mig
masokbdl egy sem (L.: 4. dbra). Az atlagosan egy bazisra esé ’'read’-ek szamat nevezzik
lefedettségnek. Ha egy mintaban alacsony az endogén DNS tartalom, akkor a szekvenalaskor
tobbnyire kisebb lesz a genom lefedettsége, mivel sok lesz a feleslegesen megszekvenalt
exogén DNS. Ebbdl csak akkor nyerhetnénk informaciot, ha a tobbi minta rovasara noveljiik az
alacsony endogén tartalmii minta koncentraciojat, de ez rendkiviil koltséges, ezért inkabb
endogén tartalom alapjan szelektaljuk a mintékat, és egy bizonyos szazalék alatt nem végziink

WGS-t. A koltséghatékonysag és a pontossag kompromisszumaként 1x és 2x atlag

lefedettséggel szekvenaljuk a mintadkat.
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4. ébra: A readek eloszlasa kiilonbozo atlag lefedettségek esetén (Rubinacci és mtsai., 2021).



Ennek kovetkeztében sok vizsgaland6 pontrol nem kapunk még csak haploid informaciot sem,
diploid informéci6 kinyerése pedig még ennél is ritkdbb. Ezért az ilyen hianyos human genom
olvasatot pseudo-haploidnak tekintjiik az archeogenetikai elemzések soran. A szekvenalas és
illesztés soran a szoftverek egyes nulkeotid olvasatokhoz valoszinliségi értékeket rendelnek,
ami jellemzi az olvasat bizonytalansagat. Ezt a BAM fajlok a hiba valészintiségének

logaritmusaként taroljak.
Alacsony lefedettség

A szekvenalds lefedettége olyan mérdszam, mely megmutatja, hogy a genom egy pontjat
atlagosan hanyszor olvasta ki €s azonositotta a szekvenator. Az archeogenetikaban szokésos 1x
¢és 2x atlagos lefedettég esetén a genomi pontok tobbségérdl legalabb 1 olvasatot kapunk, de
szignifikans szamban fordulnak el6 3x, 4x, vagy akar 5-szorosen azonositott bazisparok is (1.:
4. abra), azonban a tovabbra is jelentds szdmu ismeretlen pont miatt még ez sem elegendd az

IBD analizishez sziikséges biztos diploid informdcio6 kinyerésére.

Szekvencia formatumok a szekvenalastol az imputalasig
1. Kép:
Szekvenalas: A szekvenalas sordn az elongacids ciklusban beépiilt 1j bazisokat fluoreszcens

festékekkel jelolik. Digitalis képeken rogzitik ezeket a fluoreszcens jeleket, amelyek a DNS

szekvencia nyers adatait képviselik (1.: 3. dbra).
2. BCL (Base Call Files):

Szekvenalds utani adatkimenet: A BCL fajlformatum a szekvenald gépbdl szarmazd nyers
bazishivasi (base calling) adatokat tartalmazza, beleértve az egyes bazisok hivasait és mindségi

pontszamait. Ezek az adatok kozvetleniil a szekvenalasi folyamatbdl szarmaznak.
3. FASTQ:

Szekvencia adatainak tarolasa: A FASTQ f4jlformatum a mintdnként szétvalogatott szekvencia
adatokat és azok mindségi pontszamait tartalmazza. Minden egyes nukleotidhoz tartozik egy

mindséget jelolo sor, amely az olvasatok megbizhatosagat jelzi.

4. SAM (Sequence Alignment/Map):

crer

adatokat rogziti. Szoveges formatum.



5. BAM (Binary Alignment/Map):

Illesztés és tarolas: A BAM f4jl a SAM fajl binaris verzidja, amely hatékonyabb taroléast biztosit
a BGZF (Blocked GNU Zip Format) nevii tomoritési eljarasnak koszonhetden. Az illesztett

szekvencia adatokat tartalmazza.
6. BAI (BAM Index):

Gyors hozzaférés a BAM fajlokhoz: A BAI fajl a BAM f4jl indexelt véltozata, amely lehetéveé

teszi a gyors hozzaférést a BAM f4jl specifikus részeihez.
7. VCF (Variant Call Format)/BCF (Binary Call Format):

Varidns hivas: A VCF f3jlformatum a szekvencidkban talalhatd genetikai variansokat (SNP-k,
VCEF esetén Text formatum, amely tartalmazza a variansok informacioéit és a hozzajuk tartozo
genotipusokat, A BCF a VCF binaris valtozata. Ugyanazokat az informacidkat tartalmazza,
mint a VCF, de binaris forméban tarolja, ami hatékonyabb tarolast és gyorsabb adatfeldolgozast

tesz lehetové.
8. BGZ (Block GZIP):

Adatkompresszio: A BGZ f4jlformatum a fajlok (esetiinkben VCF-ek) hatékony tarolaséra és
tomoritésére szolgal. A ZIP ¢és a ,,zipelés” egy informatikéban elterjedt ugynevezett archivalo
tomoritési eljaras, mely megdrzi a tomoritett mappa struktirajat. A GZIP (GNU Zip) egy
hatékonyabb, Unix altal tdmogatott nem-archivalo tomoritési eljaras, mely egyszerre csak egy
41 tomdoritését végzi, nem képes mappa strukturakat kezelni. A GZIP és a BGZIP (Block GZIP)
fajlok abban térnek el egymastol, hogy mig elébbi csak egy hatékonyan tomoritett
adatallomanyt hoz 1étre, utobbi még a tomorités elétt blokkokra osztja a fajlt, €s azt blokkonként
tomoriti. A BGZIP tomoritéshez tartozik egy index gylijtemény, amely egy kiilon szoveges
fajlban (.tbi/.csi) tarolja az eredeti f4jl koordinatdinak megtalalhatosagat a tomoritett
blokkokban a tomoritett allomany mellett (genom.bam + genom.bam.bai, genom.bcf.gz +
genom.bcf.gz.tbi). Ez a fajta szakaszolt tarolas kis mértékben csokkenti a tomorités

hatékonysagat, ugyanakkor szdmottevden felgyorsitja a tomoritett fajlok hozzaférését.



BCF Indexelés Tombrités Gyors kicsomagolas
1 e . blokkonként
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5. abra: A BGZ tomorités folyamata.

9. Egyéb segéd formatumok: TSV (Tab-Separated Values), TXT (Text Files):

Kiegészitd adatok tarolasara: chunkolds, indexek, vagy akar két BAM fajl eltéréseinek

tarolasara szolgal.

Imputacio

Az alacsony lefedettségli szekvencia hidnyossdgainak kiegészitésére a kozelmultban
kifejlesztették a genom imputacid modszerét. Az imputaciod a statisztikdban az a folyamat,
amely sordn a hianyzo6 adatokat potoljak becsléssel vagy valdsziniiségi modszerekkel (Leonard
E. Baum & Ted Petrie, 1966; Y. Li és mtsai., 2009, 2010). A genetikdban az imputacio a
hidnyz6 genotipusok becslésére szolgdl, referencia panelek és a szekvenalasbol szarmazé
meglévo adatok €s valdszintiségi értékek segitségével. A genetikai imputacio célja a hianyzo
genetikai variansok kiegészitése, melynek segitségével a hianyos pseudo-haploid genomokbol
diploid genomok készithet6k, ami sokkal mélyebb szintli genom elemzéseket tesz lehetdvé. A
meidzis sordn a kromoszoémak atkeresztezddnek, igy az apai és anyai eredetli homoldgok
kromoszoma szakaszai kicserélédhetnek (crossing-over). Minél kdzelebb van egymashoz két
l6kusz, anndl valdsziniibb, hogy egyiitt 6roklddnek tovabb, haplotipusonként nagy blokkokat
képezve. Egy joO mindségli modern diploid referencia adatbazisdban megtalalhatok az adott
populécidra jellemzé marker sorozatok, haplotipus kombinaciok. Az 6si DNS-b6l csak pseud-
haploid informécidt nyerhetiink, azaz bar két allélja van, de véletlenszerlien vagy egyik vagy
masik allélrol van marker informdacionk, €és azt sem tudjuk, hogy melyik ezek homologrol

szarmaznak. Az imputicios algoritmusok képesek megtaldlni a referenciaban talalhatod
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haplotipus kombinacidkbdl azt az egy-két haplotipust, amivel a pseudo-haploid markerek
legjobban leirhatok. fgy végiil az 5sszes genom szakaszra megadja azokat a diploid markereket
amivel az adott pseudo-haploid genotipusok legnagyobb valdszinliséggel leirhatok. Az
imputacid pontossaga a lefedettség mértékétdl, a mintanak megfeleld referencia populacio
meglététdl, és az abbol rendelkezésre alldé genomok szamatol fiigg. Eurdpai populaciok esetén,
melyekbdl nagyszamu referencia all rendelkezésre, a >1x lefedettségli shotgun szekvencidk
>5% MAF (alternativ allél gyakorisdg, Minor Allele Frequency) értékii pontjai >98%-os
pontossaggal imputalhatok (Rubinacci és mtsai., 2021).

Az imputacio 1étjogosultsaga

Felmeriilhet a kérdés, mi értelme van referencia segitségével kipdtolni egy hianyos adatszettet,
majd az adatszettekbdl vett informaciok segitségével (beleértve a kipotolt adatpontokat is)
vizsgalni azok hasonldsagait, milyenségét. Jogos a kérdés, hiszen bizonyos esetekben (alacsony
lefedettség, alacsony MAF, ritka haplocsoport) ez az eljards valoban a valosagostol eltérd
genom szakaszokat rekonstrualhat. Példaul a nagyon kevés egyénre jellemzd, nagyon alacsony
MAF értékti SNP valtozatok tobbsége biztosan nincs reprezentalva az adtabazisban, igy azok
tévesen lesznek imputéalva, a hozzajuk leghasonlobb a haplotipusokb6l. Azonban ez nem okoz
jelentds problémat, mert a populacidgenetikaban az egyénre jellemzd pontmutacidknak nem
tulajdonitanak nagy jelentdséget, sokkal fontosabbak a magas MAF értékiit SNP mintazatok (1.
6. abra), melyek a elterjedtek, és tobb egyedben is megtalalhatdéak. Az ilyen magasabb MAF-
vel rendelkezd variansok, éppen elterjedésiik miatt nagy valoszinliséggel megtalalhatoak a
referencidkban is. Emiatt 1ényeges a megfeleld referencia haszndlata, kivaltképp, ha egy ritka

genetikai 0sszetételli populaciot vizsgéalunk.

Miért sziikséges az imputaci6? Miért nem mindig a hidnyos, de biztos adatokat hasonlitjuk
0ssze? Bizonyos esetekben, mint a PCA vagy az F statisztikdk elegendd egy kis lefedettségli
szekvenalas ahhoz, hogy kell6 mennyiségii adatot kapjunk és azt 6ssze tudjuk hasonlitani mas
hasonld mindségli adatszettekkel, viszont az IBD ¢€s a tobbi nagy egybefliggd szakaszokat varo
algoritmus mar nem fogja tudni 6sszehasonlitani a két hidnyos pseudo-haploid adatsort, mivel
ezeknek sziiksége van a diploid allélhivasra az 6roklédési mintazat lekdvetése céljabol. Példaul
el6fordulhat, hogy egy minta magaban hordozza részletekben a vizsgélt kiralyi csaladra
jellemz6 IBD mintazatot, de maga a teljes genom annyira hidnyos, hogy ha ebben az allapotban
probalunk IBD szegmenseket talalni, akkor csak kevés rovid szegmenst talalunk, igy a csaladtol
tévesen tavolra tessziik a mintat geneoldgiailag (1.: 6. abra). Itt kap teret az imputacio, ami a

lyukak kornyezetének ismeretében (amennyiben az IBD mintdzat megtalalhat6 a referenciaban)
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crer

analizis immaron mint teljes, hidnytalan genomot, pontosan el tudja helyezni a kiralyi csalad

kdzelében az aproé imputacids hibak ellenére.
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6. abra: Egy fiktiv alany vizsgélata. Magyarazatat 1asd a szovegben.

Sokban hasonlit ez a képelemz6 algoritmusok miikodéséhez. Tegyiik fel, hogy ,,P1” szamlalo
program tokéletesen felismeri és korvonalazza egy forgalmas keresztezédésben késziilt képen
az Osszes emberi alakot, barmilyen pozicioban, tdvolsdgban legyenek és barmilyen kiillemi
jellemzokkel birjanak (1.: 7. dbra, sarga szinnel jelolt kivalasztas). Ezutan a jol elkiilonitett
alakokat megszamolja. Ez felel meg az IBD analizisnek, mely nagy megbizhatosaggal végzi a
dolgat hianytalan adatsoron. A probléma akkor adddik, mikor az elemzendd képen az egyik
alakot szinte teljesen kitakarja példaul egy tabla, és csak egy csizma vagy egy kalap latszik a
képen. Ekkor jon a képbe ,,P2” segéd program, mely ugy van megalkotva, hogy bar tokéletesen
nem tudja korbe rajzolni az emberi alakokat, azt meg tudja mondani, hogy ahol egy csizma
vagy kalap van, ahhoz nagy valoszinliséggel tartozik egy ember is (l.: 7. abra, piros szinnel
jelolt kivalasztas). P2 program P1 programnak tovabbitja ezt az informacidt, ami igy helyes
kovetkeztetéseket képes levonni. Természetesen lehetséges, hogy csak onmagaban volt egy

csizma a képen, vagy olyan részletet ismert fel, amely nem tartozik személyhez, (1.: 7. abra,
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kérddjellel jelezve) ami minimalis bizonytalansagot visz a mérésbe, pontosan ugy, ahogyan az
genomi imputacid esetén sem lehetiink biztosak az 6sszes behelyettesitett bazis genotipusaban,
de szélsdséges esetekben (=alacsony lefedettség), mikor tulnyomo részt labbeliket és kilogod
végtagokat latunk a képen egyértelmi, hogy egy P2 segéd program nélkiil nem megvalosithatod
a szamlalas, mivel a teljesen koriilhatarolhatd alakok szam a elenyészd, viszont azt nagy
bizonyossaggal tudjuk, hogy a forgalmas keresztez6désben valdjaban nem hagytak gazdatlan
labbeliket és végtagokat. Tehat csak akkor alkalmazzuk az imputédciot, ha tudjuk, hogy a
vizsgalodasunk (IBD) nagyobb hibaval dolgozna 6nmagéban, mint amit az imputacid belevisz
a mérésbe, ami alacsony lefedettség esetén megfeleld referenciaval szinte mindig igaz. Ez
természetesen egy komoly leegyszersités, mivel az imputacio nem egyszeriien arrdl dont, hogy

van-¢ az adott ponton genotipus, hanem hogy milyen genotipus van ott (inkabb sarga vagy

inkabb piros az atlatszo kabat).

7. ébra: P1 és P2 fiktiv programok miikodésének szemléltetése.

(kép: https:// www.usnews.com/news/cities/articles/2020-10-09/the-us-cities-most-vulnerable-

to-covid-19-and-poor-mental-health. Hozzaférés: 2024.10.15.)

Célkituzés

Kutatasunk egyik célja az volt, hogy megvizsgaljuk, hogy a Joint Model megfeleld alkalmazasa
javithat-e a konkordancian. Ennek kivitelezéséhez 6t minta lefedettségét mesterségesen
lerontottuk, ezek imputaltuk péarhuzamosan, valamint a referenciapanelhez hozzaadtunk
tovabbi 352 korabeli, azonos teriiletrdl szarmazo (igy a mintdk genotipusdhoz vélhetden
legjobban hasonlitd) archaikus mintat is. Minden imputalas csak a 22-es kromoszdman tortént
a korlatozott gépidd miatt. Az imputacid utan a konkordanciat az eredeti (lerontas eldtti) magas

lefedettségli genomokkal 6sszehasonlitva szamoltuk.
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Anyagok és modszerek

Molekularis biologia laboratorium

Csontpor eldallitasa

A csontok és fogak tomorebb alloméanyai jobb DNS-megorzési képességgel birnak, mint a lagy
szovetek. A temporalis koponyacsont sziklacsontja, kiilondsen a [labyrinthus osseus,
kiemelkedden tiszta endogén DNS-tartalmu. A sziklacsont rendkiviil stirli és ellenallo, ezért a
halal utan is hosszl id6n keresztiil konzervalja az endogén DNS-t, emiatt az 6si DNS-kutatasok

egyik legfontosabb mintavételi célpontja.

A sziklacsont mintakat tisztitds utdn Dremel magasfordulatszamu kézi maroval valasztottuk le.
A folyamat soran keletkezd csontport elszivd berendezés tavolitja el. A leletek allapotatol
fliggden kiilonbozd technikékat alkalmaztunk: teljes koponya esetén minimadlisan invaziv
megkozelitést, vagyis a csont megfurasat, kiilonallo csontdarabnal kdzvetlen vagast. A darabolt
mintakat golydosmalomban apritottuk porra, melyet steril mikrocentrifuga-csdvekben taroltunk.
Az eszkozoket ¢és az elszivofiilkét minden haszndlat utdn alaposan tisztitottuk 3%-os
hipoklérossavval, 3%-os hidrogénperoxiddal és DNS mentes YH>O-val (a tovabbiakban: viz)
valamint UV-fény alatt DNS-mentesitettiik.

DNS extrakcio

Az 6si DNS esetében nagyon alacsony endogén DNS-tartalomra lehet szdmitani. Negativ

kontrollokat alkalmaztunk a szennyezddések kiszlirésére.

Az extrakcid elsd 1épése a csontpor eléemésztése, mely sordn a por részecskéinek felszinén
megtalalhato, potencidlisan nagyobb mennyiségli szennyezd (exogén) DNS eltavolitasa
torténik. 200mg csontporhoz 1ml 0,5 M-os EDTA-t és 5 ul 20mg/ml-es Proteindz K
szuszpenzidt mértiink. A mintakat az eléemésztés soran 30 percig 48°C-on folyamatos razatas
mellett inkubaltuk. Ez inkubacio végeztével 1 perc 13000 rpm centrifugéalas utan ledntjiik a

feliiluszot és igy a szennyezO0dés nagyrészeEt is.

Ezutan kovetkezik az emésztés, melynek célja az eléemésztés utdn megmaradt porszemcsék
teljes felolddsa, a benniik 1évé magas endogén tartalmit DNS felszabaditdsa. Az emésztési
reakcid: a centrifugalasbol megmaradt tisztitott csontpor; 1,35 ml 0,5 M-os EDTA; 18,75 ul 20
mg/ml Proteinaz K; 15 ul 10%-os Triton X-100® detergens; 1,5 ml viz. A reakciot 72 oréig

48°C-on folyamatos razatas mellett hagytuk végbe menni.
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A DNS-t szilika matrix segitségével vontuk ki. A matrixhoz vald kotést kaotrop so,
guanidinium-hidroklorid segiti. 4x45 ml kotépuffer, melyb6l minden mintadhoz 7,5 ml-t
hasznaltunk fel 24 mintéara 6sszesen: 21,5 g kristalyos guanidium-hidroklorid; 1320 pul 3 M-os
natrium-oxalacetat; 18 ml 100%-os izopropanol; 22,5 pl 100%-os Tween-20® detergens;
valamint a 45 ml teljes térfogat eléréséhez sziikséges viz. A natrium-oxalacetat savas pufferként
szolgal, valamint egyértékii kationokat biztosit, melyek vizelvond hatdsuk révén facilitaljak a
DNS szilika matrixhoz kotédését. A mintdkat vdkuummal szivtuk at a MinElute® szilika

oszlopokon.

A DNS megkotése utan mosasi 1épések kovetkeznek, amit 750 pl a gyartd altal biztositott
mosopufferrel hajtottunk végre, ami vizzel higitott 80%-os etil-alkoholt tartalmaz. A

mosopuffert centrifugaldssal nyomtuk keresztiil a matrixon.

A matrixon megkotédott DNS-t 2x25 pul TRIS elucios pufferrel oldottuk le, ami 10 mM-os TRIS
¢s ImM-os EDTA elegye. Az elucidt centrifugaban hajtottuk végre.

A tisztitds végén ellendriztiik az oldataink DNS koncentracidit illetve a kontroll esetleges

szennyezettségét Qubit® fluorometrias miiszer segitségével.
Hibajavitas
Az UDG-USER (Uracil-DNS-Glycosylase, Uracil-Specific Excision Reaction) a citozin

bazisok deaminacidval torténd uracil tranzicidja korrigalhatd, melyet a DNS 06si jellegének

bizonyitasaképpen csak részlegesen hajtunk végre.

Az UDG reakci6 egy mintara, 30 pl DNS kivonathoz: 6 pl 10-szeres toménységti Buffer Tango,
0,24 pl 25 mM-os ANTP mix (4x0,1 M-os dNTP térzsoldatbol); 0,6 pul 100 mM-os ATP; 1,8 ul
USER reagens 1 U/ ul NEB torzsoldatbol; 21,36 pl viz. A reakciot 37°C-on 30 percig inkubaltuk
PCR gépben, igy nem minden uracil keriil kijavitasra, ami késobb validalja az adatainkat,
bizonyitja a DNS archaikus jellegét. A reakcié megfeleléen iddzitett leallitasahoz a mintakat
parhuzamosan, idében eltolva inditjuk, igy a 30 percek pontos leteltével éppen annyi idonk van
a reakciot ledllit6 UGI (Uracil-DNS-Glycosylase Inhibitor) ramérésére, mint amennyit

kezdetben a reakcid 6sszemérésére felhasznaltunk.

Az adapterek sikeres ligalasa csak ép, foszforilalt végli DNS-fragmentumokon végezhet6 el.
Ezért a degradalt DNS-re jellemz0 egyszalu tulnyulo végeket vagy ki kell egésziteni, vagy el
kell tavolitani. A Blunt-end-repair: 3 ul 10 U/ul T4 polinukleotidkinaz; 1,2 ul 5 U/ul T4 DNS

polimerdz. A T4 DNS polimeraz 3'-5' exonukleaz aktivitasanak koszonhetden a tulnyalo 3'
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végeket leemészti, mig az 5' tulnyuld végeket kettdés szalva egésziti ki. Az 5' végek
foszforilacigjanak helyreallitasa érdekében T4 polinukleotid kinazt adunk a reakcidelegyhez,
igy a DNS alkalmas lesz a ligdlasra. Az elegyet 25°C-on 15 percig PCR gépben inkubaltuk. A
kovetkezd 1épés elott a kordbbihoz hasonlé moédon MinElute oszlopokon tisztitjuk a DNS
oldatot, annyi eltéréssel, hogy a kisebb mennyiségii kiindulési reagens megfeleld kihigitdsahoz
ezuattal elegendd 350 pl kotdpuffert alkalmazni, valamint a folyamat végén csak egyszer

eludltunk 20 pl TE pufferrel.
Adapter ligalas

A kapott tompavégii polinukleotidokhoz IS1-1S3 és IS2-IS3 adaptereket ligaltunk (I.: 2. dbra).
Az ehhez sziikséges reakcid: 4 pl 10-szeres T4 DNS ligaz pufter; 4 pl polietilénglikol (50%-os
PEG-4000); 1 pul adapter nukleotid mix (50 pM mindegyikbdl); 1 pl 5 U/ul-es T4 DNS ligaz;
10 pl viz; 30 perc inkubalas 22°C-on. Ujabb tisztitas kovetkezett 200 pl kotépufferrel 20 pl TE
pufferbe.

Az adapter tulnyulé végeit Bst polimerazzal toltottiik fel a kdvetkezOképpen: 1,5 pl 8 U/ul
polimerdz; 0,4 ul ANTP mix; 4 pl 10-szeres ThermoPol reakcié puffer; 14,1 ul viz. Ezt a reakciot

is tisztitas koveti.
Index szekvenciak ligalasa

Az adapterekhez mar csak a megfeleld indexkombinaciokat kellett hozzaligalni. Mi 7 bazisos
indezeket hasznaltunk, melyeket ugy osztottunk el, hogy egy flowcellen semmiképp ne legyen
felig vagy teljesen 0sszetéveszthetd minta. A ligalashoz az imént megtisztitott DNS oldatokhoz
hozzaadtunk: 28,5 ul viz; 20 pl 5-sz6r6s GoTaq pufter; 10 pl 25 mM-os MgCl, oldat; 10 ul 2,5
mM-os ANTP mix; 0,5 pl 5 U/pl-es G2GO Taq polimeraz; 5 ul 10 mg/ml-es BSA oldat; 6-6 ul
a sajat PS5 és P7 10 uM-os indexekbdl. Minden reakcidt a keveredés utdn harom egyenld
térfogatban felvittiink egy-egy wellbe egy 96-0s plate-en. A PCR program 12 ciklusbol allt. Ezt
kovetden ismét kitisztitottuk a DNS-t az oldatbol MinElute oszlop segitségével, majd

crer

Ezt kdvetden hajtottuk végre az NGS szekvenalast (1.: 3. dbra).
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Algoritmusok, szoftverek
BCFtools (H. Li és mtsai., 2009)

Az imputéacid soran ¢és altaldban a genomok kezelésében segitett a SAMtools (Sequence
Alignment/Map tools) BCFtools névre hallgaté algoritmus csomagja, mely szamos feladat
végrehajtasara képes a genomokon, mint szoftveres adatdllomanyokon, vagyis BCF és VCF
formatumu varians leir6 fajlokon. Az algoritmusok futdsat a HTSlib konyvtar segiti, mely jol
optimalizalt C programozasi nyelven irt algoritmusokat tartalmaz. A csomag nyujtotta eszkdzok

kozil elso sorban a kovetkezOket hasznaltam:

mpileup:

A SAMtools mpileup-on alapuld parancs. A szekvendldsi olvasatokbol general pileup
formatumu adatokat, amelyek késobb varians hivasra hasznalhatok. Nyers adatokat generdl a
varians hivashoz, de sokféle paraméter beallithatd, példaul minimalis lefedettség, mindségi
pontszam. Tobb alany Osszevonhatd az mpileup soran egy VCF/BCF fajlba és egy alany
szekvenatuma is szétbonthato6 kiilon VCF/BCF f4jlokba.

call:
Ez a parancs a variansok hivasara szolgal példaul a generalt pileup fajlokbol. Kiilonb6zo
algoritmusok ¢és beallitdsok haszndlhatéak a varians hivasra. A hivott varidnsokat VCF

formatumban téarolja.

view:

Elsddleges funkcioja, ahogyan a neve is sugallja, a genom megjelenitése egyszerli parancssori
kornyezetben, de pipeline-nal tovabbadhatjuk a szdveges informdciot, kimenthetjiik mas
szoveges allomanyokba, TXT-be vagy konvertalhatjuk a BCF fjlokat VCF-be ¢és forditva. A
megjelenitést vagy konvertalast kiilonboz6 sziir6kkel is megvaldsithatjuk. A szlirés torténhet
kromoszdmara, régiora, de mas paraméterekre is sziirhetlink: a pozicid6 mindségi pontszdma,
referencia/alternate allél, de az INFO/DP>X segitségével akar az X-szeres lefedettségnél

nagyobb poziciokat is listdzhatjuk.

norm:

Indelek normalizalasa. Ez az algoritmus végigmegy az adott genomon ¢és kezeli az inszercidkat,
deléciokat, multiallélikus helyeket. Magédban a BCF/VCF fjjlban balra rendezi a szdveget,
illetve ha még nincs, pozicionként (site) sorokba tordeli azt. Indelek esetén ahol multiallélikus

helyek vannak tobb sorba tordelheti az egy sorba tomoritett allélokat, illetve forditva, ha a
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késObbi folyamatokban ilyen formaban tudjuk kezelni a genomot, egy sorba tomdariti az azonos
helyhez tartoz¢é allélokat. Hasonlé médon képes 6sszevonni a duplikalt pozicidkat, vagyis ahol

nem eltérd allélok, hanem ugyanannak az allélnak duplikaltjai vannak jelen.

index:

A tomoritett fajlok indexelését végzi (lasd korabban: BGZ). Az algoritmus alapértelmezett
maddon a CSI (coordinate-sorted index, kromoszoéma hossz: max. 23! bp) vagyis a koordinata
alapt indexelést timogatja ¢és ebben a rendszerben indexeli a bemeneti dllomanyokat. Ha ez
nem lehetséges, a program TBI (tabix index, kromoszoma hossz: max. 2° bp) f4jlt hoz létre a
HTSIib konyvtar tabix algoritmusanak meghivéasaval, de akéar szandékosan is 1étrehozhatunk

ilyet.

query:

Lehetévé teszi a VCF/BCF fajlokbol torténd adatkivonast és formazast, specifikus informaciok
kinyerését, adatok tetszOleges formatumu szdvegfajlba torténd irdsat. Hasonld a view
funkciodhoz, de itt nem teljes rekordokat kapok vissza a megadott szlir6k alapjan, hanem a fajl
egészébol nyerhetek ki informacidkat, példaul bizonyos sziir6knek (mint a genotipus vagy a
lefedettség) megfeleld hivasok szdmat, a multi BCF-ek esetén listazthatjuk a minték neveit, stb.
valamint formézhatom a kimenet megjelenitését, példaul csak a kromoszomaszdmot (#),
pozicidt (#), referencia- és alternate allélt (A/G/C/T) és a genotipust (0/1) kivanom
megjeleniteni tabuldtor szepardlt oszlopokban, hivasonként tort sorokban. Mindezek

természetesen tovabbithatoak és kimenthetdek standard szovegallomanyokba.
GLIMPSE v1.1.1 (Delaneau és mtsai., 2012, 2017; Rubinacci és mtsai., 2021)

A GLIMPSE (Genotype Likelihoods IMputation and PhaSing mEthod) egy imputacios
szoftver, amit a svdjci Simone Rubinacci és munkatéarsai publikaltak 2021-ben a nivés Nature
Genetics c. folyoiratban (Rubinacci és mtsai., 2021). A GLIMPSE1-ben alkalmazott algoritmus
a tobbi algoritmushoz képest sokkal kisebb gépidé mellett képes nagy pontossag elérésére (1.:
8., 9. abra) (Escobar Rodriguez & Veeramah, 2024; Rubinacci ¢és mtsai., 2023; Sousa da Mota
¢€s mtsai., 2023).
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8. abra: A GLIMPSEI processzorigénye a tobbi imputécids szoftverhez hasonlitva (Rubinacci
¢és mtsai., 2021).

A moddszer bemutatasa érdekében a paraméterek széles spektrumat tesztelték a GLIMPSE-en.
564 genom imputalasat hajottak végre az 1000 Genome Project New York Genome Center altal
ujraszekvenalt 30-szoros lefedettségli genomjait hasznalva referenciaként. A lefedettséget 0,1x-
tél 8-szorosig, a MAF-t 0,01%-o0s gyakorisagtol 50%-ig vizsgaltdk. A mintak lefedettségét
mesterségesen is csokkentették a 0,1-szeres lefedettség eléréséhez. A program futdsidejét és
annak skalazodasat is behatdan tanulmanyoztak. Ennek érdekében valtoztattak a parhuzamosan

imputalt mintak szamat €s a referencia adatbazis méretét.
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9. abra: A vizsgalt algoritmusok processzorigényének skalazddasa a referenciapanel

méretének fliggvényében (Rubinacci és mtsai., 2021).

A mérések a kovetkez6t mutattak a GLIMPSE v1.1.1 imputald képességének vizsgalatakor:

Lefedettség | MAF | r? Ertékelés

0,1x >5% | >0,7 | Nagy relativ pontossag extrém alacsony lefedettségre is.

0,3x >5% | >0,9 | Alkalmazhat6 mértékli pontossag kiemelkedden alacsony
lefedettség mellett.

1,0x =0,1% | =0,8 | Nagy relativ pontossag ritka varidnsok esetén alacsony
lefedettség mellett.

8,0x =0,1% | >0,95 | Kiemelked6en nagy pontossag ritka varidnsok esetén magas
lefedettség mellett.

1. tdblazat: A GLIMPSE1 megbizhatosaga (Rubinacci és mtsai., 2021).
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10. abra: A GLIMPSE1 konkordancia vizsgélata a lefedettség fliggvényében (A)

valamint a tobbi algoritmushoz viszonyitva (B) (Rubinacci és mtsai., 2021).

A GLMPSE imputalé képessége felillmulta az Osszes tovabbi state-of-the-art szoftver

képességeit 1-szeres lefedettség mellett a ritka és a gyakori varidnsok esetén is (1.: 10. dbra).

A program mintankénti processzorigényének skalazodasat tekintve messze feliilmulja kortarsait
jelentdsen csokkentve az alacsony lefedettségli szekvencidk imputalasanak iddéigényét és

koltségeit. Ezzel 1) lehetdségeket nyit meg a genome-wide studies teriiletén.

GLIMPSE Joint Modell alapua imputalas

A GLIMPSE kiemelkedd hatékonysaga és pontossaga mellett abban is eltér tarsaitol, hogy
képes egyszerre egy kisebb referencia adatszett mellett tobb mintat egyszerre imputalni ugy,
hogy kozben az imputilandd mintakat referenciaként is felhasznalja a tobbi minta
imputéalasahoz az iterativ GL (Genotype Likelihood) javito 1€épés sordn. (1.: 11. abra). Ez az
eljaras abbol a megfontolasbdl indul ki, hogy amennyiben az imputalt mintdk populacios
struktiraja valamelyest eltér a felhasznalt referenciakétol, akkor ez elméletileg javithatja az

imputéacid pontossagat.
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11. &bra: Az imputalas folyamata, a Joint modell szemléltetése (Rubinacci és mtsai., 2021).

Kutatasunk egyik f0 célja volt, hogy kontrollalt koriilmények kozott, mesterségesen
lecsokkentett lefedettségili mintdkkal megvizsgaljuk, hogy Joint model alkalmazésa tobb azonos
populacié struktirdji minta egylittes imputalasaval esetleg javitja-e a konkordanciat (Két

genetikai adatforras egyezdségi szintjének statisztikai mérészama.).

A GLIMPSE v1.1.1 miikodésének folyamata (Delaneau ¢s mtsai., 2012, 2017; Rubinacci és
mtsai., 2021)

Az imputalashoz sziikséges referencia adatok Osszeéllitdsdhoz, az imputdlandé markerek
szlirés¢hez, transzformacidjahoz és a teszt mintdk adatainak kezeléséhez, konverzidjahoz is
sziikség van a SAMtools és a BCFtools csomagokra. A GLIMPSE 6t {6 algoritmusa a Chunk,
Phase, Ligate, Sample illetve a kiértékelést szolgdlo Concordance. A GLIMPSE-el valo
imputalés altalunk végzett folyamatat a kdvetkezd abra szemlélteti, egytttal bemutatja az 6t

algoritmus szerepét a miivelet soran (dolt betiivel kiemelve azokat).

Referencia
Referencia . .
Alap PR [L::> Minta . Rendezés:
paraméterek Tém.‘esilm el6készits g;‘;fiécm Ligate
beallitésa pese lépések e Sample
| Chunk — 3 i

I 7 7 7]

fruth Konkordancia
(Helyes analvizis Imputalt
szekvencia) Y szekvencia
Concordance

12. ébra: Az altalunk alkalmazott imputacios folyamat. Részletes magyarazatat lasd a

szovegben.
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A seed integer valtoz6é a randomszam generalas alapjaul szolgaldé szam, melyet az eljarés
vizsgalata soran rogzitettiik a folyamatot befolyasolé tényezOk felkutatisa érdekében (Ertéke

kutatasunk soran: 1).
A CHR integer valtoz6 a vizsgalt kromoszoma szamat tarolja (Ertéke kutatasunk soran: 22).
A multi_gen_ vcf nevil string valtozod a referencia nevét és elérését.

Szintén string valtoz6 a map, mely az éppen hasznalt genetikai térképet €s elérését tartalmazza

(Ez kutatasunk soran egy GRCh 37-es map volt).

Emlitetteken kiviil még szdmos valtozo bedllitasa tortént meg, mint a bam prefix, a
sample name prefix, a bam_dir vagy a ref gen, melyek vagy a készitett fajlok nevezéktanat

(eldtagjait, prefixeit), vagy elérési utvonalakat (dir=directory) hataroztak meg.
A GLIMPSE algoritmusainak ismertetése

1. Chunk

A genomot (azon beliil a kromoszoémakat) kisebb, kezelheté méretii szakaszokra osztja,
amelyek onmagukban konnyebben feldolgozhaték (1.: 13. ébra). Ez a felosztds segit az
adatkezelés ¢és az analizis hatékonysdganak novelésében, mivel a kisebb adatdarabok
konnyebben kezelhetdk és parhuzamosan imputalhatok. A chunking soran biztositani kell, hogy
az egyes darabok atfedjenek egymassal, hogy a hatarteriileteken ne legyenek pontatlan
becslések, az imputalandd szakasz két oldalan ne legyen aszimmetrikus az informaciok

eloszlasa, valamint a késdbbi dsszeflizést (,,ligate”) érdekében.

#kromoszéma

Chunk#1 Chunk#3

Imputalas

13. abra: A chunk fiiggvény.

2. Phase

A cél az egyes chunkok imputalasa (a hidnyok kitoltése), valamint ,,phase”-elése, (annak

meghatarozasa, hogy a diploidizalt genom haplotipusai legnagyobb valoszinliséggel melyik

23



homologra esnek. Az egyes chunkokban taldlhatdé genotipus adatokbol (egyrészt a lyukak
kozvetlen kornyezetébol, masrészt a teljes genomra kiterjedd kapcsolt valdszinliségekbdl,
vagyis a statisztikailag egyiitt 0rokl6dé SNP-kbol) meghatarozza, hogy mi a keresett bazis, €s
az milyen ,phase”-ben lehet. A fazist bayesi statisztikai modellek alapjan allapitja meg,
amelyek figyelembe veszik a genotipus valosziniiségeket és a referencia panel adatait. Az
algoritmus iterativ modon finomitja a becsléseket, hogy minél pontosabb eredményeket érjen
el. A ,,Phase” 1épés kimeneti értéke még nem genotipus, hanem a szakaszokhoz kapcsolt

rrrrrr

helyeket) belevéve.
3. Ligate

Az egyes ,,chunk”-okban meghatarozott Genotype Likelyhoodokat (GL) 6sszeilleszti, hogy egy
teljes genomi GL-ot hozzon 1étre. Ez a 1épés biztositja, hogy az egyes darabok kozotti atfedések
pontosan illeszkedjenek, és egy konzisztens teljes genomi szekvenciat eredményezzenek. A
ligalas sordn figyelembe veszik a chunkok kozotti atfedéseket és azok fazis informécioit, hogy

a teljes genom fazisa helyes (a levaldsziniibb) legyen.
4. Sample

Ennek a 1épésnek a célja, hogy a valdsziniiségi modellek alapjan mindenhova konkrét
genotipust generaljon (l.: 14. abra). A ,,Phase” soran kapott valdszinliségi eloszlasokbol
genotipus mintakat vesz, vagyis a valdszinliségi térkép alapjan konkrét genotipusokat vélaszt.
Ebben a 1épésben van az egyik legnagyobb jelentdsége a random szdm generalasnak és annak

,seed”’-jének, melyet a késobbiekben részletesebben targyalok.

Sample

. ’ . ‘ .

14. abra: A Sample fiiggvény.
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5. Concordance

Az imputacio hatékonysagat tigy teszteljiik, hogy magas lefedettségii, ismert diploid genomokat
tetszOleges szintli alacsony lefedettséglire lerontunk (down sampling) ugy, hogy
véletlenszerlien eltavolijuk a szekvencidk egy részét, majd ezeken végezziik az imputdciot.
Végiil a konkordancia vizsgalattal mérjiik az imputalt adatok pontossagat ugy, hogy
Osszehasonlitjuk azokat az eredeti, valoédi genotipusokkal (truth data). Ehhez kivalaszthatok
azok a genomi pozicidk, ahol 6sszehasonlitast szeretnénk végezni. Itt szlirhetiink nagyon magas
lefedettségli pontokra a truth genomban igy biztositva a teszt hitelességét. A program
Osszehasonlitja az imputalt és a valoédi genotipusokat minden egyes kivalasztott pozicioban,
majd megszamolja, hany imputalt genotipus egyezik meg a valddi genotipusokkal. A
konkordanciat az egyezd genotipusok szazalékos ardnydval fejezziik ki. Emellett minden
pontnak korabban meghataroztuk a MAF értékét a referencia alapjan, igy tudjuk dbrazolni a
konkordanciat a MAF fiiggvényében. A GLIMPSE concordance mindezt 6nalldéan elvégzi,
majd ezen kiviil alkalmazza a matplotlib Python csomagot és abrazolja a kapott értékeket, majd

elmenti egyszerli kép formatumban.
GLIMPSE 1 tutorial

A GLIMPSE 1.1.1-es verzi¢jahoz készitettek egy tutorialt, mely 1ényegében egy mappa benne
shellscriptekkel, melyek tartalmazzdk az egyes Iépések végrehajtasdhoz sziikséges
programsorokat. Ezek a Iépések végig vezetnek egy teljes imputdcid minden Iépésén a

referencia letoltésétdl a konkordancia grafikus megjelenitéséig.
A tutorial alapértelmezetten a kovetkezd 1€péseket foglalja magaba:

e stepl script setup.sh: Eldzetes takaritast végez a késObbiekben
felhasznalasra keriilé6 mappakban, illetve jogosultsagot biztosit az 6t algoritmus bindris
kodjahoz.

e step2 script reference panel.sh: Letolti, ellendrzi, normalizalja és
indexeli a referenciat, majd kiveszi beldle az imputaland6 egyént.

e step3 script GL.sh: Kiszdmolja az imputdland6 egyén (NA12878 egyed 1-
szeres lefedettségiire rontott BAM f4jlja) genotipus valoszinliségeit (GL) minden
pontra, valamint végrehajtja ugyanezt az alannyal is. (Mivel ennek a 1épésnek a fele

csak a referenciat veszi igénybe, késdbb praktikus okokbdl ketté bontottuk.)
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step4 script chunk.sh: Végrehajtta a  referencia  feldarabolasat.
(GLIMPSE_Chunk)

step5 script impute.sh: Egy ciklusban behivja az 6sszes generalt ,,chunk”-
ot, majd végrehajtja az imputéciot a kordbban leirt iterativ modon. (GLIMPSE phase)
step6 script ligate.sh: Osszefésiili a keletkezett GL-okat.
(GLIMPSE_ligate)

step7 script sample.sh: Genotipus generalds. (GLIMPSE sample)

step8 script concordance.sh: Kiszdmolja a konkordancidt minden
megadott pontra, MAF szerint rendezi, majd abrazolja a kapott eredményt és elmenti a

grafikont. (GLIMPSE concordance)

Imputation accuracy for NA12878 on chr22 {1000GP reference panel)

- i -

r? imputed vs true genctypes

o ~e- Aggregate r2

Minor allele frequency (%)

15. abra: A tutorial Concordance vizsgalatanak végeredménye.

step9 script cleanup.sh: Torli a tutorial futtatdsa sordn keletkezett és

letoltott Gsszes fajlt.

GLIMPSE2 (Rubinacci és mtsai., 2023)

Kutatasunkban 0sszehasonlitottuk a GLIMPSE v1.1.1 egyszeri és Joint Modell alapu
imputéalasat a GLIMPSE2.0-val, a GLIMPSE késdbbi valtozataval is. A GLIMPSE2 fejlesztése

soran nagy hangsulyt fektettek a szoftver optimalizalasara, melynek kdszonhetden csokkent az

imputacidhoz sziikséges processzor igény, tovabba nétt az alkalmazhatd referencia panel

mérete. Emellett kivették az eredeti GLIMSE 1-ben talalhato Joint Model funkciot.

QUILT (Davies €s mtsai., 2021)
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Az imputaciokat a QUILT nevii programon is lefuttattuk. A QUILT egy tjabb szoftver mint a
GLIMPSE, ¢és az ezt kozld publikacidban gyorsabbnak, jobban skaldzhatonak, esetenként
pontosabbnak mutatték be.

Almalinux

Telepitettem a sajat szamitogépemre az Almalinux operéacios rendszert, mely a kutatdcsoport
altal hasznalt szerveren is fut, hogy abban a kérnyezetben tanuljam meg a GLIMPSE kezelését,
amelyen majd az éles mérések is futnak. Ezutan letoltottem a GLIMPSE-t és a tobbi

imputélashoz sziikséges tovabbi eszkdzoket.
Bash

Az SZTE Molekuléris bionika mérndki képzésben csak a C programozasi nyelv kotelezd
(Programozas alapjai kurzus). En ezen kiviil elvégeztem Java és C# nyelveket érinté
kurzusokat, de itt sem keriilt sor a nyelv készség szintli elsajatitdsara, ezért a Linux kezelését
¢s a Bash elsajatitasat teljesen az alapoktol kezdtem. Meg kellett tanulni a mappak l1étrehozasat,
mozgatasat, mappastruktirdk megdrzését, masolasat, a programok ¢&s binaris kodok
meghivasat, futtatasat, a futtatasi jogosultsagok kezelését. Ez utan magéaval a GLIMPSE-szel
kellett behatobban foglalkoznom, atalakitani a mappa struktardkat, hozzaféréseket,

jogosultsagokat, hogy akadalymentesen futhasson az imputalas.
Tutorial

A GLIMPSE-be épitett tutorial futtatdsa sem magatol értetddo. Kissé at kellett alakitani a benne
foglalt letoltési linkeket, a fajlok nevezéktanat, a mappakat, hogy lefussanak az egyes 1épések.
Végiil sikeriilt 1épésrdl 1épésre végigmenni a tutorialon, megtortént a referencia letoltése, a

példaban szerepld minta imputalasa €s a konkordancia is a vartnak megfeleld értéket adott.
Gyakorlati alkalmazas

Végrehajtottam egy sajat, mesterségesen lerontott (down sampled) minta (SZTLF, L.: 3.

crer

alkalmazunk. A folyamat sordn a tutorial 1épéseire tdmaszkodtam, azokat alakitottam at (1.: 16.

abra).
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setup.sh
¢ In: ref prefix

* In:seed
* In:CHR El6késziiletek
* In: map

¢ In: multi_gen_vcf

* Echo: "setup: DONE"
step2 3a 4.sh (+setup.sh)
* Make: reference panel directory
* Index: reference BCF Referencia
* Tabix: reference (.sites.tsv.gz)

* Chunk: reference (.chunks.txt)
step3b.sh (+setup.sh)
* In:sample _name_prefix

* In: bam_dir

* In:ref_gen

* Mpileup

* Make: sample VCF directory
* Index: sample VCF = out
step5.sh (+setup.sh)

* In:sample _name_prefix ..,
* In:index of imputation - Imputacios

* Phase (and impute): sample folyamatla’nc
* Index phased, imputed sample = out
step6.sh (+setup.sh)

* In: sample_name_prefix

* In: index of imputation

* Ligate: sample = out

step7.sh (+setup.sh)

* In: sample_name_prefix

* In: index of imputation

* Sample: genome = genotype out

step8.sh

+ In: sampled VCFs Vizsgalat
¢ Concordance analysis

16. abra: A tutorial atszervezett 1épései.

Az egyes téglalapok aszerint helyezkednek el balrdl jobbra, hogy a benniik talalhato
algoritmusok mennyire specifikusak a referencidra vagy a mintara, vagyis minden téglalapot
meg lehet hivni tobb, a tdle jobbra elhelyezkedd téglalap alkalmazéasakor. A setup.sh-t minden

tdle jobbra talalhato 1épés meg is hivja, mert miikodésiikhoz sziikségesek az ebben tarolt adatok.

Az els6 blokk a setup, vagyis az allandé paramétereket beallito scriptet szemlélteti. Ezt a 1épést
azért hoztam létre, hogy letisztultabb és felhasznalobaratabb legyen az imputacié folyamata,
egyuttal nekem is sokkal egyszeriibb a kiilonbdz6 imputalasok alkalméval csak a sziikséges
paramétereket megvaltoztatni. Lényegében ez egyfajta alapértelmezett paraméter hivas, ami az

objektum orientalt programozasban gyakorta hasznalt eszkoz.

A kovetkezd blokk mar tobb 1épést kdlesonoz a tutorialbdl. Ahogyan azt korabban emlitettem
(Tutorial/step3 script GL.sh), a harmadik 1épés elsd, referenciara vonatkozé fele is itt
szerepel, de a masik, alannyal kapcsolatos szakaszat at tettem egy késobbi lépésbe. Ennek célja

az volt, hogy a step2 3a 4.sh futtatasakor elvégzésre keriiljon minden referencia elokészitd
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folyamat, ugyanakkor ne kelljen mar ebben a 1épésben az alanyt is kezelni. Ezéltal egyrészt
letisztultabba és kovethetobbé valik a folyamat, masrészt ha tobb imputdlast is ezzel a
referenciaval végziink, akkor csak az ezt kdvetd 1épéseket kell mintdnként megismételni. Maga

a 1épés a referenciapanel atalakitasat, GL szamitasat, indexelését és darabolédsat végzi.

A kovetkezo 1épés a step3b.sh, ami az el6z06 1épésbdl kimaradt GL szamitast végzi el ezuttal az
aktualis mintara. Ennek kivitelezéséhez lekéri a minta nevét, elérhetdségét, az tovabbiakban
alkalmazando6 azonosito eldtagjat (Cprefix’) €és a referenciagenomot, amellyel a tovabbiakban

szamolni fog, valamint 1étrehozza az eredmények tarolasara alkalmazott mappakat.

Az ezt kovetd harom 1épés (Imputacids folyamatlanc) szinte pontosan a korabban leirt tutorial
Iépéseket hajtja végre annyi kiillonbséggel, hogy ezattal mindezt az adott mérés sordn
meghatarozott mintakkal, referencidkkal és paraméterekkel. Ez a négy blokk azért keriilt az
abran azonos hierarchiai szintre, mert mindegyik kozvetleniil az 6t megel6z6 blokk kimenetét

(Cout’) fogadja egy dsszefiiggd folyamatlancot (pipeline) alkotva.

Végiil a folyamat utolsé 1épése ként a konkordanciaszamitast is személyre szabtam a konnyebb
futtathatosag érdekében. Mivel ez mar ugyanugy végrehajthaté barmely masik genomra is,
valamint futtatasa el6tt meg kell szabni a megjelenités bedllitdsait, igy az abran egyet

visszalépiink a hierarchiaban.
Onallo imputalas
A fentiekben bemutatott, célfeladatra mddositott imputacids algoritmust egy sajat mintan

teszteltem (SZTLF). A folyamat sikeresen lezajlott, az eredmények megfeleléek voltak, a

GLIPMPSE a vart pontossaggal imputalta a mintat.
A randomizalas befolyasanak vizsgalata

A GLIMPSE algoritmusok mindegyike tartalmaz egy seed paramétert, mely az adott
algoritmusban felhasznalt randomizacids eljarasok alapjat képezi. Az egyik legjobb példa erre
a sample, mely a GL fliggvényében véletlenszeriien valaszt a genotipusok koziil. Ez standard
eljards a genotipus eldallitd szoftvereknél a programfiiggd torzitas (bias) kikiiszobolése
céljabol. Az eljaras nem teljesen random, mert figyelembe veszi a GL értékét, de ugyanakkor
sziikséges, hogy ne vigyiink olyan hibat az imputacioba, mely az adott algoritmus miik6désébol
adodoan torzithatja az eredményeket. Példdul ha nem random médon dontenénk minden 50-
50%-o0s valdszinliségli A/G (Adenin/Guanin) genotipusi pont esetében, hanem mindig az

adenint valasztanank az ABC sorrend vagy egyszeriien az algoritmus miikodésébdl kifolyolag,
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akkor egyértelmiien az adenin iranyaba torzitanank a val6sagot, ami egy programfiiggd torzitast
eredményezne. Ugyanez a bizonytalansadg a 99%/1%: A/G valoszinliség esetén is jelen van.
Amennyiben a referencia adatbazis alapjan a program 99%-os valosziniséggel adenint, 1%-0s
valoszintiséggel guanint josol, akkor az az instrukcid, hogy a genom létrehozéasakor ugyezen
valdszinliségekkel torténjen a kivalasztas. Tehat 99% annak az esélye, hogy a betdltendd
lyukban eredetileg is adenin volt és a genotipus kivalasztadsakor is ezt a valosziniiséget
alkalmazza. Hasonloképpen a guanin esetében, amikor 1% a valdsziniisége, hogy az adott
ponton guanin volt jelen és ezért 1%-os valoszintiséggel valasztunk ide guanint. Ha biztosak
lennénk abban, hogy a mintank a gyakrabban eldfordulé major alléllal rendelkezett (100%/0%:
A/G), vagyis esetiinkben adeninnel, akkor lathatd, hogy ez a kivalasztas 1%-os valdszinliséggel
hibat eredményezne (1%x0,99=99% hogy helyes és 1x0,01=1% hogy helytelen). Viszont a
valdsagban nem ismerjiik az eredeti genotipust, annak helyességére csak a referenciaban
eléforduld gyakorisdgok alapjan tudunk kovetkeztetni, ami a kivalasztasunknak is alapjéul
szolgalt (1.: 2. tablazat). Tehat 99% a valdszinlisége, hogy az adott ponton adenin volt a helyes
genotipus  és  99%, hogy ezt valasztjuk, vagyis a kettd egylittes valoszinlisége
0,99%0,99=99,01%. Ha helytelen lenne a genotipusrdl tett feltételezésiink, vagyis az adott
helyen guanin volt az egyénben, aminek a valdszinlisége 1%, akkor is még marad 1%
valészinlisége annak, hogy mégis ezt valasztjuk, igy 0,01x0,01=0,01% tovabbi valosziniiség
hozz4adodik ahhoz, hogy nem tévedtiink. A maradék két lehetdség az elsé €s masodfaju hibak,
vagyis hogy a jo feltételezésiink ellenére (99% adenin) mégis rossz allélt (1%) valasztottunk
(0,99%0,01=0,99%), valamint hogy igyekeztiink helyesen donteni (99%), de mar a kezdeti
feltevésiink sem allta meg a helyét (1%) igy rosszul valasztottunk (0,01x0,99=0,99%).

Meghatarozas pontossaga A (P=99%) | G (P=1%)

98,01%

Helyes a feltett genotipus

Helytelen a feltett genotipus

2. tdblazat: A randomizalés feltételes valdszinlisége.

A randomizalast tehat egyfajta torzitds kikiiszobolésére hasznaljak, amikor feltételes
valoszinliséget hasznalva a valoszinliségek aranyat figyelembe véve, de véletlenszertien

dontiink.

A csapatmunkaban torténd eredmények Osszehasonlithatésdganak tesztelésére megvizsgaltuk,
hogy azonos seed esetében, a kiillonb6z0 munkaallomésokra telepitett szoftver kdrnyezetben

ugyanazt az eredményeket kapjuk-e. A vizsgalat sordn ugyanazt a mintat (SZTLF) imputaltuk
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3 kiilonb6z6 munkaalloméson, eltérd idoben, és helyen. Ez azért volt fontos, mert egyes
randomszdm generalasi folyamatok beleforgathatjdk pl az id6ét, vagy a munkadllomésra
jellemz6 egyéb egyedi paramétereket a véletlen szamok generalasaba. Az id0 és az architektira
egy tipikusan ilyen példa, ugyanis egyes algoritmusok a késziilék 6rgja altal adott szamok
bizonyos szamjegyeinek manipuldlasaval (szorzas, maradékos osztas) allitjak eld a sziikséges
random szamokat. Ki kellett zarnunk tehat, hogy ezek hatassal lennének az imputélésra.
Eredményeink igazoltdk, hogy azonos random seed megadasa esetében az eltérd munka

kornyezetekben végrehajtott imputaciok determinisztikusan azonosak voltak.

Mintak és eljarasok

Szamos archaikus minta koziil kiszlrtiink 357-et, melyek legalabb 2-szeres atlagos
lefedettséggel birtak 0 exogén kontaminacié mellett, és azonos populéaciot képviseltek. Ezek
koziil az 6t legmagasabb lefedettségli mintat valasztottuk imputalasra: (SZTLF, VZ-12673,
CSPF-114, SZAK-4, K2-61). A folyamat elsd lépéseként a szekvencidkat mesterségesen
lerontottuk, a readek megfeleld hanyadanak véletlenszert eltavolitdsaval Gigy, hogy a mintak 1x
¢s 0.5x atlag lefedettséglick legyenek. Az 6sszehasonlithatosag és reprodukalhatosag érdekében
a lefedettség csokkentése minden minta esetében azonos random seed-del tortént. A

fennmaradé 352 genomot a Joint modellben egyiitt analizaltuk a mesterségesen lerontott

lefedettségli teszt mintakkal, mig a tobbi imputacional nem vettiik bele az analizisbe.

Minta kodja | Leiras Genom tipusa Lefedettség

SZTLF Szent Laszl6 kiraly Europai 16,40x

VZ-12673 Elit hun Kelet-azsiai 9,98x

CSPF-114 Els6 generacios avar bevandorld | Kelet-azsiai 11,47x

SZAK-4 Els6 generacios honfoglald 50% eurdpai, 50% 7,95x
szibériai

K2-61 Masodik generacids honfoglalas = 50% Kelet-azsiai, 50% 13,37x
kori egyén szibériai

3. tablazat: A felhasznalt mintdk ¢€s a szekvenalas atlagos lefedettégei

Ezt kdvetden a genomokat imputaltuk. Az 6t genomot parhuzamosan a GLIMPSE Joint Model
szerint, majd egyesével is GLIMPSE1, GLIMPSE2 és QUILT segitségével. A GLIMPSE2-nél
pozitiv kontrollként olyan imputéciot is végrehajtottunk, mikor a GLIMPSE] joint modellben
imputalt és phaselt 352 genom adatot is bevettilk a GLIMPSE?2 referencia adatszettjébe (mintha
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egy eldre elkészitett modern + ancient joint modell lenne a referencia), és ezzel a joint

referenciaval is elvégeztiik az imputaciot.

A konkordancia vizsgalat sordn az eredeti genomokbol (truth) is csak a legbiztosabb pontokat
(>=15-sz0r0s lefedettség) vettiik figyelembe, igy a konkordanciat csak azon pozicidkban
szamoltuk, ahol az eredeti minta 15, vagy tobb readdel volt reprezentdlva, azaz a diploid

genotipus (GT) nagy biztonsaggal lehivhaté volt.
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Eredmények értékelése

Az részletek lathatdsaga érdekében a kapott konkordancidkat nagy formatumban illesztettem

be, igy azok mérete és szamossaga miatt csak az eredmények értékelése utan keriilnek

bemutatasra.

A magas Allélfrekvencidju lokuszok jol, mig az alacsony MAF-ju lokuszok rosszul
imputalhatéak mind az 6t mintara, mindhdrom program alkalmazasaval. A 0.5x
lefedettség is viszonylag magas 0.9-0.95-6s konkordanciat eredményezett az 5-10%-os
magas alléfrekvencidju markereknél.

A magas alléfrekvenciaji markerek konkordancidja kozel azonos volt a kiilonb6zd
modszerekkel.

A GLIMPSE1-es modszer tiint legpontosabbnak vizsgalt metodikak koziil.

A Joint modell csak kis mértékben javitotta csak az eredményeket, olykor nem is volt
megfigyelhetd javulas.

Alacsony lefedettség esetén egyértelmiien a GLIMPSEI a legpontosabb a Joint
modellel és anélkiil is.

A programok koziil a GLIMPSE2 bizonyult legyorsabbnak, legkisebb CPU igénnyel,

viszont kicsit alacsonyabb konkordanciat eredményezett.

Osszegezve, a GLIMPSEl minimalisan pontosabb a masik két programnal, de a tobbi

modszerrel kapott adatok is alkalmasak az IBD sharing analizisre. Magas MAF esetében

barmelyik modszer megbizhaté eredményt ad. Bar az mddszert publikald tanulméanyban azt

allitottak, hogy a QUILT alacsony MAF-nél pontosabb mint a GLIMPSE (Davies és mtsai.,

2021), ez vélhetdleg csak igen nagy referencia adatbazis esetében (példaul a nem publikus UK

biobank) igaz, az 1KG referencidval mi nem kaptunk magasabb konkordanciat vele.

33



A kapott konkordanciak:

Ix (bal) és 0.5x (jobb) lefedettségre csokkentett mintdk imputalésa

Az Y tengelyen a konkordancia (r* = 0-1) lathat6 az X logaritmikus tengely Alternativ

Allélgyakorisag fiiggvényében (Minor Allele Frequency = 0.01-50%).

LR

SZTLF concordance

SZTLF concordance (0.5x)
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SZAK-4 concordance

SZAK-4 concordance (0.5x)
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K2-61 concordance (0.5x)
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A 37. OTDK
BIOLOGIA SZEKCIO FELHIVASANAK

2. SZAMU MELLEKLETE

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Ban Botond nyilatkozom, hogy a 37. OTDK-ra benyujtott Imputicié az
Archeogenetikaban: Modszertani kihivasok és lehetéségek a genom rekonstrukcio
javitasara ciml palyamunkdmban leirtak esetében az aldbbi munkafolyamatok elvégzésében

vettem részt!:

Részfeladat? A részvétel mértéke

(otfokozath skalan” jellemezve)

Mintavételezés koponyabol illetve sziklacsontbol 5
DNS kivonas 5
DNS tisztitas 5
UDG kezelés és blunt end repair 4
Adapter és index szekvencia ligalas 4
Szekvencidk szoftveres kezelése 3
Linux és hash alapok 5
Imputacié (GLIMPSE1)™! 2
Kovetkeztetések 4
Irodalmi hattér 5

Kelt: Szeged, 2024.11.27.

L A kutatasi projekt azon részfeladatait, amelyekben egyaltaldn nem vett részt, ne tiintesse fel a listaban.
2 Az alabbi lista mintaul szolgal, szabadon moédosithato, bévithetd.

38



