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1. Bevezetés
1.1. Az immunrendszer mukodése

Ahhoz, hogy az immunrendszer elldthassa feladatat: a szervezet védelmezését,
mindenekel6tt képesnek kell lennie a fenyeget6 veszélyforrasok felismerésére, és az artalmas
és artalmatlan hatasok megfeleld elkiilonitésére.! Fontos megjegyezni, hogy ez nem egyezik
meg a sajat és idegen elkiilonitésével’; hiszen jol ismert, hogy a szervezetben szdmos
veszélytelen, s6t jotékony mikroorganizmus fordul eld, a dolgozat f6 témajaul szolgélo
tumorokat pedig lényegében csupan néhany mutacio kiilonbozteti meg a funkcionalis emberi
sejtektol.

A korokozok felismerésének ¢és az elleniik vald védekezésnek két utja ismert: a
velesziiletett és az adaptiv immunitas.’

Roviden 0sszefoglalva a {6 kiilonbség a kettd kozott, hogy a velesziiletett immunreakcio
nem specifikus, mig az adaptiv igen. Ebbdl kovetkezik, hogy a velesziiletett immunvélasz
azonnali (hiszen minden fenyegetésre ugyanugy reagal, csak a fenyegetés tényét kell
felismernie, a tipusat, konkrét mibenlétét nem), mig az adaptiv immunitas reakcidideje
hosszabb, mivel fel kell szaporitani az aktualis timado ellen hatasos immunsejteket. Ujboli,
hasonld tdmadas esetén azonban a hosszu é€letli memoriasejtek itt is lehetdvé teszik a gyors
reakciot.

A velesziiletett immunitds a lokalis, gyorsan lekiizdhetd fert6zések elleni védekezésben
jatssza a fOszerepet. Két f6 végrehajtdja van: egyrészt a patogén (baktérium, virusfertézott
sejt, eukariota parazita) felismerésében is szerepet jatszo komplementrendszer (humoralis
immunvalasz), masrészt patogéneket kozvetleniil elpusztitani képes sejtes elemek (sejtes
immunvalasz).! Az el6bbi esetben a korokozd jelenléte aktivalja a komplementeket,
amelyeknek egy része kovalensen hozzakotddik a sejthez, igy jelolve meg veszélyesként. A
nem kotddd, vizoldékony komplementrész fagocitakat vonz a helyszinre, amelyek sejtfelszini
receptoraikkal felismerik a megkotott komplementet, és bekebelezik a megjelolt sejtet.’

A sejtes elemek kozé tartoznak a granulocitdk, a dendritikus sejtek, a
monocitak/makrofagok, és az NK (természetes 016-) sejtek. Ezek mindegyike képes
valamilyen moédon fellépni a koérokozok ellen: fagocitozissal bekebelezik, vagy antitestek
segitségével pusztitjak el Oket.! Emellett gyakran citokin-indukélt gyulladds jon létre a
fertdzés helyén, amely a vérellatas javulasaval és a fehérvérsejtek szamanak novekedésével

segiti a fert6zés lekiizdését.?



A fert6zés elhuzodasa esetén 1ép szinre az adaptiv immunitds. Ebben a folyamatban a
velesziiletetthez képest eltér a patogének felismerésének modja: altalanos jellemzok helyett a
végrehajtd limfocitak (T-sejtek) egyetlen molekulatipusra koncentralnak, és ehhez egyedi,
kiilonboz6  ligandumokat megkotni képes receptorokkal rendelkeznek.? A ligandumok
megkotése és felismerése soran egy un. immunoldgiai szinapszis nevii molekulakomplex jon
létre. Az immunoldgia szinapszist egy antigént bemutatd sejt vagy célsejt, és egy T-sejt
Osszekapcsolodasa hozza 1étre. Mindkét sejten specidlis, erre a célra 1étrejott molekuldk
helyezkednek el, a kotés 1étrejotte lehetdvé teszi a T-sejt aktivalodasat.*

Az adaptiv immunitas f0 eldnye ¢és jellegzetessége, hogy akar specifikusan egy konkrét
patogén ellen irdnyulhat,? ha csak az azt megkoté receptorral rendelkezd limfocitdk vesznek
részt a reakcioban. Ezeknek a specifikus limfocitdknak a szelektalasa és sokszorozésa idot
vesz igénybe, igy az adaptiv immunitas lassabb a velesziiletettnél, azonban pont a létrehozott
immunsejteknek hala hosszantarto szerzett immunitast eredményez.’

A dolgozatban arra koncentralok, hogy hogyan ismeri fel az adaptiv immunrendszer a
tumorokat.  Vizsgaljuk meg tehat kozelebbrél ez wutobbi tipusait a szervezet

védekezoképességeének!

1.1.1. HLA-molekulak

A kovetkezdkben bemutatok egy molekulacsoportot, amely az immunologiai szinapszis
antigénbemutatd tagjaként kulcsszerepet tolt be az adaptiv immunfelismerésben.” Ez a F6
Hisztokompatibilitasi Komplex (Major Histocompatibility Complex - MHC), vagy mas
néven — ha emberrdl van sz6 — a Human Leukocita Antigén (Human Leukocyte Antigen -
HLA) komplex. A tovabbiakban a HLA roviditést hasznalom.

A HLA-molekuldk a membran-asszocialt glikoproteinek kozé tartoznak.” Miikodésiik
soran rovid peptideket kotnek meg, és bemutatjak Oket a sejt felszinén. Ezek a peptidek
patogén- vagy sajat fehérjék feldaraboldsabol szarmaznak, ¢és antigéneknek nevezziik Oket,
magat a folyamatot pedig antigénprezentalasnak, antigénbemutatasnak.’

Antigénnek szamit minden makromolekula, viruspartikulum, sejt, stb, amelyet
immunoglobulin vagy T-sejt felismer és megkot, ehhez a folyamathoz sziikséges az adott
agenst azonositd peptid HLA altali bemutatasa. Az antigénnek azt a konkrét részét, amelyhez
az immunreakcid soran antitest kotddik, epitdpnak nevezziik, ezek altaldban szénhidrat- vagy

fehérjelancok.’



Az antigénspecifikus receptorral rendelkez6 T-sejtek képesek kapcsolodni a
HLA-antigén komplexhez’, igy lehetévé valik az antigén immunrendszer altali felismerése,
amely nélkiilozhetetlen az immunvalasz kivaltasahoz. Egy adott antigén HLA-kotésének
elmaradasa lehetetlenné teszi, hogy az immunrendszer fellépjen ellene, illetve az 6t hordozo
sejt ellen. Természetesen nem minden HLA-bemutatott peptid ellen indul immunvalasz; a
“dontést” mar az immunsejtek hozzd meg. A HLA-kotés tehat sziikséges, de nem elégséges

feltétele az immunreakcionak.

1.1.1.1.  Csoportositas

A HLA-molekuldkat két osztalyba soroljuk: HLA-I és HLA-II.?

HLA-I-es molekuldk minden sejt felszinén eléfordulnak (a vordsvértestek kivételével),
és a sejt belsejébdl szdrmazo, 8-10, de leggyakrabban 9 aminosav hosszisagu peptideket
mutatnak be’; ezek szarmazhatnak sajat vagy intracellularis patogének (pl. virusok)
fehérjéibdl. Az altaluk bemutatott antigéneket a citotoxikus T-sejtek ismerik fel.” Ez a csoport
jatssza a fo szerepet a tumorellenes immunvalasz kialakitasaban.

A HLA-II-es molekuldk a hivatdsos antigénprezentald sejtek (dendritikus sejtek,
makrofagok ¢és B-limfocitdk) feliiletén taldlhatok. Ezek a sejtek extracellularis eredetli
antigéneket prezentalnak, ehhez eldszor bekebelezik, majd feldaraboljak a fehérjéket, végiil
pedig bemutatjdk a 1étrejovo peptideket a HLA-II molekuldk segitségével. Mivel itt a
megkotott peptid tilnyalhat a peptidkotd arok két végén, a hossz nincs annyira limitalva,
mint az . osztdly esetén: 13-25 aminosav, vagy még hosszabb peptidek is bemutatisra

keriilhetnek’. Az antigénfelismerésben a helper T-sejtek vesznek részt.

HLA-I molekula HLA-Il molekula
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1. abra: A HLA-molekulak felépitése
A I-es és 1l-es osztalyu HLA-molekulak sematikus és strukturalis abrazolasa. (Masodlagos
szerkezeti elemek kiemelve: a peptidkoté arkot felépito spirdlok o-hélixeket, a hullamos nyilak



megadott iranyultsagi f-lemezeket jelolnek.) Kiilonbozo szinnel jelolve lathatok az egyes
polipeptidlancok. A HLA-I molekula felépito elemei egy harom domeénbdl (a.,;, a,, a3) dallo peptidlanc
és egy hozzakapcsolodo [-immunoglobulin. A peptidkoto arkot a nagyon hasonlo szerkezetii 1-es és
2-es domeén alkotja. A HLA-II két peptidlancbol (a és p) all, ezek mindegyike két doménnel
rendelkezik, itt a két 1-es domén alkotja a peptidkéto arkot.
Forras: PDB DOI: 10.2210/pdb3MRR/pdb, PDB DOI: 10.2210/pdb3PGD/pdb, BioRender

A két osztalyba tartozé molekuldk hdromdimenzids felépitése hasonld, de nem teljesen
megegyezO0; a HLA-I-es molekuldk egy, a Il-esek két polipeptidlancon keresztiil
kapcsolodnak a plazmamembranhoz.® (1. dbra) A transzmembran lancokon kiviil mindkét
tipus rendelkezik egy peptidkotd arokkal, illetve a T-sejtek ko-receptorainak megkdtésére
szolgaldo helyekkel. A bemutatott antigén a peptidk6td arokban rogziill nemkovalens
kotésekkel. Ez a kialakitas Ilehetdvé teszi, hogy egy molekula tobb kiilonbozd

aminosavszekvenciaju peptidet legyen képes bemutatni.’ (2. 4bra)
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2. abra: Antigénbemutatas
Egy HLA-molekula egy adott idépontban legfeljebb egy peptid megkotésére képes, azonban
minden sejt szamos példanyban expresszalja a HLA-molekuldit (a kiilonbézo allélokat kiilonbozo
szinnel jeloltem), igy lehetové valik tobbféle antigen (ujfent kiilonbozo szinnel jeldlve) egyidejii
bemutatdsa.
Forras: sajat készitésii abra a Biorender segitségével.

Bar a két csoport miitkodése €s funkcidja szorosan Osszekapcsolddik, a tovabbiakban a
HLA-I-es molekuldkra koncentralok, hiszen a tumorok immunitésa, intracelluldris fenyegetés
1évén, ennek az osztalynak a miikddéséhez kotddik.”

A dolgozat targyaul szolgalo6 analizisek soran harom HLA-I génnel foglalkoztunk: ezek a

HLA-A, HLA-B ¢és HLA-C. Mindhdrom lokusz a human genom legvaltozékonyabb tertiletei



kozé tartozik, ezres nagysagrendli allélszimmal a teljes populacioban.” A harom lokusz
Osszesen 6 HLA-I-es allélt jelent egyénenként, ezek a nagy genetikai variabilitdsnak

koszonhetden j6 eséllyel mind kiilonbozdek.

1.1.1.2.  Aminosavspecifitas

Minden allélnak vannak preferencidi a peptidkdtés soran; bizonyos aminosavakat
igényelnek a megfeleld kotési pozicidkban. Ennek megfelelden egyes peptideket stabilan és
erdsen, masokat pedig gyengén vagy egyaltalan nem kotnek meg.® A megkotott peptid
aminosavjainak relativ pozicidoja a HLA-molekulahoz képest jol meghatarozott. HLA-I
esetén a peptidkotd arok peptid limitdlja a bemutatott antigén hosszat, rendszerint 9
aminosavban.’ A peptid a két végén rogziil a HLA-molekuldhoz, altaldban a 2., 3. és 9.
aminosavnal, ezeket horgonyz6 pozicidknak hivjuk. A kotés erdsségét varhatdéan a horgonyzé
poziciok aminosavjai hatdrozzak meg.

Az allélok altal megkotott peptidek vizsgalataval leirhatjuk, hogy mely aminosavakra

specifikusak, azaz mely aminosavak jelenlétét igénylik az egyes poziciokban ahhoz, hogy

1étrejojjon a peptidkotés.® (3. abra)

A0101 A0201

3. abra: Peptidkéto logok
A vizszintes tengelyen a kotési poziciok lathatoak, a fiiggdlegesen az, hogy mennyi az adott pozicio
informaciotartalma (bit), ezaltal jelentosege. Az egyes betiik egymashoz viszonyitott aranya az
oszlopon beliil a megfeleld aminosavak elofordulasi gyakorisagat jeloli az adott allél dltal

amelyek aminosavspecifitasai jelentosen eltérnek: az A0101-es allél f6 horgonyzo pozicioi a 3. és a 9.

aminosav, az elébbiben aszparaginsavat, az utobbiban tirozint két legszivesebben. Az A0201-es allél
horgonyzoi a 2. (leucin) és a 9. (leucin vagy valin). Ezek az adatok nem feltétleniil jelentik azt, hogy az
adott poziciokban ilyen aminosavakkal biro peptidek mindenképpen bemutatasra keriilnek, vagy hogy

csak ilyen peptidek kétodnek meg, de jo becslést jelentenek.
Forras: sajat abra.



1.2. Tumorok

Tumornak nevezziik a sejtszaporodds €s pusztulds egyenstlydnak felborulasat, mikor
genetikai és/vagy epigenetikai okokbol génhibdk jonnek létre, melynek kovetkeztében

genetikailag karosodott sejtek szaporodnak fel.'”

A felszaporodas okozhat jo- vagy
rosszindulati daganatot, eldbbi szabalyozott méretli, nem terjeszkedd, altaldban nem okoz
problémat; utébbi folyamatosan novekszik, behatol a kornyezetébe és pusztitja azt, tovabbi,
tavolabbi szdveteket megtdmadva pedig attéteket képez. A rosszindulati tumoros
megbetegedéseket raknak nevezziik. A tovabbiakban elssorban a rosszindulati daganatokkal
foglalkozunk, €s a tumor sz6t is ennek a szinonimajaként hasznalom.

Ha a tumorsejtek DNS-ében keletkezett muticiok letranszlalodnak, sok esetben
valtozasokat okoznak a fehérjék aminosavszekvencidjaban. Ezek a megvaltozott
szekvenciaji, egészséges emberi sejtben jelen nem 1évd fehérjék a neopeptidek.® Ha a
neopeptidek bekeriilnek az antigénbemutatds folyamataba, és a HLA-molekuldk utjan
megjelennek a sejtfelszinen, immunreakcié indulhat elleniik. A neopeptidek HLA 4ltal
bemutatott, a sajat emberi antigénekhez képest aminosavcserét tartalmazo darabjai a
neoepitopok, ezeket képes az immunrendszer felismerni. Azokat a mutans szekvenciakat,
amelyek ellen indul immunreakcid, neoantigénnek nevezziik.°

A neoantigének rendkiviil fontos szerepet jatszanak a immunrendszer tumorok elleni
védekezésében, hiszen a jelenlétiik felismerésével beazonosithatok a rakos sejtek, és lehetoveé
valik az immunreakcio. A neoantigének HLA-bemutatasa tehat kulcsfontossagu. '

Egy-egy aminosav megvaltozasa jelentds valtozast hozhat a HLA-kotésben, sét az
aminosavcsere hatasara korabban meg nem kotott peptidek vélthatnak HLA-bemutatotta,
illetve forditva, eredetileg bemutatott peptidek elveszthetik ezt a tulajdonsagukat.

A eredeti és a mutans peptid kotési affinitasanak eltérését differencialis agretopicitasi
indexnek (Differential Agretopicity Index), roviden DAI-nak nevezziik, ez jo jellemzdje az
neopeptid eltérésének és az immunogenitasnak'?:

DAI = AOn,g - AMut , ahol A, az eredeti peptid affinitasa, A, pedig a mutalté.

A DAI kiszamitasa altaldban a NetMHCpan epitop-prediktalo program' segitségével
torténik, amely egy becsiilt affinitdst ad vissza arra vonatkozdan, hogy a kérdezett peptidet
milyen erdsen koti meg egy bizonyos HLA-molekula. Ennek kiszamitdsahoz az 1Cs,-értéket
hasznaljak, amely megadja, hogy az adott peptid mekkora koncentracidban szorit le 50%-ban

egy biztos kotd ligandumot a HLA-molekularol. Mértékegysége altaldban nM (nmol/L). Kis



IC5, magas affinitast, vagyis jol kotddd peptidet jelent, hiszen kis koncetracio is elegendd a
nagyaranyu megkotéshez. Ezt az affinitdsi értéket kiszamitjak az eredeti €s a mutalt peptidre,
és a kiilonbsége adja meg a keresett DAI-t.'

Kis DALI kis kiilonbségre utal az eredeti €¢s a mutélt peptid kozott, tehat nagy az esélye,
hogy az eredeti peptid is bemutatasra keriilt — ebben az esetben valdszinlibb, hogy az
immunrendszer hasonléan reagal a kettdre, €s tolerancia alakul ki a neopeptiddel szemben.
Ennek az az oka, hogy a két peptidszekvencia kozott egyetlen aminosav kiilonbség van, igy
nagy eséllyel ugyanaz a T-sejt receptor fogja felismerni 6ket (ezt T-sejt keresztreaktivitasnak
nevezik, amely azt jelenti, hogy egy T-sejt receptor egynél tobb HLA-peptid-komplexet képes
felismerni).

Pozitiv DAI (a mutalt peptid affinitdsa nagyobb az eredetiénél) azt jelenti, hogy az
eredeti peptid varhatéan nem kertilt bemutatasra, a neopeptid viszont igen. Ez lehetové teszi
az immunreakcié kialakulasat, hiszen az immunrendszer nem alakitott ki toleranciat a
mutalthoz nagyon hasonlé eredeti peptiddel szemben. Az Gjonnan bemutatott neopeptid tehat
elég kiilonbozd lesz ahhoz, hogy az immunrendszer ujként, idegenként, veszélyesként

azonositsa.

1.2.1. Tumorok immunogenitasa

A tumorok immunogenitasa tehat nagymértékben fiigg az Oket kialakitd mutacioktol.
Azonban még az azonos tumortipusba tartozd esetek kozott is nagy kiilonbségek lehetnek
immunogenitds szempontjabol.

Az els6 tényezd, amely ezt magyarazhatja, a tumorok mutacioszamaban adodo eltérések.
Minél tobb mutacid torténik, anndl valosziniibb, hogy lesz ezek kozott olyan, amelyet a
HLA-molekuldk képesek hatékonyan megkdtni. A tumor muticidoszam egy széles korben
hasznalt mérészam. "

Onmagaban azonban a muticiészdm nem jelzi elére a tumor immunoldgiai sorsat.
Felmertilhet tehat a kérdés, hogy hatassal van-e, és ha igen, milyen hatdssal van az

immunogenitasra a keletkezett mutacidk mindsége.

1.2.1.1.  Mutécids szignatirak
Mutaciok az emberi test minden sejtjében folyamatosan keletkeznek. Ezek tobb mutacios
folyamat kovetkezményei lehetnek: a DNS-replikacio kisebb-nagyobb hibai, kiils6é és belsd
mutagéneknek valo kitettség, a DNS enzimatikus moddosuldsa, hibas DNS hibajavitas. A



kiilonb6z6 mutécios folyamatok a mutaciok egyedi kombindcidit generaljak, amelyeket
mutacids szignatiraknak neveznek.

Az eltérések a nukleotidtipusok mutaciodinak gyakorisagaban nyilvanul meg; gyakran a
szomszédos nukleotidok mindsége is befolyassal van a kialakult mutacidkra. A szomszédokat
is figyelembe véve a tizenkét lehetséges nukleotidszubsztiticio (A>C, A>G, A>T, C>A,
C>G, C>T, G>A, G>C, G>T, T>A, T>C és T>G) 96 kiilonbozé mutaciods lehetdséget jelent.
Minden mutacids szignatira esetében ezeknek a mutacioknak egyedi mintazata jon létre.

A jobb érthetoség kedvéért bemutatok két példat: az elsd az UV-fény, a masodik egy

kemoterapids szer, a nitrozourea mutacios szignatiraja. (4. abra)
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4. abra: Mutacios szignaturak

Az egyes oszlopok egy-egy bazisharmasnak felelnek meg, ahol mindig a kozépso nukleotid megy

keresztiil mutdcion. A valtozas mindségét a szinek jelzik, egy szinkategorian beliil a szomszédos

bazisok szerint kiilonitik el az eseteket. A tizenkét lehetséges cseretipus helyett csak hat szerepel:
ennek magyarazata, hogy valojaban minden mutacio két egyidejii baziscserét jelent (egyet-egyet a két

szalon), és a diagram készitése soran ezek koziil mindig az eredetileg pirimidint tartalmazo szalat
vették figyelembe. A fiiggoleges tengely az adott mutdaciotipus gyakorisagat mutatja.
Forras: signal mutationalsignatures.com

Lathatd, hogy az UV elsdsorban C>T, mig a nitrozourea T>C mutacidkat hoz Iétre.
Mias mutagéneket €s mutacios hatasokat hasonldan felépiild0 mutdcios szignaturakkal

jellemezhetiink.



1.2.2. Immunellendrzépont-gatldé immunterapia

A T-sejtek aktivalt allapotba keriiléséhez, vagyis az immunreakcié megindulasahoz a
megfeleld antigénen kiviil a kérdéses sejten bizonyos aktivald szignalok jelenlétére és gatld
szignalok hidnyéra is sziikség van. Ezeket dsszefoglald néven immunellendrzési pontoknak
nevezziik.'®

Az immunellendrzOpontokon ugynevezett kostimulator molekuldk kapcsolodnak a
T-sejtek megfeleld receptoraihoz. Koziiliikk a negativ kostimulator-molekulak (ko-stimulator:
a név abbol szarmazik, hogy az antigénen kiviil az 0 jeliik is sziikséges a T-sejt aktivaciohoz)
jelzik a T-sejtek szamara, hogy a szervezet sajat sejtjérdl van szé, igy jelenlétiik toleranciat
alakit ki. A tumorsejtekben feliilexpresszalodnak a negativ kostimulatorok, ezzel hatékonyan
meggatolva a tumorellenes T-sejt aktivaciot, €s toleranciat alakitva ki. Néhany ellenérzépont
gatlasanak eredményességét a rakkezelés soran mar kimutattdk; ilyenek példaul a
programozott sejthall protein-1 (PD-1) és a citotoxikus T-limfocitdkkal asszocialt antigén-4
(CTLA-4). Ezek blokkolasaval az immunrendszer ravehet6 a tumor megtamadésara.'”’

A kozelmultban fejlédésnek indult immunellendrzépont-gatlod kezelések igéretes terapias
lehetdséget jelentenek sokféle daganattipus esetében.'® F jelentdségiik abban rejlik, hogy
olyan esetekben is hatdsosak lehetnek, amelyek kezelése egyébként nehézkes vagy varhatoan
sikertelen. Ilyenek példaul az eldrehaladott tumorok, vagy bizonyos daganattipusok, mint a
tiid6 laphamrakja vagy a hiigyholyagrak.'

Sajnos azonban az immunterapidk nem minden beteg esetében jarnak eredménnyel.
Hat¢konysaguk eldzetes becslés¢hez a betegszelekcidban segitséget nyujtdo prognosztikus ¢s
prediktiv faktorokra lenne sziikség. A szamba vehetd markerek koziil a legszélesebb kdrben
alkalmazottak a mutdcidoszam, az Immunoscore (a daganatot infiltrald egyes
T-sejt-populaciok denzitdsa) és a PD-1 fehérje expresszidja a daganat- vagy infiltralo
immunsejteken. '

A hasznalt markerek hatékonysaga azonban még hagy maga mogott kivannivalot: bar a
segitségiikkel kivalogathaté egy, a hagyoméanyos kemoterapia helyett az immunterapiabol
jobban profitald csoport, de a kezelésre adott valaszt nem tudjak eldrejelezni - a betegek egy
része egyaltalan nem reagal.'®

Analiziseinkben meg szerettiik volna mutatni, hogy a tumorokban 1étrejovo neopeptidek
bemutatasat potencidlisan meghatdrozzak a tumorokra hatdé mutagén hatasok, valamint a
hordozott HLA molekuldk, igy a vizsgalat elsé 1épése lehet a jelenlegieknél 1ényegesen

pontosabb biomarkerek felfedezésének.
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2. Célkithzes

A hipotézisiink elsé eleme: a kiilonb6zé mutagén hatdsok kiilonb6z6 aminosavcseréket
eredményeznek.

Kiilonb6z6 mutagén hatasok kiilonb6z6 DNS-mutacidkat hoznak létre. Ahhoz, hogy
foglalkozhassunk ezeknek a mutacioknak az immunologiai jelentéségével, meg kell
vizsgalnunk, hogy milyen hatassal vannak a sejt peptidjeire, nevezetesen, hogy kiilonb6z6
mutacios szignatardk kiilonb6z6 tipusit aminosavcseréket, ebbdl kovetkezden pedig
kiilonb6z6 mindségli neopeptideket eredményeznek-e.

Az elméleti megfontolasok tamogatjak ezt az elképzelést, hiszen a mutacids szignatirak
definiciobol addédodan kiillonbozé kodonokat hajlamosak mutalni, igy varhatdan eltérd hatassal
lesznek a peptidszekvencidkra. Arra szamitunk tehat, hogy a (kiilonb6z6 mutacios
szignatiraval jellemezhetd) kiilonb6z6 tumortipusok eltérnek az egyes aminosav-véltozasok

gyakorisagaban. (5. dbra)

C>T

\\ il /

uuuy ucu UAU UGU}
equggl | uact™ | uces O
UUAY | | UCA st UGA~ Stop
uuG UCG uae} *® |ueG Tmp
Cuu CCuU CAU} His CGU
'cuc] 1_—--000 CAC CGC
CUA} eu CCA Pro CAA CGA Arg
cuG CCG CAG} Gin | cGa

AAU AGU
AAC} Asn AGC} Ser

MG § Lys AGG} Arg

GUU GCU GAU} e GGU
GUC GCC GAC GGC
GuAH—2y| oAl A aoa ( Gl

GAG} Gu | GGG

5. abra: Aminosavcserék
A két-ket leggyakoribb UV- és nitrozourea-indukalt mutdcio (a nekik megfelel6 oszlop csillaggal
jelolve a szignatura-diagramon) hatasa az aminosavakra. Lathato, hogy a két szignatura dltal
eredményezett neopeptidek erdsen eltérnek a varhato aminosaveserékben (szinesen kiemelve a
kodontdablaban). Természetesen ez csak néhany kiragadott példa, hiszen a fellépd mutdaciok nem
feltétleniil a kodon kézepére esnek, mégis adnak egy képet az atfogo jelenségrol.
Forras: szignaturarészletek: a signal. mutationalsignatures.com, a jelélések sajat munka

Mivel a HLA-molekulak peptidbemutatasi hatékonysaga az adott peptid aminosavjaitol
figg, a neopeptidek megkotésének hatékonysdga nagymértékben eltérhet az eredeti,

mutalatlan szekvencidhoz képest. Hipotézisiink, hogy ez a kotési affinitdsban jelentkezd
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eltérés fligg a jelenlévd HLA-alléltol, hiszen a kiilonb6z6 HLA-allélok kiilonbdz6
aminosavak megkotésére specifikusok. Feltételezéslink szerint egy adott neoantigént
bizonyos allélok az eredetinél hatékonyabban, bizonyos allélok kevésbé hatékonyan mutatnak
be.

Ezek utan, ha azt is figyelembe vessziik, hogy az elso feltevésiink szerint a kiilonb6zo
mutacios szignatirdk kiilonboz6 aminosavceserékkel rendelkezd neopeptideket hoznak 1étre,
végsO célunk annak kimutatdsa, hogy egy adott muticids szignatura neopeptidjeit egyes
HLA-all¢lok hatékonyabban, mésok gyengébben kotik meg. Mas szavakkal, a tumort
jellemz6 mutécios szignatirdk és a HLA-genotipus egylittesen kozvetleniil meghatarozza,
hogy a sejtek felszinén milyen potencialis neoantigének jelennek meg.

Célunk, hogy kimutassuk, hogy ha egy mutagén hatds olyan aminosavakat hoz Iétre,
amelyet a beteg HLA alléljai megkotnek, a tumor felszinén tobb potencialis neoantigén

jelenik meg, igy az nagyobb eséllyel lesz immunogén.

6. dbra: Hipotézis

Kiilonbozd mutagének kiilonbozo mutdacios szignaturdaval jellemezheté mutdciokat hoznak létre,
amelyek ebbol adodoan eltérd eséllyel keriilnek bemutatasra a HLA-allélok altal.
Forrads: szignaturarészletek: a signal. mutationalsignatures.com, BioRender
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3. Moddszerek
3.1. Felhasznalt adatok és adatbazisok

A hasznalt mutacids szignatarak két interneten elérhetd adatbazisbol szarmaznak: ezek a
COSMIC (Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer) ¢s a Signal. Mindkét helyrol
ingyenesen letdlthetdk a mutdcios szignaturak adatai.

A COSMIC adatbazis esetében az SBS (Single base substitutions — Egyszeres
bazisszubsztituciok) szignaturdkat hasznaltam, Osszesen 67-et. Ebben sok kiilonb6z6
mechanizmusok hibdinak szignatrdi). A szignatirdkat valodi tumoros mintdk mutacidinak
elemzésével hoztak létre.

A Signalrél a kornyezeti mutagenezis kategoriaba tartozo szignatirakat hasznéltam,
amelyek leirasdhoz indukalt pluripotens Ossejteket tettek ki kiilonb6z6 mutagéneknek. Innen
38-féle szignatarat hasznaltam.

A két adatbazis szignatirai esetében hasonld eredményeket kaptam. A dolgozatban
ezeket az eredményeket a Signal-féle szignatirdkon mutatom be, mivel itt konnyebben
értelmezhetéek az egyes szignatirak, hiszen mindegyiket egy-egy konkrét és jol
meghatarozott hatas hozott 1étre, mig a COSMIC esetében a szignaturdkat generald hatasok
gyakran csak feltételezettek, €s szamos esetben nem ismertek.

A HLA-all¢élok peptidkotésének vizsgalatdhoz egy monoallélikus sejteken végzett
immunpeptidomikai vizsgalatbol szdrmazo adatszettet hasznaltuk, amelyben tobb, mint
185000 megkotott peptidet elualtak 6sszesen 95-féle HLA-I-es allélt hordozé monoallélikus
sejtvonalrol.™

Egy allél aminosav-specificitdsanak kiszdmitasdhoz eldszor csoportositottuk az altala
megkotott peptideket hossz szerint, és csoportonként minden pozicioban meghataroztuk az
aminosavak relativ eléfordulasi gyakorisdgat. A pozicidk abszolut értékét sulyoztuk annak
informaciotartalmaval (amely azt mutatja, hogy mennyire valtozatos aminosavak fordulnak
itt eld, vagyis indikalja, mennyire meghatarozé az adott pozicid). Minden aminosavra vettiik
a sulyozott gyakorisagok Osszegét. Az allél végsd specificitasait az adott aminosav kiilonb6zd
peptidhosszakra szdmolt eredményeinek a megfeleld peptidhossz relativ el6fordulasaval
sulyozott atlagaként kaptuk.

A szamoléas menetét az alabbi képletek foglalja 6ssze (x jeldli az aktualis aminosavat, y a

poziciot, P(x,y) az x aminosav relativ gyakorisdga y pozicidban, I(y) az y pozicid
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informéciotartalma, A4,(x) x aminosav n hosszisagl peptidek alapjan kapott affinitasa, P(n) az
n hosszu peptidek relativ el6fordulasa az adott allél altal megkdtott epitopok kozott, m a

kiilonb6z6 peptidhosszok szama:

n

A ()= X FPxy) - 1(»)

y=1
(A (0)-P(m)
A(x) = -
Ebbdl az aminosavcserékre vonatkozo allélspecifikus DAI-t mar egy egyszeriien a két
érintett aminosav értékének kiilonbségeként megkaptuk.

DAI(xl,xz) = A(xl) - A(xz)

Annak valdédi tumormintakon torténé megmutatasdhoz, hogy a HLA-allélok
aminosav-specifitdsdnak jellemzésére hasznalt mérdszdmaink valdban jol jellemzik-e egy
adott aminosav-valtozas megjelenését a sejtfelszinen, ismert HLA-genotipust tumormintak
adatait gyljtottem Ossze kiilonbozoé publikaciokbol. A mintakrol ugyancsak ismert volt, hogy

milyen mutécidkat tartalmaznak, és milyen mutalt peptidek jelennek meg a sejtek felszinén.

3.2. A mutacios szignaturak hatasdnak szimuldcigja

A szimulacidkat és a tovabbi analiziseket R nyelven torténd programozassal végeztem el.

Elészor is szimulalt tumorokat készitettem a szignatarak (signal.com, letoltve: 2020.
februar 18.) ¢és a human genom (ensemble.org, letdltve: 2019. szeptember 26.) adatainak
segitségével. Az analizis soran azokat a kdédold szakaszokat hasznaltuk fel, amelyeknek
szerepel mutalt verzidja a TCGA (The Cancer Genome Atlas)-adatbazisban) adataiban. Egy
tumor szimuldldsdnak menete a kovetkezd volt: minden iterdcioban a mutacids szignatirdban
valo elofordulasi gyakorisagnak megfeleléen sulyozott valoszinliséggel vettem egy
bazisharmast, ¢s a koz¢épso nukleotidot megfelelden mutaltam. Ezutdn megvizsgaltam, hogy a
mutacid hatdsara tortént-e aminosavcesere, és ha igen, ezt feljegyeztem. Ezt addig ismételtem,
mig 500 missense mutacidt létre nem hoztam, ekkora mutaciészam mar relevans, jol
vizsgalhato tumort jelent.'” Minden szignatrara 10 tumort szimulaltam, és dsszesitettem az
ezekre kapott eredményeket. Végiil a kapott tumorokban megallapitottam az egyes

aminosavcserék gyakorisagat.
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7. abra: Tumorszimulalads

Az abran ésszefoglaltam a szimuldcio lépéseit: eloszor (1.) véletlenszertien (de a szignaturaban valo
gyakorisagukkal sulyozva) valasztok egyet a tripletek koziil, majd (2.) szintén véletlenszeriien keresek
egy megfeleld bazisharmast a genombol, (3.) létrehozom a megfeleld mutdaciot, végiil (4)
megvizsgalom és feljegyzem az esetleges aminosaveserét. Ezt addig ismétlem, mig el nem érek 500
aminosav-valtozast.

Forras: szignatura: a signal. mutationalsignatures.com, BioRender

A kapott eredményeket hotérképeken abrazoltam, ehhez az R “pheapmap” csomagjat

hasznaltam.

3.3.  Validalas valodi tumormintakon

Tumormintdk HLA-alléljainak aminosav-specifitasat jellemzd értékek valds predikcios
képességét teszteltem a neopeptid-bemutatdsra. Szdmos publikdciobol (lasd: Irodalom:
Validalashoz hasznalt neoantigének forrasai) gytjtdttem ismert HLA-genotipusu, valodi
tumorokbol szdrmazd mintakat. Ezek kozott szamos tumortipus eléfordult, a leggyakoribb (a

mintak 63%-a) a melanoma volt.
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Tumortipusok megoszlasa

1 Melandma
= adenokarcindma
» mefrak
petefeszekrak
» laphamsejtes tiddkarcindma
u nem-kisejtes tidir sk
» vastagherak
® hasmyalmr gyrak
» neurobiasztoma
n nyeidcsirak
n My T okosomé-attét (mefanoma)

n szarkomas tidSkarcinoma

8. dbra: Tumortipusok megoszldsa

Végiil Osszesen 60 esetet hasznaltam fel, amelyeknél ismertem egyrészt az egyes
aminosavcserék  gyakorisagdt a tumor teljes neopeptiddllomanydban, masrészt a
tomegspektrometridval azonositott, HLA-bemutatott neoepitdpok listdjat. Az Osszegyljtott
mintak mutacidit aszerint csoportositottam, hogy bemutatasra keriiltek-e a sejtfelszini
neopeptidekben, vagy sem. Ezt kovetden a korabban leirt HLA-affinitasi értékekbdl szamolt
DAI segitségével megvizsgaltam, hogy a két csoportban az egyes mutaciok milyen hatést
gyakoroltak az adott minta HLA-alléljainak kotésére.

ROC-analizis keretében a “ROCR” konyvtar segitségével tumoros sejtvonalak®
peptidjeit elemeztem, és megkiséreltem az aminosavak HLA-affinitdsdnak segitségével
prediktalni a peptidek bemutatasat, igy ellendrizve az affinitasi értékek predikcios

pontossagat.

4. Eredmények ¢s ertékelesiik

4.1. Az elter6 mutagének eltérd6 aminosavcseréket

eredményeznek

Az elsO analizissel azt akartam megmutatni, hogy a kiilonb6z6 mutacids szignatirak
valdban kiilonb6z6é aminosaveseréket eredményeznek.

Ehhez meghataroztam a kordbban leirt szimuldcidkban Iétrejott aminosaveseréket
minden vizsgalt mutagén esetén. Ez alapjan egy eléfordulasi gyakorisagot rendeltem az egyes
aminosavceserék ¢s mutacios szignatirdk minden kombindcidjahoz. A kapott eredményeket

hétérképen abrazoltam. (9-10. abra)
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10. dbra: A nitrozourea és az UV aminosavcseréi
Ezen az abran kiemeltem a két korabban emlitett példat, az UV (Simulated solar radiation) és a
nitrozourea (N-Methyl-N nitrosurea) mutdcios szignaturdjat, illetve azokat az
aminosavcseréket, amelyek legalabb az egyik esetben nagy valosziniiséggel létrejottek. Vegyiik
észre, hogy a két mutdcios szignatura milyen kiilonbozé aminosavcseréket hozott létre a
szimuldciok soran.
Azt is lathatjuk, hogy az 5. dbran az UV meghatdarozo aminosaveseréjének vart prolin—leucin
(PL) és szerin—fenilalanin (SF) valoban gyakran bekévetkezett, ugyanigy az izoleucin—treonin
(IT) és a valin—alanin (VA) a nitrozourea esetében.

A kiilonbozé mutacids szignatirdk nagy variabilitdst mutatnak az aminosavcserék
tekintetében: nincsen egyetlen altalanos elterjedt, minden vagy majdnem minden szignatirara
jellemzd mutacié sem. Ez alatdmasztja, hogy a kiilonb6z6 mutagén hatasok altal 1étrehozott

tumorok neopeptidjei valosziniileg kiilonbozni fognak.

4.2. A kiilonbozé HLA-molekuldk aminosav-specificitasa

jelentdsen eltér

Kovetkezd 1épésként megnéztem, hogy a keletkezett aminosav-valtozasok milyen hatast
gyakorolnak az egyes HLA-all¢lok kotésére. Ehhez minden aminosavparhoz egy allélfiiggii
DAI-értéket rendeltiink, amely azt fejezi ki, hogy az elsd aminosav cseréje a masodikra
hogyan befolyasolja az adott allél esetében egy peptid kotésének erdsségét €s valoszinliségét
(részletek a Mddszerekben). Minél kisebb DAL tartozik egy aminosavcseréhez, annal kisebb a
kiilonbség az eredeti és a mutalt aminosav affinitasa kozott az adott allél esetében, tehat annal
valoszinlibb, hogy a neopeptid képes toleranciat kialakitani. Nagy DAI esetében az eredeti
peptid véarhatéoan nem keriil bemutatasra, igy a neopeptid nem immmnreakciot valthat ki.
Ezek az értékek az allélok altal megkdtott peptidek alapjan keriiltek meghatarozasra.

Az egyes aminosavak alapjan meghataroztuk az aminosavcserék hatasat az egyes allélok
peptidkotésére, és ezt az el6zOkhez hasonldan hétérképen abrazoltuk. (11. abra)

Az é4bran észrevehetliink szdmos komplementer oszlopot — az ellentétes irdnya
aminosavvaltozasok (pl S=>L és L-=2>S) természetesen éppen ellentétes hatast gyakorolnak az

egyes allélokra.
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Es 0jra csak nagy variabilitast lathatunk: a HLA-allélok kiilonbz aminosavcserékre
lesznek érzékenyek (észrevehetiink hasonld peptidkotd jellegzetességgel bird allélok

csoportjait), és az aminosaveserék kiilonb6zé HLA-allél kotésére lesznek pozitiv hatdssal.

4.3. A kiszamolt aminosav-specificitas prediktalja a mutans
peptidek sejtfelszini megjelenéset

A kovetkezOkben bemutatott két vizsgalattal azt szeretném megmutatni, hogy a 2.
szimulacids 1épés soran felhasznalt, a HLA-allélok aminosav-specifitdsat jellemzo értékek
valoban meghatarozzak a neopeptidek bemutatast.

Az elsd analizis végrehajtdsdhoz szamos kiilonb6zd publikaciobol gyljtdttem ismert
HLA-genotipust, valdsi tumorokbdl szarmazo mintakat. Ezek kozott tobb tumortipus is
eléfordult, a leggyakoribb a melanoma volt. Végil Osszesen 60 esetet hasznaltam fel,
amelyeknél ismertem egyrészt az egyes aminosavcserék gyakorisagat a tumor teljes
neopeptiddlloménydban, masrészt a tomegspektrometridval azonositott, HLA-bemutatott
neoepitopok listajat.

A feltételezéslink szerint egy minta neopeptidjei koziil azok keriilnek bemutatésra,
amelyekben az aminosav-véltozas noveli a HLA-kotés erdsségét. Ennek bizonyitasahoz a
mintak aminosavmutacidit aszerint csoportositottam, hogy bemutatasra kertiltek-e vagy sem a
sejtfelszini neopeptidekben. Ezt kovetden megvizsgaltuk, hogy a két csoportban az egyes
mutaciok milyen hatast gyakoroltak az adott minta HLA alléljainak kotésére. Ehhez a
szimulacié sordn alkalmazott mér6szamokat hasznaltuk. Minden mutaciora kivalasztottam
azt a HLA-allélt, amelyik a predikcid szerint legerdsebben koti, és az ezekre vonatkozo
értekeket abrazoltam. A kapott eredmények (12. &bra) azt mutatjak, hogy a bemutatott
aminosavcserék szignifikdnsan jobban erdsitették a HLA kotést, techat az alkalmazott

mérdszamok jol megkozelitik a valosagot.
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12. abra: A HLA-bemutatott aminosavcserék jobban névelik a kités erdsséget
A vizszintes tengelyen a evedeti és a mutalt aminosav kozti DAl-valtozas logaritmusat lathatjuk.
A diagramon jol lathato, hogy a bemutatott mutaciok datlagosan joval nagyobb
DAl-névekedessel jartak. A két csoport eredményeit Wilcoxon-probaval hasonlitottam éssze,
ennek p-értékét lathajuk az abran.

A mérészamok tovabbi validdlasahoz még egy analizist végeztem, amely soran ROC
(Receiver operating characteristic — “Vevo mukodési karakterisztika) gorbéket hoztam 1étre
annak jellemzésére, milyen jol jelzi elére a DAI szamolasdhoz hasznalt allél-specifikus
aminosav-affinitds (4) a bemutatas tényét.

Ehhez egy 18 B-limfoblasztoid sejtvonalmintabdl allo adatsort hasznaltam', amelyek
koziil 14-et tudtam elemezni (négy esetben nem volt adatunk a sejtvonal egy-egy
HLA-alléljarol). Mindegyik minta esetében ismertek a HLA-A és HLA-B-allélok, illetve a
sejtfelszinrdl elualt peptidek, amelyek koziil kisziirtem a kilenc aminosavbol allokat, és a
tovabbiakban csak ezekkel foglalkoztam.

Ebben az analizisben figyelembe vettem azt is, hogy az egyes aminosavak hatisa a
HLA-kotésre fiigg az adott aminosav pozicidjatdl is megkotott epitopon beliil. A korabban
meghatarozott DAI-értékek szamolasa soran felhasznalt pozicio-specifikus (4(x,y)), vagyis a
bemutatott peptid egyes helyeihez kiilon-kiilon szamolt értékek alapjan minden HLA-allélra
meghatdroztunk egy kotési motivumot, amely tartalmazza az allél specificitdsat minden
aminosavra minden pozicidban.

Ezeknek a motivumoknak a segitségével meghataroztam az Gsszes mintara nézve a

jelenlévé HLA-allélok affinitasadt minden, legaldbb egy minta altal bemutatott peptid

21



aminosavjaira. Mivel az egyes poziciok kiilonb6zé mértékben jatszanak szerepet a kotés
erdsségében (elsdsorban a horgonyz6 pozicidk hatarozzdk meg), minden allélra vettem a
harom legpozitivabb hatdsi aminosavat (ez jO kozelités a horgonyzo6 poziciok szamara®), és
ezek atlagaval jellemeztem az adott allél hatékonysagat a kérdéses peptid bemutatasadban.
Végiil minden peptidre nézve kivalasztottam a legjobb eredményt ado allélt (hiszen varhatoan
ez fogja bemutatni az adott peptidet).

gy minden mintara kaptam egy adatsort annak jellemzésére, hogy az egyes peptidek
mennyire hatékonyan kotddnek meg a HLA-molekuldk altal ebben a mintaban, illetve
ismertem minden peptid esetében, hogy az adott minta sejtfelszinén megjelent-e, vagy sem.
Ezzek alapjan képes voltam ROC-gorbét késziteni minden mintara, amelyeket egyiitt

abrazoltam a 15. abran.
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13. abra: Peptidbemutatas elorejelzése a HLA-affinitas segitségével
14 tumorminta ROC-gorbéjét lathatjuk egyiitt abrazolva. A gorbe minden adatpontja megfelel a
hamis pozitivok aranyanak a valos pozitivokhoz képest, emellett az origobdl kiindulva a
csoportositashoz hasznalt kiiszobérték folyamatosan novekszik. Minél nagyobb a gorbe alatti teriilet
(AUC), annadl jobban miikodik az elorejelzés, hiszen ez azt jelenti, hogy a prediktor mar szigoru
(alacsony) kiiszobnél jo teljesitmény nyujt: jelentés mennyiség elemet prediktal, és ezeket helyesen
teszi. A grafikonon feltiintettem az AUC-értékek atlagat a 14 mintara.

Ez az eredmény alatdmasztja, hogy a masodikként emlitett, kiilonb6z6 aminosavcserék
HLA-bemutatasardl szoldo szimuldciobdl szarmazd predikciok (lasd 4.2, fejezet)
megbizhatdak, és segitségiikkel valoban eldrejelezhetjilk a neopeptid-bemutatast, és ezen

keresztiil a tumor immunogenitasat.
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4.4. A HLA-molekulak eltérd mertékben képesek bemutatni
egy adott mutageén altal generalt neopeptideket

Ezutan kombinaltam az el6z6 két eredményt: az egyes aminosav-valtozasok DAI-jat
(lasd 11. abra) stilyoztam a gyakorisagaval (10. abra) a megfelel6 mutacios szignatira
esetében, igy megkaptam, hogy egy adott szignatara altal okozott aminosavcserék varhatdan
milyen hatast gyakorolnak egy adott HLA-all¢l peptidbemutatasanak hatékonyséagara.

A kovetkezd hotérképek bemutatja a kapott eredményeket. (14-15. abra)

|
r l L 2 — — — f .05
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14. abra: A nitrozourea és az UV neopeptidjeinek HLA-kotése
Ujfent a két szokdsos példankat lathatjuk, az UV-t (Simulated solar radiation) és a nitrozoureat
(N-MethyI-N nitrosurea). Lathato, hogy szinte ellentétes az egyes HLA-allélok reakcioja rajuk:
ha az egyik emeli a peptidkotés hatékonysagat, a masik szinte biztosan csékkenti.

A vizsgalt HLA-allélok reakciodja tehat eltérd lesz a kiillonboz6 mutacids szignatirakkal
rendelkezd tumorok esetében: az eredményeim segitségével megallapithatunk protektiv és
kockazatot jelenté mutagén-HLA parokat, vagyis hogy milyen HLA-allélok hordozéasa
jelenthet elonyt és hatranyt bizonyos tumortipusok esetében. A 13. dbra alapjan példaul arra
szamithatunk, hogy az elsdsorban UV-generalt melandma esetében a kifejezetten gyakorinak
szamito A0301-as vagy az Al1102-es allél pozitivan, mig a B55-0s allélok negativan

befolyasoljak a kimenetelt.

23



ve

‘nalpydadoau yp.inypudizs so1opinu sad3a zv Saut 110y uaddayozoquorny
1211P-YTH 110pp A3 S2 “|v3yy0]2]10-Y TH 042112 Y1payjasia uaddayajafuopny nimpusizs So10pinu Jjopy A3 :yvuipinu 3spiijiguiia A3ou yospivyuosojoy
sa3as1oya) v A3oy YnlivyIpT "0IPYID] YUNSI]SI2q }0PY PPIPSAuoyaIvY 15210yp1dad yoipd (10S) j21]10-FTH 2 (dojzs0) vanypudizs so1vINUL UIAPY1210Y |
25210Y-y TH Youialpydodoau ypingpudizs SOODINN 04qY "¢

|N.J.lz.l1212%117111~1222712112M1312‘32_I.lclnlﬁu.l-l%12.!213211'121121?'1127v NN DN O Y e ) e ) e v v o (O N ) e
(=3 00000000 000000000%.00000 DDOOO.%ODOO0.0 GOOODO% Q200000000 QCO Dm NOWOWOODDOOOOOOOOUWOOOO
R R RS TIRRAn MBS O Wy ﬁﬁﬁwmmmmueuwwomﬂﬂwmwwmmmewwmumewmmwwmmoogwwm..omoi.o. GPYBCRRS88883JTRETTITLY

W%BB%BBB&C&BBBBBBAABCBAAAAAAA&AWBBBCCBSDAAAACC&ABCCCMACBBABB&MWB &CBCCCCCCCCABAAMAAAMMAACCMEM
W gL auzeiphyfyawng-z L w

W GZ 1| PIoE JIYD0|0sSUY
WW 2200 MEJNS AeIa i
Wit €180 © sueskd() ejozuscig
wri z'L (ouqul Z 'L WD) Ze2Z OZY g.
wri oS suasliysoniN-g .
W ¢ apnuepof|9
WM G°L€ |1 P8 JII0|olSLY
WM Q0Z SpIWoloZoWs L - . . - -
Wrl 0 B2NOSONIL N-IAUaN-N )
wrl 0op BaInosoqu N-AUS-N
wrl 800 suasdeaug9'L
Wwi g aupleufdososin-N
Ww o} apixo ausjddoid
W 8£6°0 Aelns 1Auisia
W €0 sunLEYRIo|YIa
W 00¢ IAusydicounuy-
W g2¢°0 undya
wrl 0z1 apfyspizuuoy
Ww 5z°| jouabnaAaw
Wl 5281 epriweydsoudopdd
WM G285 (£Oua) 1BWo.g wnissejod
Wil 80°0 Y UIXGIBIPO
il £ suoueinj{HG)z-Ax01pAy-G-{|AUaLCIONIR)-$-0I01uD-E
W Z auaafdelozusg .
Wrl ¢') aussAiyojAyisN-s
Wi g2 suasenpuely ejzuaciq
wrl g susatdogug-g'L

J[ﬁ:'l__'_‘ﬁl__’_j'“‘

W & diud
90 _ Wil 801 0 epixoda ieip-euaselqiuely'ejzuscig
veo W |0 BUOIYIUBZUSGONIN-E
wri g auipuoell'elzuaniq

0

W Q0L ueing
0 W 0g1 sunsnwsg

WM 6Z°0 18 uxoieuyY
Wl unejcoqies

[4:]

vo
20 ST | UoNZIpe) Jeos pajenusg

——




5. Osszefoglalas

A HLA Altali peptidbemutatas kulcsfontossagi eleme a tumorellenes immunvalasznak:
minél tobb neopeptid keriil ki a sejt felszinére, annal valdsziniibb, hogy a tumor nem keriili el
az immunrendszer figyelmét.

A bemutatott neopeptidek szdma els@sorban a mutacioszamtol fiigg, hiszen a mutaciok
szamaval egyiitt a neopeptidek szama is nd, ezzel egyiitt pedig annak esélye, hogy kozottiik
eléfordul olyan, amelyet valamelyik jelenlévé HLA-molekula megkot. Azonban még kozel
azonos mutacidszammal rendelkezé tumorok kozott is jelentds kiillonbséget tapasztalhatunk
immunogenitas tekintetében.

A kutatdcsoportunk egyik 6 hipotézise szerint nem csak a tumor mutacidinak szama,
hanem azok mindsége is rendkiviil fontos szerepet jatszik a peptidbemutatas
hatékonysadgaban. A mutaciok mindségét az adott tumorra jellemzé mutacios szignatarak
irjak le, ezek pedig a tumort létrehozo mutagéntdl fliggenek.

Kutatdsom soran a kiilonb6z0 mutacids szignaturdk altal generalt neopeptidek és azok
HLA-kotésének variabilitasat vizsgaltam. Szamitogépes szimuldcio segitségével nagy
valtozékonysagot prediktaltam az eltérd mutaciés szignaturak neopeptidjeinek
aminosavszekvencidiban, kiilonb6z6 gyakori aminosavcseréket josolva a kiilonb6z6 mutacios
szignatirakra. Szintén erds variabilitdst mutattam ki a kiilonb6zé HLA-allélok peptidkotd
specificitasaban az altaluk bizonyitottan megkotott peptidek alapjan. Végiil pedig az
eredményeim alapan kiilonb6z6 peptidkotd hatékonysagt mutacids szignatira—HLA-allél
parok létezését varom. Ez alapjan varhatéan megallapithatunk kockazatot jelento és protektiv
HLA allélokat kiilonb6z6 tumortipusok esetén, illetve eredményeink segithetnek eldrejelezni
az immunterapia sikerességét, ismerve a tumortipust €s a beteg HLA-genotipusat.

Tovabbi terveink az analizis folytatdsara a HLA-allél és mutacids szignatlra
kombinaciok prediktiv erejének meghatarozasa, amelyhez in silico és és in vitro kisérletet is
terveziink. Ez utobbihoz monoallélikus (egyetlen HLA-alléllal rendelkezd) sejtvonalakat
hasznalunk, amelyeket kiilonb6z6é mutagén hatdsoknak tesziink ki, ¢és vizsgaljuk, hogy az
adott mutagénre nézve jol kotonek prediktalt allél jelenléte valéban magasabb

immunogenitast eredményez.
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6. Koszonetnyilvanitas

Ko6sz6ndm a Rendszerimmunoldgiai Kutatécsoport minden tagjanak, és mindenekeldtt

témavezetOmnek, Manczinger Maténak a segitségét a kutatas €s a dolgozat irasa soran.

7. Abrajegyzék

1. abra: A HLA-molekulak felépitése
. dbra: Antigénbemutatas
. abra: Peptidkoto logok
. abra: Mutacids szignatirak

. abra: Aminosavcserék

. abra: Tumorszimulalas

2
3
4
5
6. abra: Hipotézis
7
8. abra: Tumortipusok megoszlasa
9

. abra: Aminosavcserek gyakorisdga szignatiranként
10. dbra: A nitrozourea és az UV aminosavcseréi
11. dbra: Aminosavcserék hatasa a HLA-kotésre
12. abra: A HLA-bemutatott aminosavcserék jobban novelik a kotés erdsségét
13. abra: Peptidbemutatas eldrejelzése a HLA-affinitas segitségével
14. abra: A nitrozourea ¢€s az UV neopeptidjeinek HLA-kotése
15. abra: Mutécios szignaturak neopeptidjeinek HLA-kotése

8. Irodalom

1. Beutler, B. Innate immunity: an overview. Mol. Immunol. 40, 845-859 (2004).

2. Chaplin, D. Overview of the Immune Response. J. Allergy Clin. Immunol. 125, (2010).

3. Parham, P. The Immune System.

4. Cemerski, S. & Shaw, A. Immune synapses in T-cell activation. Curr: Opin. Immunol. 18, 298304
(2006).

5. Wieczorek, M. et al. Major Histocompatibility Complex (MHC) Class I and MHC Class 11

Proteins: Conformational Plasticity in Antigen Presentation. Front. Immunol. (2017)

26



doi:10.3389/fimmu.2017.00292.

6. Efremova, M., Finotello, F., Rieder, D. & Trajanoski, Z. Neoantigens Generated by Individual
Mutations and Their Role in Cancer Immunity and Immunotherapy. Front. Immunol. (2017)
doi:10.3389/fimmu.2017.01679.

7. Trowsdale, J. The MHC, disease and selection. Immunol. Lett. 137, 1-8 (2011).

8. Manczinger, M. et al. Negative trade-off between neoantigen repertoire breadth and the specificity
of HLA-I molecules shapes antitumor immunity. Nat. Cancer 2, 950-961 (2021).

9. Gao, Z., Liu, L. & Ruan, J. Logo2PWM: a tool to convert sequence logo to position weight matrix.
BMC Genomics 18, 709 (2017).

10. Chan, T. A. et al. Development of tumor mutation burden as an immunotherapy biomarker:
utility for the oncology clinic. Ann. Oncol. 30, 44-56 (2019).

11.Schumacher, T. N. & Schreiber, R. D. Neoantigens in cancer immunotherapy. Science 348, 69-74
(2015).

12. Ghorani, E. et al. Differential binding affinity of mutated peptides for MHC class I is a
predictor of survival in advanced lung cancer and melanoma. Ann. Oncol. 29, 271-279 (2018).

13. Lundegaard, C., Lund, O. & Nielsen, M. Accurate approximation method for prediction of
class I MHC affinities for peptides of length 8, 10 and 11 using prediction tools trained on 9mers.
Bioinformatics 24, 1397-1398 (2008).

14. Duan, F. et al. Genomic and bioinformatic profiling of mutational neoepitopes reveals new
rules to predict anticancer immunogenicity. J. Exp. Med. 211, 2231-2248 (2014).

15. Fusco, M. J., West, H. (Jack) & Walko, C. M. Tumor Mutation Burden and Cancer Treatment.
JAMA Oncol. 7,316 (2020).

16. Pardoll, D. M. The blockade of immune checkpoints in cancer immunotherapy. Nat. Rev.
Cancer 12, 252-264 (2021).

17. Mehdizadeh, S. et al. Immune checkpoints and cancer development: Therapeutic implications
and future directions. Pathol. - Res. Pract. 223, (2021).

18. Pharaon, R., Koczywas, M. A., Salgia, S., Mohanty, A. & Massarelli, E. Biomarkers in

immunotherapy: literature review and future directions. J. Thorac. Dis. 12, (2020).

27



19. Sarkizova, S. et al. A large peptidome dataset improves HLA class | epitope prediction across
most of the human population. Nat. Biotechnol. 38, 199-209 (2020).
20. Pearson, H. et al. MHC class I-associated peptides derive from selective regions of the human

genome. J. Clin. Invest. 126, (2016).

Validalashoz hasznalt neoantigének forrasai:

Bassani-Sternberg M, Pletscher-Frankild S, & Jensen LJ, Mann M. Mass spectrometry of
human leukocyte antigen class I peptidomes reveals strong effects of protein abundance and
turnover on antigen presentation. Mol Cell Proteomics. 2015 Mar;14(3):658-73. doi:
10.1074/mcp.M114.042812.

Carreno BM. et al. Cancer immunotherapy. A dendritic cell vaccine increases the breadth
and diversity of melanoma neoantigen-specific T cells. Science. 2015 May
15;348(6236):803-8. doi: 10.1126/science.aaa3828.

Kalaora S. et al. Use of HLA peptidomics and whole exome sequencing to identify
human immunogenic neo-antigens. Oncotarget. 2016 Feb 2;7(5):5110-7. doi:
10.18632/oncotarget.6960.

Bassani-Sternberg M. et al. Direct identification of clinically relevant neoepitopes
presented on native human melanoma tissue by mass spectrometry. Nat Commun. 2016 Nov
21;7:13404. doi: 10.1038/ncomms13404.

Bassani-Sternberg M. et al HLA-I motifs across HLA peptidomes improves neo-antigen
predictions and identifies allostery regulating HLA specificity. PLoS Comput Biol. 2017 Aug
23;13(8):e1005725. doi: 10.1371/journal.pcbi.1005725.

Cohen CJ. et al. Isolation of neoantigen-specific T cells from tumor and peripheral
lymphocytes. J Clin Invest. 2015 Oct 1;125(10):3981-91. doi: 10.1172/JCI82416.

Van Allen EM. et al. Genomic correlates of response to CTLA-4 blockade in metastatic
melanoma. Science. 2015 Oct 9;350(6257):207-211. doi: 10.1126/science.aad0095.

Parkhurst M. et al. Isolation of T-Cell Receptors Specifically Reactive with Mutated
Tumor-Associated Antigens from Tumor-Infiltrating Lymphocytes Based on CD137
Expression. Clin Cancer Res. 2017 May 15;23(10):2491-2505. doi:
10.1158/1078-0432.CCR-16-2680.

Tran E. et al. T-Cell Transfer Therapy Targeting Mutant KRAS in Cancer. N Engl J Med.
2016 Dec 8;375(23):2255-2262. doi: 10.1056/NEJMoal609279.

28



Zom E & Hercend T. A MAGE-6-encoded peptide is recognized by expanded
lymphocytes infiltrating a spontaneously regressing human primary melanoma lesion. Eur J
Immunol. 1999 Feb;29(2):602-7. doi:
10.1002/(SICI)1521-4141(199902)29:02<602:: AID-IMMU602>3.0.CO;2-Y.

Oiso M. et al. A newly identified MAGE-3-derived epitope recognized by
HLA-A24-restricted cytotoxic T lymphocytes. Int J Cancer. 1999 May 5;81(3):387-94. doi:
10.1002/(sic1)1097-0215(19990505)81:3<387::aid-1jc12>3.0.c0;2-z.

Schrérs B. ef al. HLA class I loss in metachronous metastases prevents continuous T cell
recognition of mutated neoantigens in a human melanoma model. Oncotarget. 2017 Apr
25;8(17):28312-28327. doi: 10.18632/oncotarget.16048.

Miller M, Gfeller D, & Coukos G, Bassani-Sternberg M. 'Hotspots' of Antigen
Presentation Revealed by Human Leukocyte Antigen Ligandomics for Neoantigen
Prioritization. Front Immunol. 2017 Oct 20;8:1367. doi: 10.3389/fimmu.2017.01367.

Robbins PF. et al. Mining exomic sequencing data to identify mutated antigens
recognized by adoptively transferred tumor-reactive T cells. Nat Med. 2013
Jun;19(6):747-52. doi: 10.1038/nm.3161.

Balachandran VP. et al. Identification of unique neoantigen qualities in long-term
survivors of pancreatic cancer. Nature. 2017 Nov 23;551(7681):512-516. doi:
10.1038/nature24462.

Toor JS. et al. A Recurrent Mutation in Anaplastic Lymphoma Kinase with Distinct
Neoepitope Conformations. Front Immunol. 2018 Jan  30;9:99. doi:
10.3389/fimmu.2018.00099.

Kato T.. et al. Effective screening of T cells recognizing neoantigens and construction of
T-cell receptor-engineered T cells. Oncotarget. 2018 Jan 13;9(13):11009-11019. doi:
10.18632/oncotarget.24232.

Matsuda T. et al. Induction of Neoantigen-Specific Cytotoxic T Cells and Construction
of T-cell Receptor-Engineered T Cells for Ovarian Cancer. Clin Cancer Res. 2018 Nov
1;24(21):5357-5367. doi: 10.1158/1078-0432.CCR-18-0142.

Zhang X. et al. Breast Cancer Neoantigens Can Induce CD8" T-Cell Responses and
Antitumor  Immunity. Cancer Immunol Res. 2017  Jul;5(7):516-523.  dot:
10.1158/2326-6066.CIR-16-0264.

29



9. Flggelek

A validalashoz felhasznalt mintak:

Mintanév

HCT-116

MEL38

MEL21

MEL218

S1

Mell5

Mel5

Mel8

LO13

LO11

1-001-002

1-024-001

1-024-002

1-038-001

1-050-001

CU04

Cu05

Cu02

Cuo03

3713

3466

3703

3879

HLA

A0101, B1801, B4501, C0501
A0201

A0201

A0201

A0201, A0301, B0O8O1, B5101,
C0102, C0701

A030101, A680101, B270502,
B350301, C020202, C040101

A01, A25,B08, B18

A010101, A030101, B070201,
B080101, C070101, C070201

A0201, B1501

A1101, B3501, A2402
C0102, B5101, A0101, BO801
A3201, A0301, B2705, C0202
A6801, C0304

B4901, C0701, C1701

A2902, C1601, B4403, A2601
B1801, B3801, A2601, C1203
A6802, A2402

B0702, B5701, A0301

C1203, A0101, B0801, A2301,
B1503

A0201
A0201
A0201, A1101

A0201, A0101

Tumortipus
vastagbélrak
melanéma
melanéma
melanoma

melanéma

melanoma

melanoma

melanéma

nem-kissejtes tiiddorak
nem-kissejtes tiidorak

melanéma

szarkomas tiidOkarcinoma

adenokarcindoma

adenokarcindma

adenokarcinéma

adenokarcinéma

laphamsejtes tiidékarcinoma
laphamsejtes tiidékarcinoma

laphamsejtes tiidokarcinoma

melanoma

melanoma

melandéma

melanoma

PMID

25576301

25837513

25837513

25837513

26819371

27869121

27869121

27869121

28832583

28832583

30556813

30556813

30556813

30556813

30556813

30556813

30556813

30556813

30556813

26389673

26389673

26389673

26389673
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3919

Pat117

Pat88

Pat138

Pat132

Pat07

Pat77

Pat38

Pat105

Pat174

Pat123

Pat21

Pat49

Pat66

Pat79

3466

3713

3784

3903

3678

3716

sam

MaMel86

Patient 1

Patient 2

mel 2098

mel 2369

mel 3309

A0101

Al1101

C1601, A0301, C0802

B1507

C0701, A2301, A0101, A3201
A0101, C0702, C0701, BO8O1
A2402, A2601, C1203, C0102
C0202, B1517, A0201, A0301
C0501

C0202, A2902

C0202

A0101, C0701

A0101

A0101, B5801

A0201, C0202

A0201

A0201

B0702

B3801

C1402, B4402, A0301, A0201
B1501

A0201, A0301, B1401, B4403,
C0802, C1601

B1501, A2402

A0201, B1501

A0201, A1101, B0702, B3501
A0201

A0101, A2601

A0101, A1101

melanoma
melanéma
melandma
melanoma
melanéma
melanoma
melanoma
melanéma
melanoma
melanoma
melanoma
melandéma
melanoma
melanéma
melanéma
melanéma
melanéma
melanéma
melanéma
melanéma
melanéma

vastagbélrak

nyirokcsomé-attét (melanoma)
melanéma
melanoma
melanéma
melandéma

melanoma

26389673

26359337

26359337

26359337

26359337

26359337

26359337

26359337

26359337

26359337

26359337

26359337

26359337

26359337

26359337

27827318

27827318

27827318

27827318

27827318

27827318

27959684

28423700

29104575

29104575

23644516

23644516

23644516
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0.4

0.6

04

0.4

04

1 C0702, C0303, B4001 hasnyalmirigyrak 29132146
PARHAM B1501, C0303, A2402 neuroblasztoma 29441070
TE-8 A2402 nyel6csérak 29541393
AS21 A0201 petefészekrak 29541393
12183 A0201 petefészekrak 29720506
12832 A0201, A3101 petefészekrak 29720506
WHIM30 B0702 mellrak 28619968
WHIM35  A0201 mellrdk 28619968
WHIM37  A0201 mellrak 28619968
Az egyes mintak ROC gorbéi és AUC értékei kiilon-kiilon
B AUC =0.73 3 AUC =0.73 S AUC =0.74 3 AUC = 0.8
8 A BLCL-1 o e BLCL-3 o BLCL-4
s, | A0301A2902 BOSOL B4403| o | A0301A2902B0801 B4403| o | A0201 A2002 B4403BS70L| o A0101 A0201 BO702 B4403
° T T T T T ° T T e T T T ° T T T T T
00 02 04 06 08 10 00 02 04 00 02 04 06 02 04 06 08 10
, AUC =0.82 = AUC =0.79 i AUC = 0.86 S AUC = 0.87
S A BLCL-5 o g BLCL-7 2 BLCL-8
o | A0301 A1101 B4403 BS001 | o | A0201 A1101 B4001 B4403| o | A0201A2301 B1801 B4403| o A0201 A0301 BO702 BO702
e T T T T T ° T T e T T T e T T T T T
00 02 04 06 08 10 00 02 04 00 02 04 06 02 04 06 08 10
- AUC = 0.85 S A AUC = 0.81 3 AUC =0.77 3 AUC = 0.76
S A BLCL-9 g S A BLCL-14 3 BLCL-15
&, ] A0201A0301BO702B0702| o | A0201A1101 B2705B5601 | o | A0301A3201B2705 B450L| o A0101 A3201 BOBO1 BO8O1
° N T T T T ° 5 T ° N T T ° T T T T T
00 02 04 06 08 10 00 02 04 00 02 04 06 02 04 06 08 10
— AUC =0.76 = AUC =0.82
S 4 BLCL-16 3
o A1101A1101B1402B4402 | o | A0301 A2402 BO702 B2705
e T T T T T ° T T
00 02 04 06 08 10 00 02 04




10. Teéeteles szerzO1 hozzajarulas

Alulirott Fiilop Anna Técia nyilatkozom, hogy a 35. OTDK-ra benytjtott A mutaciés
szignatirak hatdsa a tumorok immunfenotipusara cimi dolgozatomban leirtak esetében
az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Rész/feladat Felkészités utan onalloan végeztem (%-ban
megadva)
A vizsgaland6 adatok O0sszegytjtése, 50

letoltése és feldolgozasa

A sziikséges programkodok elkészitése 90
Az eredmények vizualizacidja 100
Magyarazat:

A felhasznalt forrasok koziil a human genom adatai, a HLA-molekulakra kiszamolt
affinitas- és DAI-értékek, és ROC-analizis keretében vizsgalt mintdk korabban mar korabban,
a labor mas kisérleteiben is szerepeltek, igy ezeket eldzetesen a hallgato rendelkezésére
bocsatottak. A tobbi adat 6sszegylijtését (mutacios szignaturak, tumormintak) 6 végezte.

A kodok egy része szintén korabbi analizisekbdl ujrahasznositott, mas altal irt program

volt.

Kelt: Szeged, 2021. 04. 11.
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Palyamunkat benyujtd hallgatd (Fiilop Anna Técia) aldirdsa
A nyilatkozatban foglaltak helyességét megerdsitem:

d

Témave[etc’i (Manczinger Maté, SZTE AOK) alairas

33



