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1 Bevezetés, visszatekintés az elozo félévi tevékenységre

Ahogy egyéb daganatos elvéltozasok kapcsan is ismeretes, ugy a vastagbél daganatok kialakuldsa
is egy tobb Iépcsds folyamat, mely sordn a normal vastagbél hdm- vagy kotdszovetek neoplasztikus
véltozdsokon mennek keresztiil mutaciok felhalmozéddsa mellett. A mutdcidés mintdzatokba a
normal és tumoros vastagbél szoveti eredetli minték teljes genomi és teljes exomi szekvendldsaval
nyerhetiink betekintést. Az elmult években a szekvendlasi eljardsok haszndlata gyorsan terjed,
mely magéval vonja a bioinformatikai médszerek fejlodését is. Ezek kovetkezménye, hogy az
egyes daganat tipusokndl fellelhetd leggyakoribb mutdlt génekrdl és a kapcsolddo eltérésekrdl
adatbazisok késziilnek. Az adatbazisok felhaszndldsaval detektdlhatdak és 0sszehasonlithatak a
kisérletben részt vett mintdk mutdcids tulajdonsdgai. Az els6é éves munkam folytatdsaként a har-
madik félévben is tumor-normaél (pontosabban tumor-tumor melleti normal szovet) mintapérok €s
kezelésen atesett és kontroll minta adatok szekvendldsi eredményeinek kiértékelésével foglalkoz-
tam. Az el6készitett mintdk exomi és teljes genomi szekvendldson estek 4t. A kiilonboz6 kiértékelési
szempontok alkalmazdsa mellett bevezetésre keriilt a szekvendlasi adatok pozicié tartomanyokra
sztikitett kiértékelése egy .bed fajl alapjan, mely a vizsgdlatok szempontjabdl Kkitiintetett régidk
koordinétdit tartalmazza. A mi esetiinkben a fehérje kodold exomi régidk adatait foglalta Ossze.

2 Az aktualis félévben elvégzett kutatasok ismertetése

2.1 Mintak szekvenalasa, bioinformatikai Kkiértékelése
2.1.1 Mintacsoport exomi és genomi szekvenalasa, az adatok osszehasonlitasa

A kiértékelt adatok teljes exomi €s teljes genomi szekvendldson estek at. El6bbi az Illumina
NextSeq 500/550, utébbi a Nanopore PromethION24 szekvenator hasznalataval. A teljes genomi
szekvenalas sordn egy adott organizmus (esetiinkben humén) mintdjaban a teljes genomi (azaz tel-
jes genetikai informdcid), mig teljes exom esetén az exomi (azaz a genomban 1évo fehérje-kodold
régiok) bazissorendjét hatarozzuk meg. A szekvendlt mintak vastagbél tumoros metszetekbdl szar-
maznak, két tipusu teriiletrél: tumorosbol é€s tumor melletti normalbdél 5 makrodisszektalt mintapar
(6sszesen 10 minta). A vizsgélat célja az volt, hogy 6sszehasonlitsuk a két kiilonb6z6 szekvendldsi
eljaras adatait az exomi teriiletekre koncentralva. F6ként a bazisardnyokra és a mutédcids profilokra
koncentraltunk.

A kiértékelés menete az el6z6 beszamoldkban ismertetett 1épések szerint tortént. Roviden 0ssze-
foglalva a kovetkezdket végeztem el; rendre Nanopore szekvendlds esetén: pycoQC mindségel-
lendrzés, Guppy béazishivds + referencia genomra illesztés, samtools sort/index/merge - .bam
fajlokon végzett miiveletek végrehajtdsa, modbam2bed - methylécids vizsgédlatok, EPI2ME Labs
human variation workflow - varidnsazonositas, bcftools annotate - .vcf fajlok annotdldsa, bcftools
stats - statisztikai adatok egy részének kinyerése; Illumina szekvendldsnél: BaseSpace feliileten
fellelhet6 Dragen (germline és somatic pipeline) csomagok + mindségellendrzés. Az adatok el-
emzését altalam irt és mar meglévd, szabad felhaszndldst programok segitségével végeztem. A
specifikusabb elemzéshez sziikség volt a Python (és sziikség esetén R) nyelv hasznalatdra. Ide
tartoznak pl. az adatbazisbdl kinyert génmuticidk jelenlétének detektdlasa a varidnsok kozott el-
s6korben a kromoszoman elfoglalt pozicidk alapjan, majd mélyebbre dsva az egyes (bazis)alteraciokat
és a klinikai relevancidkat figyelembe véve.



Mutaciok szama a NAT mintaban
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Mutaciok szama a tumor mintaban

250 B Manopore bed exom
B llumina bed exom

200
150
100

50

0 il -

ORISR Y P P 5 @
& @E R RO @«\S‘ $§ oF oF g‘s\@b‘é O

Mivel a genomi teriiletek az exomokhoz képest lényegesen kiterjedtebbek, a hozzdjuk tartozo
adatokat sziikitenem kellett (annak érdekében, hogy ugyanazon teriileteken vizsgéalédjunk). Ilyen
esetekben alkalmazhatdak a .bed fajlok, melyekben oszlopokra bontva megadhatjuk, hogy melyik
kromoszoma, melyik pozici6jat szeretnénk megtartani. A .bed f4jl alapjan torténé sziirést a refer-
enciagenomra illesztés utan hajtottam végre mindkét szekvenator adatain, igy minden statisztikai
adat ugyanazon régiokra lett meghatdrozva a két mddszer esetén. A kapott eredményeket 6sszeha-
sonlitottam figyelembe véve vastagbélrak tumorokra jellemz6 gének (APC, KRAS, TP53, PIK3CA,
S0X9), illetve a folsavciklus néhdny specifikus génjén MTHFR, MT, MTT, MAT1, MAT2, SHMT,
BHMT, CBS, DHFR) tapasztalt mutici6it. Az 4dbran l4thatd, hogy a Nanopore szekvendtor ma-
gasabb gyakorisdggal tudta detektdlni az emlitett mutdcidkat a legtobb gén esetén. A részletes
eredményeket publikdcioban szeretnénk kozzétenni.



2.1.2 Kiilonb6z6 mérettartomanya tumor-normal mintaparok szekvenalasa - Kiegészités az

el6zo félévhez képest

* Mikrodisszektalt egyedi sejtek szekvendldsa: 12 tumor-normdl mintapér (9sszesen 24 minta)gm
keriilt Osszegytijtésre, a mintdk 1ézermikrodisszekcidval lettek eltavolitva friss fagyasztott
mintdt tartalmaz6 lemezrél. Ebben az esetben Illumina szekvendtorral nyertiik ki az ex-
omi DNS szekvencidkat. Az adatok kiértékelése egy kiilso feliileten tortént, melynek neve
BaseSpace és kifejezetten az Illumina szekvendtorok adatainak kiértékeléséhez késziilt. Itt
tortént meg a badzisazonositdstol a varidnsazonositasig az Osszes 1€pés, majd az azonosi-
tott varidnsokat (annotélds utdn) 6sszevetettem a referencia adatbazisbol kinyert leggyako-
ribb génmutacidkkal. A kapott eredmények josdgat egy korabbi kutatds eredményeire ( [/1[])
alapozva ellendrizziik, azonban ez mar nem késziilt el az el6z6 beszamold leaddsi hatédride-
jéig. A kiértékelés megtortént, mely alapjan a kovetkezdket diszkuttaltuk. Ugyan a gy(jtott
mintdk a metszet kiilonbozd teriileteirdl keriiltek 6sszegytjtésre, mind a tumoros, mind
a NAT tipustiakban, nagyfoku heterogenitast tapasztaltunk. Emellett lattuk, hogy maér a
tumor melletti normadl teriileteken is megjelentek egyes tumorspecifikus muticiok. Ez a
munka poszter formdjaban bemutatdsra keriilt a Magyar Belgyogyasz Tarsasag 2023-as
Nagygyiilésén.

2.2 Egyedi sejt izolacios rendszer fejlesztése

Az ismertetett id6szakban inkdbb a mintavételt kovetd bioldgiai vizsgélatokra, azok bioinfor-
matikai kiértékelésére koncentraltam. A kordbbi beszdmoldkban emlitett €s roviden ismertetett
rendszer alapjai azonban dtgondoldsra keriiltek. Ez alapjan uj kisérleti elrendezés keriilt kialakitdsra.
Az elvégzett mérések alapjan azt tapasztaltuk, hogy az egyedi sejtek manipuldcidjara alkalmas
lehet a rendszer, azonban az i1gazolo kisérletek elvégzése még hétravan.

3 Tanulmanyi tevékenység az aktualis félévben

A félév sorédn az alabbi kurzust végeztem el:

* A gépi tanulas 1j eredményei szeminarium (FIZ/3/092)

4 Publikaciok az aktualis félévben

2024 januarjaban benyujtottam egy Osszefoglal6 cikket "Can long-read sequencing tackle the
barriers, which the next-generation could not? A review." cimmel a Pathology and Oncology
Research nevi ujsdgba. Jelenleg elbiralas alatt 4ll.

5 Konferenciak az aktualis félévben

Az aktudlis félévben posztert mutattam be a Magyar Belgyogyasz Tarsasag 2023-as Nagygytilésén
"Vastagbéldaganatok tumor heterogenitas vizsgédlata 1€zer mikrodisszektalt sejtek exom-szekvenalasi
adatainak bioinformatikai kiértékelésével" cimmel.



6 Elnyert 6sztondijak az aktualis félévben

* Kooperativ Doktori Program 2023: C2270480 azonositészamu palyazat, melynek cime:
"Szoveti eredetli egyedi sejt manipulacids eszkoz fejlesztése és daganat-bioldgiai alkalmazdsa".
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