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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 mutdcidk felhalmozéddsa mellett. A normdl €s tumoros vastagbél
szoveti eredetli mintdk teljes genomi és teljes exomi szekvendldsa nyujthat betekintést az em-
litett mutaciés mintdzatokra. Az elmult években a szekvendlasi eljardsok egyre gyorsabb ter-
jedése és az ezzel parhuzamosan rohamosan fejl6dé bioinformatikai médszerek tdrhaza egyre csak
boviil, melynek hatdsdra egyes daganat tipusokndl fellelhetd leggyakoribb génekrdl és azok muta-
cidirdl adatbazisok késziiltek. Ezen adatbazisokra alapozva a szekvendldsi adatok kiértékelésének
lezarultaval 0sszehasonlithatéak a kisérletben részt vett mintdk muticids tulajdonsdgai a mar is-
mert €s megalapozott mutacids adatbazissal (mely mdr referenciaként szolgal). Az el6z0 féléves
munkam folytatdsaként ebben a félévben is tumor-normdl (pontosabban tumor-tumor melleti nor-
mal szovet) mintaparok szekvendldsi adatainak kiértékelésével foglalkoztam, azonban a Nanopore
szekvenator mellett immar Illumina szekvendtor adatait is feldolgoztam. Mig a Nanopore szekvena-
torral WGS (teljes genomi), tgy az Illumindval WES (teljes exomi) szekvendlast végeztiink. A
munkdm célja a mutdciés tulajdonsiagok és a kiillonb6z6 modszerek ezzel kapcsolatos josdgdnak
meghatédrozdsa, illetve a modszerek egymashoz hasonlitott teljesitményét, tulajdonsagait vizsgdl-
tam.

A doktori kutatdsom masik része olyan egyedi sejt izoldcids rendszer fejlesztése, mellyel az
egyedi sejt mérettartomdnyban vagyunk képesek mintdkat izoldlni, gydjteni. Az el6zbleg is-
mertetett (el6z6 féléves beszdmolo) tulajdonsdgok dtgondoldsra keriiltek, s Gij megalapoz6 kutatas
indult, ennek koszonhetd, hogy a doktori kutatdsom madsodik féléve f6képp a bioinformatikai
kiértékelésekre iranyult. Hogy miért 1ényeges az egyes szekvendtorok Osszehasonlitisa a ku-
tatisom szempontjabdl, az gy magyardzhatd, hogy a sejt izolacids rendszerrel gyijtott mintdkat

késdbb szekvendlni szeretnénk, igy meghatdrozva a vélaszt adott bioldgiai kérdésekre.

2 Az aktualis félévben elvégzett kutatasok ismertetése

2.1 Mintak szekvenalasa, bioinformatikai kiértékelése
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Az el6z6 téléves munkdmat kiegészitve mar nemcsak az Oxford Nanopore Technologies Prome-
thION24 tipust modellével végeztiik a szekvendldsi adatok gy(jtését, hanem Illumina NextSeq
berendezése is haszndlatra keriilt. Az el6bb emlitett eszkozzel teljes genomi, mig a masodik
berendezéssel teljes exomi szekvendlast végeztiink. A teljes genomi szekvendlds sordn egy adott
organizmus (esetiinkben humdn) mintdjdban a teljes genomi (azaz teljes genetikai informacio),
mig teljes exom esetén az exomi (azaz a genomban 1évS fehérje-kddold régidk) bazissorendjét
hatdrozzuk meg. A két eszkodz kozotti tovabbi kiillonbség, hogy mig a Nanopore szekvendtor
kimeneti jelei drams{irliségek, melyek fiiggenek a nanopdérusok nagysigatdl €s melyeket nagyban
meghatdroz a bemend minta DNS mennyisége, addig az Illumina esetén a readeket parhuzamos
SBS-re (Sequencing by synthesis: szintézis alapu szekvendlds) alapozva szekvendljuk, mely soran
DNS-polimerazokat és ANTP-ket haszndlunk a DNS szélak replikél4sara.



2.1.1 Bdvitett bioinformatikai kiértékelés

A korabbi beszdmolomban ismertetett kiértékelési 1épések (bdzisazonositds + referencia genomra
val6 illesztés, .bam fajlok rendezése, egyesitése, indexelése, alapstatisztika kinyerése, varidn-
sazonositds, methylaciés mintdzatok meghatarozasa és mindségellendrzés) kiegésziiltek egy adat-
sziirési 1épéssel és az azonositott mutaciok referencia gén adatbazis alapjan kertiltek kiértékelésre.

Az djonnan bevezetett 1épések rovid ismertetése:

» Sziirés: az alapstatisztikdk meghatdrozasandl tobb minta esetén futottunk abba az anomaélidba,
hogy az ATGC ardanyok sem egymdshoz képest (AT-GC), sem kiilonalléan (A-T-G-C) nem
felelnek meg a Chargaft-szabalyoknak. Ami azt jelenti, hogy AT # GC és A,T # 30%, G, C
# 20 %. Ennek okan az adatok részletesebb elemzésére volt sziikség. A bazisazonositds és a
referencia genomra valé illesztés utdn kapott .bam fajlok statisztikdjanak meghatarozdsanak
eredménye egy szovegfijl, mely tartalmazza a bazismennyiségeket readekre lebontva. Az
adatok vizsgalata kapcsan felismertem azt az Osszefiiggést, hogy bizonyos read hossz alatt
(<200 bézispdr) az aranyok elcsusznak, igy sziikséges a rovidebb hosszak kisziirése. Ezek a
rovidebb hosszak feltételezhetden a DNS szal szekvenalas sordn valo torése, sériilése kapc-
san keletkeznek. Az adatok egyre szigoribb szliréssel torténd vizsgélata hosszabb atlagos
read hosszat és megfeleld bazis ardnyokat eredményezett. Ennek kapcsan az dsszes tovabbi
kiértékelés sordn ellendriztem, hogy sziikséges-e szilirés: a bazisok adatait hisztogramon
abrazoltam, s amennyiben azt tapasztaltam, hogy az adatok eloszldsa erésen eltér a normal
(vagy kozel normadl) eloszlastol, sziirést alkalmaztam.

» Referencia adatbazis haszndlata a CRC tumorspecifikus gének kapcséan: a referencia CRC
specifikus génmutacids lista forrdsa a TCGA (The Cancer Genome Atlas Program, [[1]) al-
tal szolgdltatott gén adatbazis (https://portal.gdc.cancer.gov/) volt. Innen
letoltve a 60 leggyakoribb mutdlt gén listdjat, meg tudtam hatdrozni ezen specifikus gének
jelenlétét a szekvendlt, mikrodisszektélt, egyedi sejt nagysagu mintdk varidnsadataiban és
gyakorisdgukat. Ez az 0sszehasonlitds egyel6re a tumoros (CRC) mintdkra késziilt el, és a
vart eredményt kaptam: megtaldlhat6 a 12 CRC mintaban a 60 leggyakoribb vastagbél rakra
jellemzd génmutacio valtozo eldforduldssal (a mennyiségek erdsen fliggenek a szekvenalasi
lefedettségtol).
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Az adatok elemzését altalam irt €s mar meglévd, szabad felhaszndldsd programok segitségével
végeztem, az dltalam haszndlt programnyelv Python volt, a felhaszndlt Ubuntu parancssori pro-
gramok pedig a kovetkezGek voltak Nanopore szekvendlds esetén: Guppy - béazishivds + ref-
erencia genomra illesztés, samtools sort/index/merge - .bam féjlokon végzett miveletek végre-
hajtasa, modbam2bed - methylacios vizsgédlatok, EPI2ME Labs Human Variation workflow -
varidnsazonositas, bcftools annotate - .vcf fajlok annotdlasa, bcftools stats - statisztikai adatok
egy részének kinyerése + mindségellendrzés: ezt tobbféleképpen elvégeztem tobb kiértékelési
1épés utan; [llumina szekvendldsnal: BaseSpace feliileten fellelhetd Dragen (germline és somatic
pipeline) csomagok + mindségellendrzés.

A szirt adatok ATGC arényait a legtobb minta esetén Osszehasonlitottam az adott mintan végzett
genom assembly (Flye) eredményével. A genom assembly azt jelenti, hogy a szekvendlasbol
nyert szekvencidk (.fastq fajlok) alapjan tjra 6sszedllitjuk a teljes genomi szekvenciit. Az assem-
bly eredményét tekintve pedig meghatarozhatéak az ATGC ardnyok a teljes genomra. Az eddigi
tapasztalat az, hogy kell6en erds adatsziirés visszaadja az altalunk vart bazisaranyokat, tovabba az


https://portal.gdc.cancer.gov/

egyes szlirések eredményét dbrazolva azok tenddlnak az assemblybdl kapott aranyok felé. Ez egy
validécios 1épés lehet az ATGC ardnyok helyességének meghatarozdsara.

2.1.2 Kiilonb6z6 mérettartomanyi tumor-normal mintaparok szekvenalasa

* Mikrodisszektalt egyedi sejtek szekvendldsa: 12 tumor-normdl mintapér keriilt 6sszegy{jtésre,
a mintdk 1ézermikrodisszekcidval lettek eltavolitva friss fagyasztott mintét tartalmazé lemezrdl.
Ebben az esetben Illumina szekvenatorral nyertiik ki az exomi DNS szekvencidkat. Az ada-
tok kiértékelése egy kiilso feliileten tortént, melynek neve BaseSpace és kifejezetten az Illu-
mina szekvendtorok adatainak kiértékeléséhez késziilt. Itt tortént meg a bazisazonositastol a
varidnsazonositasig az 6sszes 1épés, majd az azonositott varidnsokat (annotalds utdn) Osszevetet-
tem a referencia adatbdzisbdl kinyert leggyakoribb génmutéacidkkal. A kapott eredmények
j6séagat egy korabbi kutatds eredményeire ( [2]) alapozva ellendrizziik, azonban ez mar nem
torténik meg a beszamold leaddsi hataridejéig.

* Makrodisszektalt mintdk szekvendldsa: 7 tumor-normdl mintapart gydjtottiink ossze miitéti
mintdkbol. Ebben az esetben nagyobb volt a mintdk dimenzidja (erre utal a makro eldtag).
A kisérlet nem csak a tumor-normadl eltérések vizsgdlatira Osszpontositott, hanem egyéb
szempontok is figyelembe vételre keriiltek: pl. hogyan hat a mintdkra, ha a szekvenéldsnél
(Nanopore) az tjrahasznélhat6 flow cell-eket valoban djra haszndljuk. Az eredményekbdl
egyel6re az latszik, hogy haszndlt flow cell esetén kevesebb bdzist tudunk kinyerni (viszont
itt figyelembe kell venni a bemeneti DNS mennyiséget is!).

i

El6z6 félévi beszamold kiegészitése: adaptiv-normadl osszehasonlitds. Az 1. féléves beszamolom
irdsakor még nem késziilt el az adaptiv szekvendlds kiért€ékelése. Azonban megkaptuk a vart
eredményt: ezzel a modszerrel a ritkdbb, kisebb lefedettségli mutdcidk is kimutathatéak adott
genomi szakaszon.

2.2 Egyedi sejt izolacios rendszer fejlesztése

Az ismertetett id6szakban inkdbb a mintavételt kovetd bioldgiai vizsgédlatokra, azok bioinfor-

matikai kiértékelésére koncentrdltam. A korabbi beszdmoldoban emlitett €s roviden ismertetett

rendszer alapjai azonban dtgondoldsra keriilnek, igy az elkdvetkezendd félévben ennek tudoményos
hatterére koncentrdlok majd, illetve tervben van egy deszkamodell feléllitadsa az dtgondolt koncep-

cif tesztelése és validdldsa kapcsdn.

3 Tanulmanyi tevékenység az aktualis félévben

A félév sordn az alabbi targyakat végeztem el:
* Sejtmozgas molekuléris és biofizikai mechanizmusai (FIZ/3/071E)
* Biostatisztika (Semmelweis Egyetem)

e Grafok a bioinformatikaban (FIZ/3/063E)



4 Konferenciak az aktualis félévben

Ebben a félévben 2023. mdjus 17. és 19. kozott részt vettem a Nanopore London Calling 2023-as
konferencidn.
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