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1. Bevezetés, visszatekintés az el6zo félévi tevékenységre

Ahogy egyéb rosszindulatud elvéltozasok kapcsan ismeretes, Ugy a vastagbél daganatok kialakuldsa
is egy tobb 1€pcsds folyamat, mely sordn a normadl vastagbél hdm- vagy kotdszovetek neoplaszti-
kus véltozdsokon mennek keresztiil mutaciok felhalmozdddsa mellett. A mutdciés mintdzatokba a
normal és tumoros vastagbél szoveti eredetli minték teljes genomi és teljes exomi szekvendldsaval
nyerhetiink betekintést. Az elmult években a szekvendlési eljardsok alkalmazdsa egyre elterjed-
tebb, mely a vonatkozd bioinformatikai mddszerek fejlddését eredményezi. Ezek kovetkezménye,
hogy az egyes daganat tipusokndl fellelhetd leggyakoribb mutdlt génekrdl és a kapcsolddo elté-
résekrdl adatbazisok késziilnek. Az adatbdzisok felhasznédldsdval detektdlhatéak és dsszehasonlit-
hat6ak adott kisérletben vizsgalt mintdk mutécids tulajdonsagai.

Az els6 éves munkdm folytatdsaként a harmadik és negyedik félévben is tumor-normél (pontosab-
ban tumor-tumor melleti normél szdvet) mintaparok, és kezelésen atesett, illetve kontroll minta
adatok szekvendldsi eredményeinek kiértékelésével foglalkoztam. Az el6készitett mintdk exo-
mi és teljes genomi szekvendldson estek at. A kiilonbozd kiértékelési szempontok alkalmazdsa
mellett bevezetésre keriilt a szekvendldsi adatok pozicid tartomanyokra sziikitett kiértékelése egy
.bed kiterjesztést f4jl alapjan, mely a vizsgdlatok szempontjdbdl kitiintetett régidk koordinétdit
tartalmazza. A mi esetiinkben a fehérje kddol6 exomi régiok adatait foglalta 6ssze. Az eddigi
vizsgélatainkat elvégeztiik egyedi sejt méretd, szoveti eredetli 1ézermikrodisszektalt mintdkra is.
Jelen beszamoléban ennek kezdeti eredményei is ismertetve lesznek.

2. Az aktualis félévben elvégzett kutatasok ismertetése

Az aktudlis kutatési félévben csoportok (CRC, CRC-NAT, CRC-AD, IBD és NEG) kozotti 0ssze-
hasonlitast végeztem Nanopore szekvenatorral, illetve a szoveti eredetl 1ézermikrodisszektalt ko-
zel egyedi sejt (CRC, CRC-NAT és NEG) mintdk vizsgdlata és kiértékelése is elkezdddott. Az
eddigi vizsgalatokhoz képest 1ényeges kiilonbség, hogy az utébb ismertetett kisérlet sordn a vizs-
gdlat tdrgyai nem vér-, hanem szoveti-metszeti eredetliek. Kovetkezményképpen a mintavétel €s
a mintael6készités is specidlis 1épéseket igényelt. A mintavételt magam, mig a szekvendl4st és az
azt megel6z0 1épéseket molekuldris bioldgus kollégak végezték.

2.1. Csoportos osszehasonlitas

Kozel 120 minta keriilt teljes genomi szekvenéldsra, melynek eszkoze a Nanopore PromethION24
rendszer volt. A vizsgdlat célja, hogy 6sszehasonlitds kapjunk az emlitett szekvenator és az Illu-
mina NextSeq 500/550 4ltal nyujtott adatokat tekintve, kiilonos figyelmet forditva az exomi ré-
gidkra. A 120 minta kisebb csoportokra oszthatd, melyek kozott CRC, CRC-NAT, AD, IBD és
NEG esetek fordultak el6. Ezek nagy része egy kordbbi tanulmény sordn atesett teljes exomi
szekvendlason is, az I[llumina NextSeq 500/550 rendszeren. [1]] Az 6sszevetés célja, hogy olyan
CRC specifikus onkoldgiai profilt alkothassunk azokat a varidnsokat is tartalmazva, melyeket az
Illumina nem, de a Nanopore képes detektalni. Emellett szeretnénk 0sszefoglalni, hogy milyen a
rendszerek hatékonysdga, mennyire fednek at az eredményiil kapott adataik. Egyszer(ibben szol-
va: ugyanazt tudja-e az atfedd régidban a két rendszer, vagy sem.

A teljes genomi szekvendldsi adatok exomra szlkitéséhez azt a .bed f4jlt alkalmaztam, melyet a
NextSeq 500/550 rendszer is alapul vesz a szekvendlds sordn. Ez az un. sziirés egy plusz 1épést
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jelent a kiértékelés sordn, de egyben kisebb varidns adatmennyiséget jelent az dsszehasonlitdsok
terén (hiszen az exom a genom kddol6 része, s annak csupédn 1%-ét teszi ki). A kiértékelés mene-
te a kovetkezdk szerint tortént Nanopore szekvendlds esetén: pycoQC mindségellendrzés a nyers
adatokon, majd Dorado alapu bazishivas (a médosult bazisokat is beleértve, pl. SmC és ShmC)
+ Hg38 referencia genomra illesztés. Ezutin a samtools sort/index/merge - .bam féjlokon végzett
miiveletek végrehajtasa, a modkit methylacios vizsgalatok, végiil a EPI2ZME Labs human variation
workflow variansazonositdsa, a bcftools annotate .vct fjlok annotédldsa tortént. A .bed fajl alapu
szlirés volt a kovetkezd 1€pés. A bcftools stats statisztikai adatok kinyerése is a teljes genomi ada-
tokra tortént. Ezutdn a detektélt varidnsok 0sszehasonlitasat sajat programkdd alapjan végeztem.

Az eredmények még nincsenek publikdlva, a kdzeljovében varhaté kozlésiik tudomanyos cikk for-
mdjaban. El6zeten azt tapasztaltam, hogy a két szekvendtor exomi adatai nem fednek at teljesen.
A hosszu leolvasési hosszak eredményeképp a Nanopore médszer szdmukban és jellegiikben is
tobb varidnst vesz észre és annotdl. Erdemes leszogezni ugyan, hogy az Illumina 4ltal tallt varia-
ciok nagy részét a Nanopore is megtaldlja, &mbar vannak olyan egyediek is - még ha kis szdmban
is -, melyek csak az [llumina révid hosszak esetén jelent meg. A tanulmdny idével kiterjeszthetd
(beteg)csoport specifikus eredmények kozlésére is.

2.2. Egyedi sejt mintak

Lézermikrodisszektalt szoveti eredetli egyedi sejt mintdkon is sikeresen elvégzésre keriilt egy tel-
jes exomi szekvendlds az Illumina NextSeq500/550 rendszerén. CRC, CRC-NAT és NEG vastag-
bél metszetekrdl keriiltek 30 és 40 pm atmérdjd, kor alakd darabok kivdgdsra. A vagds elott és
utdn a lemezek szkennelve lettek, mely fontos a vizsgélatokat kovetd lokdlis eltéréseket listazo

vizualizacios 1€pés szempontjabol.

12-12 kiilonbozd teriiletrdl, 1 vagy 2 darab kort vagtam ki, majd kollégak segitségével az amplifi-
kacios 1€péseket kovetden megtortént maga a DNS szekvendlds. A kiértékelést mindségellendrzd
1épések kozbeiktatdsaval a [llumina BaseSpace feliileten fellelheté Dragen (germline és somatic
pipeline) csomagok haszndlatdval végeztem. Ezutdn az eredmények vizsgélata és értelmezése al-
talam irt és mar meglévd, szabad felhasznaldsu programokkal tortént.

A mintdkban fellelhetd 6sszes varidns mellett az ATGC adatbazis CRC specifikus top 60 génmu-
taciojat, illetve kozel 15, a nem hipermutélt tumorokra jellemzd pl. (APC, KRAS, TP53, PIK3CA,
SOX9) géneken tapasztalt elvaltozdsokat kerestem. Ezeket sikeresen, elegendGen nagy lefedett-
séggel detektdltam. Ezaltal egyfajta adatbdzis sziiletett egészséges és vastagbéldaganatos péci-
ensek mintdit tekintve, a varidnsokra specifikusan. A kovetkezd 1épésekben meghatarozhatdak a
tumorspecifikus mutaciok a NEG adatok CRC és CRC-NAT-bdl val6 kisziirésével. Annak kovet-
keztében, hogy a kisérlet a kozelmultban zajlott, az eredmények még nem teljesek, de publikéldsra
keriilnek majd, amint minden relevdns dsszehasonlitds megtortént.

2.3. Egyedi sejt izolacios rendszer fejlesztése

Az ismertetett id6szakban inkdbb a mintavételt kovetd bioldgiai vizsgilatokra, azok bioinformati-
kai kiértékelésére koncentraltam. A kordbbi beszdmoldkban emlitett és roviden ismertetett rend-
szer alapjai azonban dtgondolasra keriiltek. Ez alapjan 1j kisérleti elrendezés keriilt kialakitasra.
Az elvégzett mérések alapjin azt tapasztaltuk, hogy az egyedi sejtek manipuldcidjara alkalmas
lehet a rendszer, az dltalam ismertetett egyedi sejt szekvendlds pedig a rendszer relevancidjat ala-
tdmaszto sikeres kisérletnek tudhat6 be.



3. Tanulmanyi tevékenység az aktualis félévben

A félév sorédn az aldbbi kurzust végeztem el:

» Az érzékelés biofizikdja I1.: Bioakusztika (FIZ/3/045E)

4. Publikaciok az aktualis félévben

2024 januarjaban benyujtottam egy 0sszefoglal6 cikket a Pathology and Oncology Research lap-
hoz, mely 2024 m4jusaban jelent meg Szakdllas, N; Bartdik, BK; Valcz, G; Nagy, ZsB; Takdcs, I;
Molndr, B. Can long-read sequencing tackle the barriers, which the next-generation could not? A
review. Pathol. Oncol. Res., 16 May 2024. doi: 10.3389/pore.2024.1611676. cimmel.

5. Konferenciak az aktualis félévben

Mijusban részt vettem az Oxford Nanopore Technologies 4ltal rendezett Nanopore London Cal-
ling 2024 konferencidn; jiniusban pedig A legiijabb szekvendldsi eljdrdsok diagnosztikai alkalma-
zdsai - bioinformatikai megkozelités cimi eldadast tartottam a Magyar Gasztroenterolégus Tarsa-
sdg Nagygytlésén.
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