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2. Bevezetés

2.1. Az archaikus DNS alapvet6 tulajdonsagai és felhasznalasa

A DNS a halalt kovetden akar tobb szazezer éven keresztiil is megdrzddhet a csontokban
(Rohland et al., 2018). Az évek soran az aDNS szamos bioldgiai, fizikai, kémia valtozason
megy keresztiil. Jellemz6en 150-60 bazispar méretiinél kisebb fragmentekre toredezik (Priifer
et al., 2010), abazikus helyeket, bazis moddosulasokat, egyesszali tulnyaldo végeket és
egyesszalu toréseket tartalmaz (1. 4bra). Ezek a tulajdonsdgok és mivel nagyon kis
mennyiségben 0Orz6dik meg csontmaradvanyokban, az aDNS munkdknak specialis
kovetelményei vannak. A pre-amplifikdciés munkdlatok szigoruan steril laboratéoriumban
zajlanak (aDNS labor), ami a lehet6 legtavolabb helyezkedik el a poszt-PCR (molekularis)

labortol (Knapp et al., 2012).
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1. dabra — post-mortem (halal utan bekévetkezends) DNS degraddcio
Human szekvenciakbol igazsagiigyi, antropologiai, evolucio biologiai, kdrnyezeti €s régészeti

kérdéseket tudunk megvalaszolni (Orlando et al., 2021).

Csoves csont esetén a DNS kivonas a tomor allomanybol torténik, mivel a kollagén rostok kozé
szorult osteocytak 6rzik meg legjobban a DNS-t (2. abra). Az endogén DNS meg6rzédése a
sziklacsontban (pars petrosa) a legjobb, de a foggyokér cementum rétege (3.abra) is jo forraskét
szolgaltathat (Campos et al., Adler et al., 2011).

Zomanc

Korona

Dentin

3
£
£$
; T Fogbél
. Gircumferential Lamellae g3
Concentriclamellae  ———fm—- Haversian Ganal S |»
3
Cement Li T @
" < — tion Cavity
Osteoblast \ Qsteodlast 5
‘ X
Blood Veessel ) —\ ;g
Bone Lining Cell ~= 4 °o% ===\ )
il ——<3T8 § ¢ [ o0
0
Nudeus oo ‘o 919
Oste (1 o 9 $ 0?6 5
eocyte —__ | . 0 9 ‘ nqi §
AT b Cementum
Q
200um 0]

2. dbra — a csontszovet felépitése, az azt alkoto sejtek
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(Campos et al., 2012)
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2.2. Az aDNS konyvtarkészités és szekvenalas fobb fejlodési 1épései

A nagy atereszt0 képességii szekvenalas (high-throughput sequencing = HTS) megjelenése
elétt, maximum 1000 bazisparnyi méretii fragmentek szekvenalasara volt lehetdség a
klasszikus, Sanger szekvenalassal. Az els6 aDNS konyvtarakat ugy készitették, hogy az aDNS
fragmenteket bakteridlis plazmidokba kloénoztdk, és tobb fiiggetlen klont is megszekvenaltak
(Orlando et al., 2021). Ez a folyamat sok munkaval jart és idéigényes volt, valamint ma mar azt
is tudjuk, hogy az igy kinyert szekvenciak nagy része szennyez6 forrasbol szarmazott. (Rizzi et
al., 2012). Ezt kovetéen polimeraz lancreakcid (PCR) segitségével tortént az aDNS feldusitasa
(Rizzi et al., 2012), ez jelentdsen meggyorsitotta a munkafolyamatokat, azonban a
kontamindci6 elkeriilésére igy is nagyon nehéz, mert az amplifikdcid egyszerre indulhat a
szennyez0 ¢és az endogén forrasrdl, igy az ezzel a modszerrel kinyert informéciok jelentds
részének hitelessége megkérddjelezhetd. A HST-t megel6zden alkalmazott Sanger szekvenalas,
egyidében csupan egyetlen klonozott vagy amplifikalt fragment szekvenalasara képes. A
Sanger szekvendlds sordn a vizsgalt egyszala DNS fragmenthez hibridizalt primer
meghosszabbitdsaval a polimerdz enzim a komplementer szdlnak megfeleld fluoreszcens
szinekkel jeldlt nukleotidokat épit be. A lanc szintetizalasat mindegyik nukleotidnal random
beépiild dideoxinukleotid molekuldk szakitjdk meg, igy kiilonb6zé hosszusagu szintézis
termékek keletkeznek, melyek meghatarozott nukleotidban végzdédnek. A dideoxi molekulak
abban kiilonboznek a normal nukleotidoktdl, hogy 3’ végiikon nem rendelkeznek OH
csoporttal, igy nem képesek a kovetkezd nukleotiddal foszfodiészter kotés kialakitasara. Ezutan
a fragmenteket kapillaris elektroforézisen futtatjak, ahol egy 1ézer €és egy szenzor segitségével

leolvastak a fluoreszcens jeleket (Jeremy S., 2015).

Archaikus DNS-b6l a 2000-es évek elején az Uj generacids szekvenalas (next-generation
sequencing — tovabbiakban NGS) megjelenésével valt lehetségesé megbizhato, akar teljes
genom szekvenciak kinyerése (Orlando et al., 2021). Az NGS £6 jellemzdje, hogy a szekvenalas
magas teljesitményti, azaz kis mennyiségli ultrardvid fragmentekbdl képes tobb millio 16kusz
egyidejli szekvenalasara (Orlando et al., 2021). Erre ma mar szamos protokoll és kit all
rendelkezésiinkre. Két f6 NGS konyvtarkészitési modszer ismeretes, az egyik a kettds szala
(dsDNS), a masik pedig egyszalu (ssDNS) DNS-b6l indul ki. Laborunkban a kettés szala,
kétszeresen indexalt DNS konyvtar készitést hasznaljuk, melynek részletes leirasa a 4.6. pont
alatt olvashat6. Az aDNS szekvenalasara az [llumina termékei bizonyultak legalkalmasabbnak.

Altaldnossagban elmondhatd az NGS konyvtarakrol, hogy készitésiik soran ugynevezett



[llumina specifikus adapter szekvenciakat ligalunk a DNS fragmentekhez. A szekvenalast
mindig megeldzi egy alacsony ciklusszdmu, linedris PCR amplifikacid, mert a csekély
mennyiségli aDNS konyvtarbol egyébként nem lehet szekvendlhaté koncentraciot elérni. A
nagy kapacitasu szekvenatorokban tobb minta DNS-ét egyszerre szekvenaljuk, de mivel az
adapterek mindegyik mintéra specifikus, 4-8 nukleotid hosszusagu, ismert szekvencidju egyedi

index kombindaciokat tartalmaznak, ezek leolvasasaval az egyes mintakhoz tartozo6 szekvencidk
elkiilonithetok (Orlando et al., 2021).

2.2.1. Az Illumina szekvenalas

Ez a technolédgia egy ciklus alatt tobb millid parhuzamos, egyenként 75-300 bazis par (bp)
méretli fragment szekvencidjanak lelolvasasara képes. A rendszerbe épitett nagy felbontasu
kamera minden ciklusban lefotdzza a fluoreszcensen jelolt nukleotidok beépiilését (sequencing
by synthesis, SBS). A szekvenalo felszint flow-cellnek nevezik, ez olyan kihorgonyzott
oligonukleotidokat tartalmaz, amelyek koplementerek a konyvtarkészités soran hasznalt
adapter molekuldkkal, igy az egyszalu konyvtar DNS fragmentek véletlenszertien kikotédnek
azokhoz az egyik végiiknél. Ezt kovetden hid amplifikdci6d torténik, ami soran a kikotott
egyesszali DNS fragment mellé a polimeraz komplementer szélat szintetizal. Ezt tovabbi
lokalis amplifikacids 1épések kovetik, végiil a flowcell minden pontjan egy DNS cluster
képzddik, ahol mindegyik cluster egyetlen molekula egy helyre tomoriilt klonja (4.abra)
(Mumina Inc. 2009).
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4. dabra: hid amplifikacio folyamata: kikotés = hid amplifikacié = kettésszalu fragmentek = denaturdlas = clusterek
kialakulasa (Illumina Inc. 2009)



A szekvenalas a ciklikusok reverzibilis terminacion alapszik. Minden egyes ciklus soran a
clusterek mindegyik molekuldja egyetlen fluoreszcensen jeldlt nukleotiddal hosszabbodik.
Amikor egy jelolt nukleotid beépiil, a szintézis megall, és megtdrténik a nukleotid leolvasasa.
Ezutan a fluoreszcens molekulat és a lancterminacios csoportot lehasitjak, lemossak, majd az
egész ciklust megismétlik 70-150-szer. Mivel minden molekula clusterben van jelen, igy a
fluoreszcens jel felerdsodik, és szamitogépes segitséggel, 1ézerekkel gerjesztve detektalhatova
valik (5.abra) (Illumina Inc. 2009).
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5. abra: 1. ciklus - fluoreszcens nukleotid beépiilése =2 leolvasas =2 2. Ciklus — fluoreszcens nukleotid beépiilése = leolvasas
> ismétlédés a teljes fragment szekvencidjanak meghatdarozasdig. (Illumina Inc. 2009)

Az szekvenalési kémia alapjan harom eljarast kiilonboztetiink meg attol fliggden, hogy hany
féle fluoreszcens jelolést és képcsatornat hasznalnak ciklusonként a beépiilt nukleotid

leolvasésara (6. abra).

A négycsatornas SBS kémia egy ciklus soran négy kiilonb6z6 szinti jelolést €s négycsatornas
képet hasznal. Minden bazis (adenin=A, guanin=G, timin=T és citozin=C) eltérd szinnel jelolt,
¢és amikor egy nukleotid beépiilt, négy kiilonbozd hullamhosszusagon gerjesztve négyféle szinti
fotot készit a rendszer, majd azokat kielemezve megallapitja, hogy melyik clusterbe pontosan

melyik szinnek megfeleld nukleotid épiilt be (Illumina Inc. 2018).

A kétcsatornds SBS kémia csak kétféle festéket, pirosat és zoldet hasznal, és kétcsatornas képet
készit ciklusonként. Az egyes nukleotidok eltérd jeldlése itt ugy valdosul meg, hogy a timin z6ld
fluoroforral jel6lt, a citozin pirossal, az adenin mindkettdvel egyszerre, a guanin pedig egyikkel

sem (Illumina Inc. 2018).



Az egycsatornas SBS kémia, ami 6tv6zi a komplementer fém-oxid félvezeté (complementary
metal-oxidesemiconductor, CMOS) technologiat a szintézis alapt szekvenalassal, minden
ciklusban egyetlen fluorescens festéket és két kémiai 1épést hasznal, valamint két egymast
kovetd képet készit mindkét reakcid utdn. A timinnek allandd fluoreszcens jeldlése van, a
guanin nincs festve, az adeninnek eltavolithato jelolése van, ami csak az elsd foton latszik, a
citozin pedig egy linker csoporttal rendelkezik, ami a masodik 1épésben képes megkotni a
jelolést, igy csak a masodik foton lathato (Illumina Inc. 2018). Egycsatornas kémiat hasznalnak

jelenleg az Illumina gyarté Novaseq6000 és iSeq 100-as szekvenatorai.
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------ Intermediate chemistry step

6. dbra — négycsatornas kémia (balrdl), kétcsatornds kémia (kozépen), egycsatornas kémia (jobbrol) (Illumina Inc. 2018).



3. Célkituzeés

A kutatds célja a NGS konyvtarak mindségi becslésének kiegészitése egy 1j objektiv
mérészammal. Ennek érdekében kiilonb6z6 archaikus DNS kivonasi és konyvtarkészitési
protokollok szekvenciaadatokon torténd 0sszehasonlitasa. A kiilonb6z6 modszerekkel késziilt
aDNS kivonatok ¢és ujgeneracids szekvenald konyvtarak objektiv Osszehasonlitdsat azok
fragment eloszldsa, endogén DNS tartalma és komplexitas értéke alapjan végezziik. A
laborunkban eddig a konyvtarak jellemzésére nem hasznaltuk a Picard’s tools szoftver

komplexitas értékét ezért ennek megbizhatdsagat kisérletes alapon vizsgaltuk.

Ezek segitségével ajanlast tudunk tenni a jelenleg elérhetd legjobb aDNS extrakcios és konyvtar
készitd modszerre, tovabba arra, hogy hasznalhatd-e alacsony lefedettségli szekvenalas utan a

Picard’s tools szoftver komplexitas értéke.



4. Anyagok és modszerek
4.1. Mintavétel

A mintavétel II-1II szazadi szarmata kort csontokbodl tortént. A mintdk leléhelye a
Hodmezdvasarhelyi Fehértdo kornyéke, ahol Osszesen 22 szarmata sirt tartak fel. A mintak
meg6rzédésiiket tekintve antropologiailag jobb és rosszabb mindsitést kaptak, valamint
csontozatuk és sirmellékleteik alapjan meghataroztak a val6szinii antropoldgiai nemiiket is
(Parducz. 1946-48). A vizsgalatba harom jobb és harom rosszabb megtartasu leletet vontunk

be, amit az 1. tdblazat foglal ossze.

Minta Neve Lelohely Sirszam Lel,tarl Megorzodés Antropologiai

szam nem

Hodmezdévasarhely - . .

HVFTper3 Fehértd 3 1661 jobb N6

HVFTpers | Hodmezvisirhely -, 1662 jobb Férfi
Fehérto

HVFTperts | Hodmezbvasirhely -1 5| 9673 jobb NG
Fehérto

HVFTper2 Hodmezovasarhely - 2 1659 rosszabb N6
Fehérto

HVFTper1g | Hodmezovasirhely - || 1668 | ross7abh ?
Fehérto

HVFTper1g | Hodmezovasarhely - | 4 1676 rosszabb Férfi
Fehérto

1. Tablazat: A mintak nevei, lel6helye, antropologiai jellemzdk alapjan a megtartasa és a nemiik.

4.2. A mintak elokészitése a mintavételre

A mintékat az erre a célra kialakitott steril laborban dolgoztuk fel. A laborba valo beléptetés
soran hipoval alaposan attoroltem a csontokat, majd 2x30 percig (az els6 30 perc elteltével a
mintakat megforditottam) UV sugarzasnak vetettem ala (Fulton, 2012). A hip¢ a felszini exogén
eredetli DNS csokkentésében jatszik szerepet, azonban az UV sugarzas hozzajarul a felszin

kozeli szennyez6 DNS mennyiségének redukalasahoz is (Fulton, 2012).

4.2.1. A fogak elokészitése

A fogak esetében nem volt sziikség poritasra, mivel a foggyokér cement rétegébdl vontuk ki a
DNS-t (Harney et al., 2020). Kihtzast kovetden atmostam 6ket hipoval majd Ultra Pure vizzel,
ezutan az elszivo fiilkében hagytam 6ket megszaradni. Széaradast kovetden a fogkoronakat

parafilmmel korbetekertem, igy biztositva, hogy a DNS kivonas csak a foggyokérbdl torténjen.
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4.3. Mintavétel: a koponya és a sziklacsont feldolgozasa - poritasa

A Dbeléptetést kovetéen a koponyak vagy koponya darabok
feldolgozasa a csontporitd helyiségben tortént. Laborunkban
jellemzéen két modszert alkalmazunk a koponyabdl torténd
mintavételre, attdl fliggden, hogy milyen allapotban van az adott
minta. Mindkét esetben specialis elszivo flilke alatt dolgozunk,

illetve mindkét modszerhez Dremel 3000-es eszkozt hasznalunk,

amire gumikesztylit hizunk a keresztfert6zés elkeriilésének az
érdekében. A fiilkeket, az egyéb munkafeliileteket, illetve az 68S2es 71,0 példa a szitl a P—
hasznalt eszkdzt minden feldolgozott minta utdn DNS mentesitjiik vagdsok helyének bemutatdsdra
hipoval és 3%-os hidrogén-peroxiddal (H202), Ultra Pure vizzel atmossuk azokat, majd a
fiilkéket és az eszkdzoket 20 perces UV sugarzasnak tessziik ki. Intakt koponya esetén a Benoit
¢s tarsai (Benoit et al., 2012) altal kidolgozott modszert alkalmazzuk, ami a sziklacsont
furasaval jar. Ez a modszer nem okoz jelentGs roncsolodast a koponyan. Amennyiben a
koponya szétesett és ezaltal a sziklacsont jol hozzaférhetd, vagy ha sziklacsont letort, akkor
vagassal tisztitjuk korbe a belso fiilnek megfeleld csontrészt. Ezzel a modszerrel a maradvany
jelentdsen roncsolodik, de igy tobb és tisztabb csontport tudunk kinyerni. A vagast oldal iranyu
elszivas mellett végezziik, €s az elszivott csontpor kidobasra keriil. Vagas eldtt drotkefés fejjel
megtisztitottam a sziklacsont teljes feliiletét, ezutan a Dremel eszkdzre gyémantvagd korongot
helyeztem és a bels6 hallonyilas (porus acusticus internus) (7. abra - nyil) felett néhany mm-re
(7. abra — piros vonal) végig vagtam a csontot, majd kb. 0,5 cm-el feljebb (7. abra — kék vonal)
IS megismételtem a vagast. Ezzel egy olyan csontszeletet kapunk, melynek kozepén a
sziklacsont talalhatd. Ezt a szeletet furofejjel tovabb tisztitottam, a szivacsos allomanytol
maximalisan megfosztottam, valamint igyekeztem a kiilonféle elszinezOdéseket és egyéb
szennyezddésre utald jeleket is eltavolitani. A tisztitott sziklacsont szeletet érldmalomban
maximalis rézofrekvencian 30 masodpercig poritottam. Ezt a mddszert Gamba és tarsai

dolgoztak ki (Gamba et al., 2014).
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4.4. DNS kivonas

A szakirodalomban tébb archaikus DNS-re optimalizalt kivonasi borita
oritas

modszert is k6zoltek, és melyek mindegyike a 8. abran bemutatott
fobb 1épesekbdl all. Eldszor fel kell tarni a csont matrixot, hogy a .

Elemésztés
DNS az oldatba keriiljon. Ez két 1épésbdl all, egy eldemésztésbol
¢és az emésztésbol. Feltarast kovetoen a DNS az oldatba kertil, ezt
kovetden koto pufferrel kikotjiik a DNS-t szilika alapt matrixhoz, Emésztés — Lizis puffer

a matrixot etanolos oldattal mossuk, majd a DNS-t leoldjuk a

matrixrol. A modszerek kozotti legfébb kiilonbség abban rejlik, [ .. alapd DNS kivonds

hogy milyen szilika-alapti anyaghoz torténik a DNS kikotése U U iT
Oszlop .

Gyongy

(Orlando et al., 2021). Az egyik esetben egy szilika szuszpenziot

Sruszpenzio

hasznalunk, masik esetben gyarilag elkészitett szilika oszlopokat l

alkalmazunk. Labormunkam sordn mindkét eljarast alkalmaztam.

DNS kivonat
Laborunkban kezdetben az olcsébb szilika szuszpenzids modszert E

alkalmaztdk, de ma mar az egyszeriibben kezelhetdé MinElute
8. dbra — aDNS kivonas alapvetd
oszlopos modszert preferaljuk: nagyobb hatékonysaga, és /épései (Orlando etal, 2021)
gyorsabb eljarasmodja miatt. Azonban a szuszpenzids eljarasnak is vannak eldnyei, példaul
sokkal kisebb fragmentek megkdotésére is képes lehet. Egy harmadik elterjedt modszernél a
DNS adszorpcidja szilikdval bevont magnesgyongyokhoz torténik, azonban ezzel a technikaval

nem dolgoztam.

Osszesen harom sorozat kivondst végeztiink sziklacsontbol és két sorozatot fogakbol. A fogak
esetében kizarolag a MinElute oszlopos eljarast alkalmaztuk. Minden esetben minden kivonasi

1épést egy csontpor mentes negativ kontrollal is elvégeztiink.

4.4.1. A mintak feltarasa

Minden DNS tisztitast megel6zott egy 30 perces el6emésztés, amikor a csontport alkotd
szemcesek felszine, valamint a foggyokerek feliilete emésztddott rovid ideig, ezzel eltavolitva a
szemcsék, illetve a foggyokerek felszinén maradt esetleges szennyezddéseket. Ezt a folyamatot
minden esetben egy 72 oras emésztés kovette, ami soran a DNS kioldodik, és vizes oldatba
kertil. A felhasznalt protokollok alapjaul (Rohland & Hofreiter, 2007b) és (Gamba et al., 2014)
altal kidolgozott leirasok szolgaltak.
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4.4.1.1. A mintak feltarasa - DNS kivonas csontporbdl

MinElute-os tisztitas esetén a DNS extrakcio 200 mg csontporbol tortént, mig szilika matrixos

tisztitas esetén 260 mg csontporbol indultunk ki.

A csontport eléemésztettiik 1ml EDTA (etilén-diamin-tertaecetsav) (0,5 M) és Sul Proteinaz-K
(20mg/ml) keverékében 48°C-os razdinkubatorban 1500 rpm-es fokozaton. 30 perc inkubalast
kovetden a mintakat 1 percig 13000 rpm-en (maximalis fordulatszamon) centrifugaltuk. A
feliiluszo ledntését kovetden a leiilepedett csontporra mintanként 1,5 ml extrakcios puffert
mértlink ra. A puffert 6 minta esetében 6sszesen 8,25 ml EDTA (0,5M), 111 pl Proteindz-K
(20mg/ml), 90 pl Triton X-100 (1%) és 549 ul ddH20 alkotta. A centrifugacsovek felsd részét
parafilmmel korbetekertiik, ezzel megakadalyozva az oldat esetleges parolgasat a viszonylag
hosszl inkubacios id6 alatt. Vortexelést kdvetéen a mintakat 48°C-os razdinkubatorban 1500

rpm-es fokozaton 72 6ran at emésztettiik.

4.4.1.2. A mintak feltarasa - DNS kivonas egész fogbdl

A mar DNS kivonasra elokészitett fogakra annyi oldatot mértiink, hogy éppen ellepje a
foggyokeret. Az extrakcidés negativ kontrollt is beleszdmolva kivondsonként Osszesen hét
mintaval dolgoztunk. A mastermix 6sszesen 7 ml EDTA-t (0,5 M) és 35 ul Proteinaz-K-t (20
mg/ml) tartalmazott, ezt mértikk szét a fogakra. A mintdk 30 perces 48°C-os inkubaldsa
hibridizacids kamréban tortént. Az inkubacios 1d6 leteltével ledntottiik a fogakrol a folyadékot.
¢és extrakcios puffert mértiink szét rajuk, ami Gsszesen 6416,7 ul EDTA-t (0,5M), 86,3 ul
Proteinaz-K-t (20 mg/ml), 70 pl Triton X-100-t (1%) és 430 ul ddH20O-t tartalmazott.
Mindegyik mintara annyit mértiink, hogy a puffer csak a foggyokereket lepje el, majd
parafilmmel lezartuk a centrifuga csovek tetejét. Az emésztés ideje a fogak esetében is 72 éra
volt 48°C-on, azonban az eléemésztéshez hasonloan az inkubacio ennél a 1épésnél is a

hibridizacidos kamraban tortént.

4.4.2. DNS tisztitas

4.4.2.1. DNS tisztitas szilika matrixon

A tisztitas 1ényege, hogy a DNS-t szilika alapti matrixhoz kotjiik, ami képes megkotni akar még
az ultrarévid (>25 bp) DNS fragmenteket is (Rohland et al., 2018). Ezzel a modszerrel csak a
sziklacsontbdl vontunk ki DNS-t. A protokoll alapjaul (Rohland & Hofreiter, 2007a) leirasa
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szolgalt. Mivel a szilika szuszpenzio érzékeny a taroldsra, a kivonashoz sziikséges szilika

szuszpenzidt a kivonast megel6z6 napon készitettiik.

Szilika szuszpenzio készitése: 2.4 ¢ szilika port (Sigma, cat. no. S5631) felszuszpendaltunk 20
ml DNS mentes vizben, majd egy oran at sotétben (mivel a szilika fényérzékeny)
szobahémérsékleten tlilepedni hagytuk. Ezt kdvetden a feliiliszobol 19,5 ml-t atpipettaztunk
egy tiszta falcon csdbe, majd tovabbi 4 6ran keresztiil sotétben szobahdn iilepitettiik a mintat.
A feliilaszobol 17 ml-t lepipettaztunk, igy megszabadulva a tal nagy és a tul kicsi szemcséktol.
A maradék 2,5 ml iiledékkel dolgoztunk tovabb. 24 ul 30%-os sésavval beallitottuk a
szuszpenzid pH-at, majd 850 mikroliterenként szétmértiik a szuszpenzidt, amit a felhasznalasig

sotétben szobahdn taroltunk.

DNS szilika matrixhoz kotés: A kotdpuffer 45 ml végérfogatra késziilt, és tartalmazott 25,065g
5,83 M GuHCI-ot (guanidium-hidroklorid), 1575 pl 105mM-0s NaOAc-ot (natrium-acetat),
2115 ul 46,8% izopropanolt, 26,1 ul Tween-20-at, amit ddH>0-al felontottiink 45 ml-re. Az
emésztett mintakrol 2 percig 13000 rpm-en torténd centrifugalas kovetéen ledntésre keriilt a
feliiluszo, ezzel dolgoztunk tovabb. A feliilluszokhoz 150 ul szilika szuszpenzidt és 6-6 ml kotd
puffert adtunk. Ecetsavval beallitottuk a pH-t 4 és 6 kozé. Kb. 110 ul ecetsav hozzaadasa utan
az 6sszes minta pH-ja 5 koriili volt. A falcon csdveket parafilmmel lezartuk és 3 6ran at s6tétben
forgattuk. Ezt kovetéen 5 percig 3000-es fordulatszamon centrifugaltuk a csoveket, hogy
lelilepedjen a szilika a hozza kotédott DNS-el. Leontottiik a feliiluszot, majd tovabbi 1 ml kotd
puffert pipettaztunk a szilika iiledékre, azzal alaposan felszuszpendaltuk az iiledéket és 2 ml-es

centrifugacsovekbe vittiik at.

Mosas: 1 percig maximalis fordulatszamon (13000 rpm) centrifugaltuk a szilika szuszpenziot,
majd leontottiik a feliiluszot. A szilika tiledékhez 800 pl mosopuffert mértiink, ami ebben az
esetben 80%-o0s etanol (EtOH) volt, ebben alaposan lassan felszuszpendaltuk a feliiluszot, és
ujra 1 percig maximalis fordulatszamon centrifugaltuk a mintakat. A teljes mosasi lépést Gjra
megismételtiik, majd a moso puffer eltavolitasa utan a csoveket elfektetve a szilika iiledéket 15

percig fiilke alatt nyitott tetével szobahdmérsékleten szaritottuk.

DNS leoldas: a szaritott szilikdhoz 50 pl 50°C-ra eldmelegitett TE puffert mértiink, és alacsony
fordulatszdmon vortexeltiik, amig a szilika felszuszpendalodott. Ezt kovetéen 48°C-0s
termosztatban inkubaltuk a mintakat 10 percig tigy, hogy néhany percenként ujravortexeltiik

Oket, ezzel megakadalyozva a szilika leililepedését. Az inkubacios 1d6 leteltével 1 percig
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maximalis fordulatszamon centrifugaltuk, a DNS tartalmu feliilaszot tiszta 1,5 ml-s centrifuga
csOvekbe vittiik at, az tiledéken pedig megismételtilk a DNS leoldast. A teljes DNS tartalmu
feliilluszo térfogata Osszesen 100 ul volt, amit a teljes szilikamentesités céljabol ujra
centrifugaltunk, végiil 1,5 ml-s LoBind centrifugacsdvekbe vittiik at és -20°C-on taroltuk a

kovetkezo 1épésig.

4.4.2.2. DNS tisztitas MinElute oszlopokkal

A DNS tisztitas QIAGEN MinElute oszlopokhoz gyarilag hozzakdotott szilika matrix
segitségével tortént, melyhez a gyarilag eldallitott oldatokat hasznaltunk. Ezt a fajta kivonast
az Osszes mintabol kétszer végeztik el, egyrészt 6sszehasonlitas céljabol, masrészt hogy tobb
DNS-t kinyerjiink, a tobbféle modszerrel tervezett NGS konyvtar készitéshez. A tisztitas
QIAvac vakuumos tisztitd rendszer (a vacuum manifold) hasznalataval tortént, ami minimalis
elokésziileteket igényel. A MinElute oszlopokat a vakuumos tisztitorendszerhez steril
csatlakozok segitségével hozzakapcsoltuk, azonban az oszlopok térfogata tal kicsi a tisztitashoz
hasznalt oldatok térfogatdhoz képest, ezért az oszlopokhoz steril infuzidés harangokat

erdsitettiink parafilm segitségével.

DNS kotése az oszlopokhoz: A 72 o6ran at 48°C-on inkubalt mintdkat 1 percig 13000-€s
fordulatszamon centrifugaltuk, majd a feliiluszokat egyenként 15 ml-es feliratozott falcon
csovekbe Ontottik. A feliiliszokhoz 5x-6s mennyiségii kotd puffert (PB puffer) ontéttiink,
csontporhoz tartozo feliiliszo (1,5 ml) esetén ez 7,5 ml-t jelentett mintanként, fogak esetében
mintanként eltérd érték volt. A keveréket az elOkészitett €s vakuum rendszerre felhelyezett
infziés harangokba ontottiikk. Akkor helyeztiik az oszlopokat vakuum ala, amikor a nyomas -
900mB al4 csokkent. A mintdk atfolyasat kdvetden, az oszlopokrol levettiik a harangokat,

ratettlik a kupakokat, és a MinElute gylijtécsdvekbe helyeztiik dket.

*Megjegyzés: ezt a tisztitasi technikat a konyvtarkészitések soran is alkalmaztuk, azonban
jelentdsebb kisebb mennyiséggel dolgoztunk, igy a protokolltol eltéréen nem a vakuum

rendszert hasznaltunk, hanem centrifugaltuk a mintakat maximum fordulatszimon 1 percig.

Mosds: a mintakra 750 ul mosé puffert (PE puffer) pipettaztunk (minden esetben ezt a
mennyiséget alkalmazzuk), majd 13000 rpm-en (maximalis fordulatszamon) centrifugaltuk
Oket. Az 6sszegyiilt folyadékot kiontottiik a gytlijtocsdovekbol és tjra atcentrifugaltuk a mintakat,

ezzel teljesen eltavolitva a moso puffert, és megszaritva az oszlopokat. Ez azért fontos 1épés,
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mert a moso puffer magas koncentracidban etanolt tartalmaz és annak esetleges jelenléte

akadalyozhatja a DNS leoldodésat, valamint a késdbbi enzimatikus reakcidkat.

Leoldas: az oszlopokat tiszta centrifugacsovekbe helyeztiik, majd kozvetleniil a szilika matrixra
25 ul 50°C-ra elomelegitett elucios puffert (EB puffer) mértiink. 2 percig pihentettiik a
mintakat, hogy a puffer leoldja a DNS-t majd 1 percig maximalis fordulatszamon centrifugaltuk
azokat. Ezt kovetden megismételtem a leoldast. A leoldott DNS oldat 6ssztérfogata 50 ul volt,

melyeket a kovetkezé 1épésig 1,5 ml-s centrifugacsévekben -20°C-on taroltuk.

4.5. DNS koncentracio mérése

A DNS kivonast kdvetden nagyon fontos a mintdk DNS tartalmanak ellendrzése, mert ha a
mintdk nem tartalmaznak detektalhatdé mennyiségli DNS-t, akkor azokkal a munkéat nem
érdemes folytatni. Ha a kivonas sikeres volt, akkor a negativ kontroll nem tartalmazhat DNS-,
ami azt igazolja, hogy a munka soran nem szennyeztiik be a felhasznalt oldatokat, valamint
vélhetéen magukat a mintdkat sem. Az DNS koncentracié mérésére Qubit® Fluorometert
hasznaltunk. A mérés Iényege, hogy egy fényérzékeny fluoreszcens reagenst adunk az oldathoz,

ami a kettésszala DNS-spiralba interkalalodik, igy a miszer altal érzékelt fluorometrids jel

crer

crer

egyikében a DNS koncentracio nagyon alacsony, mig a masikban magas. MinElute oszlopokon
tisztitott mintdk esetében 1 pl, mig szilika matrixon tisztitott mintdk esetében 6 pl mintdn
végeztiik a DNS koncentraciomérést. A gyart6 altal javasolt protokollt alapjan allitottuk ssze
a mérést. El6szor a mintakbol kimértilk a fentebb emlitett 1 vagy 6 pl-es mennyiségeket
kifejezetten erre a célra hasznalt Qubit csdvekbe, valamint két kiilon csébe 10-10 ul-t a DNS
standardokbo6l. Ezutan n*199 pl Qubit puffert mértiink ki egy 15 ml-es falcon csébe, és ebbe n
* 1 ul fluoreszcens reagenst pipettaztam. Mindkét esetben n = mintak szama + 2 standard minta.
Szétmértiik a reagenst tartalmazo puffert a mintakra Gigy, hogy minden csdben a végtérfogat
200 pl legyen (= 190 pl a standard mintakra, 194-199 ul a DNS kivonatokat tartalmazé Quibit
csovekbe). A miszert beallitottuk (dsDNS, high sensitivity), kalibraltuk a standardokra,

megadtuk a DNS tartalmu mintak kiindulasi térfogatat, és megmeértiik egyesével a mintak DNS

crcr
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4.6. aDNS konyvtarkészitése uj generacios (NGS) szekvenalashoz

A kitisztitott DNS-bOl szekvenaldé konyvtarat készitettiink, melynek soran enzimatikus
folyamatok révén szekvenalasra alkalmas allapotba keriilnek a DNS darabok. A konyvtar
készités soran a DNS fragmentekhez specifikus adaptereket ligalunk. Az adapterek mintanként
eltéré rovid index (jelold) szekvencidkat tartalmaznak, melynek segitségével az egyszerre
szekvenalt nagyszamu minta kiilonvalaszthatd. Haromféle konyvtar készitési modszert
alkalmaztunk, ezek mind megegyeztek a kettds indexalas 1épéséig. Egyetlen modszernél egy
opciondlis 1épést is alkalmaztam, az Gigynevezett eldamplifikalast. A laborunkban alkalmazott
protokoll alapjat tobb k6zolt modszer képezte. A felhasznalt protokollok (Meyer & Kircher,
2010) és (Kircher, 2012) leirasain alapszanak, kiegészitve az els6 részleges UDG (Uracil-DNS
gliikozilaz) kezelés 1épést, amit (Rohland et al., 2015) alapjan végeztiink.

A konyvtarkészités minden alkalommal 18 mintaval tortént egyszerre:

e sziklacsontbdl kivont MinElute oszlopokon tisztitott DNS mintak (6 db)
e fogbol kivont MinElute oszlopokon tisztitott DNS mintak (6 db)

e sziklacsontbdl kivont szilika matrixhoz kototten tisztitott DNS mintak (6db)

4.6.1. Eléamplifikalas

Ez egy opciondlis 1épés, melynek sordn a konyvtar molekuldkat még az indexalast megelézden
egy alacsony ciklusszamu PCR reakcioval felsokszororozzuk, hogy elegendé mennyiség
maradjon az esetleges késobbi vizsgalatokhoz. A reakcidoban univerzalis primereket
hasznalunk, amelyek az adapterekhez kotddnek, valamint olyan polimeraz enzimet, ami képes
atirni a molekulakban bennmaradt uracilokat is. Ezt a 1épést csupan a Kappa Hifi enzimmel

készitétt konyvtaraknal alkalmaztuk.

A reakcioelegy mintanként tartalmazott 15 pl ddH20-t, 15 ul GoTagq puffert (5x), 7,5 ul MgCl.-
ot (25 mM-os), 7,5 ul dNTP mixet (deoxynucleotide mix (dATP, dCTP, dGTP és dTT))
(egyenként 2.5 mM-0s), 3,75 ul BSA-t (Bovine serum albumin) (10mg/ml), 0,375 ul G2GoTaq
enzimet (5U/ ul), 4,5-4,5 ul 1S7 és IS8 primereket (10 uM) és 15 ul DNS templatot, igy a
végtérfogat mintanként 75 pl volt, amit egyenld aranyban 25 mikroliterenként szétmértiink
harom PCR csébe. A beallitott PCR program a kovetkezé volt: 96°C 6 percig, 94°C 30
masodpercig, 58°C 30masodpercig, 72°C 30 masodpercig, 64°C 10percig, majd 4°C -on tartas.

A harom 30 masodperces 1épes 12 cikluson keresztiil ismétlddott. A program lejartaval, a PCR
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csovek kinyitasa el6tt a mintakat atvittilk a molekularis laborba és a munkat ott folytattuk
tovabb. Az azonos mintdkat tartalmazo csovek tartalmat egyesitettilk, majd MinElute
oszlopokon a fentebb leirtakkal azonos modon tisztitottuk a mintakat. A DNS leoldas 25 ul EB

crer

szerint.

4.6.2. Kettos indexalas

Ezen 1épés soran a DNS fragmentek mindkét végéhez olyan adaptereket kapcsolunk, amelyek
mintanként egyedi index kombinaciokat tartalmaznak. Az indexek specifikus 4-8 nukleotid
hosszsagu egyedi, ismert szekvencidk, altaluk képesek vagyunk azonositani s szétvalasztani
szekvenalas sordn az egy egyedhez tartozo DNS szekvencia olvasatokat. Az rendelkezéslinkre
allo indexek kombindldsa tetszdleges, a 1ényeg, hogy a szekvendlandé mintdk mindegyike
egyedi indexkombinacidval rendelkezzen. Az indexet tartalmaz6 adaptereket PCR reakcioval

vissziik fel a molekulak végeire (Orlando et al., 2021).
A) Kettos indexalas Accuprime Pfx Supermix-szel:

Ezen enzim hasznélatakor nem alkalmazunk eléamplifikalast, az adapter feltoltés utan
kozvetleniil indexaltuk a konyvtarat. Ennek eldnye, hogy egy PCR reakcidban amplifikaljuk a

DNS molekulédkat és kiilonb6z6 index-el jeldljiik.

A reakcidelegy mintanként tartalmazott 58,5 pl Accuprime Pfx Supermixet, 3 ul BSA-t (10
mg/ul), 1,5 — 1,5 ul P5 és P7 indexet (primert) és 10,5 pul DNS templatot. Mintanként a
végtérfogat 75 pl volt, ezt egyenld aranyban harom PCR cs6be szétmértiik és ugy helyeztiik be
a PCR gépbe. A PCR bedllitasa a kovetkezo volt: 95°C 5 percig, 95°C 15 masodpercig, 60°C
30 masodpercig, 68°C 30 masodpercig, 68°C 5 percig, majd 4°C-on tartas. A 15-30
masodperces 1épések 12 cikluson at ismétlédtek. A program lejartaval egyesitettiik az azonos
index kombinacidval rendelkezd 3 reakciot, majd MinElute oszlopokon tisztitottam azokat a
fentebb leirt protokoll alapjan. Az elucié 20 pl EB pufferrel tortént. Megmértiik a konyvtarak

crcr

azokat.
B) Kettés indexalas G2GO Taq Polimerazzal

Eléamplifikalas ebben az esetben sem tortént, az adapter feltdltést kozvetleniil az indexalas

kovette.
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A reakcioelegy a kovetkez6 6sszetevOkbdl allt mintanként: 28,5 ul ddH-20, 20 ul GoTaq puffer
(5x), 10 ul MgClz (25 mM-0s), 10 pl ANTP mix (egyenként 2.5 mM-0s), 5 ul BSA (10mg/ml),
0,5 ul G2GoTaq enzim (5U/ pl), 6-6 ul P5 és P7 primerek (10 uM) és 14 ul DNS templat. A
végtérfogat mintanként 100 pl volt, amit 4 PCR cs6be egyenlé aranyban szétmértiik. A PCR
program a kovetkez6 volt: 96°C 6 percig, 94°C 30 masodpercig, 58°C 30 masodpercig, 72°C
30 masodpercig, 64°C 10percig, majd 4°C -on tartas. A harom 30 masodperces lépes 12
cikluson keresztiil ismétlodott. A program lejartaval az azonos mintdkat tartalmazo csovek
tartalmat egyesitettilk, majd MinElute oszlopokon a fentebb leirtakkal azonos moddon
tisztitottam a mintakat. A DNS leoldas 20 ul EB pufferrel tortént. Ezt kovetéen megmértiik a

e ey

felhasznalasig -20°C-on taroltuk azokat.

C) Kettés indexalas KAPA® HiFi HotStart ReadyMix-szel

Ebben az esetben az adapter feltoltést kovetden eléamplifikaltuk a mintakat és csak azutan
kovetkezett a mintdk indexalasa. A Kappa polimeraz nem képes atirni az uracilokat, igy csak
eléamplifikalt konyvtarhoz hasznalhat6. Emellett ez az enzim enyhe nukleaz aktivitassal is
rendelkezik, igy magas templat és primer koncentraciot igényel. Minden mintdbdl azonos
mennyiségli, 50 ng DNS templatot amlifikdltunk. Az el6amplifikdlds sordn mért
koncentraciokbol kiszamolhato, hogy melyik mintdbol hany mikroliterre van sziikség az 50 ng-

os mennyiség elérésének céljabol, ezt a mennyiséget X-el jelolom.

A reakcidelegy mintanként 50 pl végtérfogatt és a kovetkezoket tartalmazta: X ul DNS templat
(50 ng), 15-X pl ddH20, 25 pul KAPA® HiFi HotStart ReadyMix (2X), ami tartalmazza az
enzimet is, 5-5 pl P5 és P7 indexek. A PCR program a kovetkez6: 98°C 3 percig, 98°C 20
masodpercig, 66°C 10 masodpercig, 72°C 15 masodpercig, majd 77°C tovabbi 30 masodpercig.
A 20-10-15 masodperces l1épések 5 cikluson at ismétlddtek. A program befejeztével a mintakat
a fentebb leirtak szerint MinElute oszlopokon tisztitottuk, és 20 ul EB pufferrel elualtuk a DNS-

crcr

20°C-on taroltuk 6ket.

4.7. Szekvenalas

Laborunkban az 0sszes mintat a harmadik generacios Illumina iSeq 100 szekvenatorral

szekvenaltuk, ami egycsatornés kémidval dolgozik. Alacsony readszamu (mintanként ~100,000
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pair end read) shotgun szekvenalast végeztiink, ami altal informaciét kaptunk tobbek kozott a
mintak endogén és exogén DNS tartalmardl, valamint az egykori személy genetikai nemét is
megbecsiiltik. A shotgun szekvenalési stratégia lényege, hogy véletlenszerli, nagy szamu
genomdarabokat szekvenalunk, majd azokat a referencia genomhoz illesztjiik (Motahari et al.,

2013).

Az endogén DNS tartalom meghatarozasahoz az 6sszes kinyert szekvencia darabot a huméan
referencia genomra illesztjiik, igy az illeszthetd szekvencidk ardnya adja az endogén human

DNS aranyt, mig a nem illeszthetd szekvencidk kiilsd, exogén szennyezd forrasbol szarmaznak.

Minden minta esetében a legmagasabb endogén tartalommal birét tovabb kiildtiik alacsony

lefedettségli teljes genomszekvenalasra is, amit a NovaSeq6000 eszkozzel végeztiink.

4.7.1. Atlagos fragmentméret meghatirozas

Az elkésziilt konyvtarak fragment méret eloszldsdnak meghatdrozédsa - azaz mindségiik
ellendrzése - elengedhetetlen fontossagl, mieldtt a konyvtarakat megszekvenaljuk. Ennek
mérésére az Aligent Tapestation 4200-as eszkozt hasznaljuk, ami magas érzékenységii DNS
Screen Tape (mikro gélelektroforézis) segitségével képes ezen informaciok meghatarozasara.
A konyvtarak mindéségellendrzésén feliil a fontossaga abban rejlik, hogy ha meghatarozzuk a
DNS fragmentek méret eloszlasat egy mintaban, akkor az alapjan megbecsiilhetd a minta DNS
tartalma nM-ban, ami alapjan kikalkulalhaté az az olvasat szam amit a mintabdl szeretnénk

kapni a szekvenalas soran.

A mar Qubittal lemért, ismert koncentracioju DNS konyvtarakbol 1 pl -t 10, 100 vagy 1000-
szeresre higitottuk, hogy a benniik 1év6 DNS koncentracioja 10-1000 pg/ul legyen. Ezutan a
higitott mintakbol 2-2 ul-t atvittiink a miiszerrel kompatibilis plate-be, melyekbe mar ki volt
mérve 2-2 pl fluoreszcens puffer. 1 percig 2000 rpm-en vortexeltiik a mintakat, majd a gépbe
helyezve az 6nalldan elvégezte a futtatast, majd az egyes konyvtarak fragment eloszlasanak a

meghatarozasat.

4.7.2. Shotgun szekvenalas

Felhasznalt kit: A szekvenalashoz az [llumina cég altal gyartott kit-et, az iSeq 1000 i1 Reagent
v2 Single csomagot hasznaltuk, ami egy futashoz sziikséges reagensekkel mar elére megtoltott
patront (cartridge-et) és egy flow cell-t tartalmazott. A flow cellt 4°C-on, a cartridge-et -20°C-

on taroltuk, a felhasznalast megel6z6 napon tettiik szobahdre dket, ahol egy napig allni hagytuk.
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Mintak elokészitése a szekvenalasra: El0szor a mintadkat a Qubit koncentracio és a Tapestation

altal meghatarozott fragment eloszlas alapjan 1 nM-osra higitottuk. Ennek érdekében a

c sy

s

Ezutan mindegyik mintabol 10-10 ul-t kivettiink és 6sszemértiik 6ket egyetlen mikrocentrifuga
csOben, €s alapos vortexelést kovetden tovabb higitottuk 84 ul ddH20 és 16 ul konyvtar keverék

aranyban. Az igy kihigitott mixb6l 20 pl keriilt szekvenalasra.

A szekvenator bedllitasa: A gépben a kovetkezd paramétereket programoztuk: generate fastq
modul = index reads:2, paired-end reads, read hossz:151, libary preparation kit: custom. Egy
ciklus alatt 150 nukleotid leolvasasa tortént, a futas alatt ez Gsszesen 8 millid paired-end

olvasatot jelent.

A kinyert nyers szekvenciak feldolgozasat bioinformatikus végezte, aki a Cut Adapt szoftvert
hasznalva a szekvenciakrol levagta megmaradt adapter részeket (Martin, 2011.), majd a
szekvencia olvasatokat a human referencia genomra illesztette a Burrows-Wheeler Aligner
programot hasznalva (Li & Durbin, 2009). Ebbdl kiszamitotta a mintank endogén DNS
tartalmat. A PCR duplikdtumok eltavolitasahoz és a tovabbi adatok kinyeréséhez, mint a
konyvtar komplexitas becsléséhez a Picard’s Tools programot hasznalta (Broad Institute,
2016).

4.7.3. NGS konyvtar komplexitas becslése Picard’s Tools programmal

A Picard’s Tools programmal lehetdség nyilik egy olyan mindségi mérdészam megadasara, ami
a konyvtar egyedi molekulainak a szamat, azaz a konyvtar komplexitasat becsiili meg (Broad
Institute, 2016). A PCR-, és optikai duplikatumok miatt ez egy igen hasznos mérészam lehet,

hisz hidba a tobb molekula, ha azok csupan egymas mésolatai.

A becslés az olvasat parok szekvencidja alapjan torténik. A rossz minéségii-, valamint a nem
parosodott olvasatok kisziirésre keriilnek, a program azokat nem veszi figyelembe. A
molekuldkat akkor tekinti duplikdtumnak, ha legfeljebb 3% az eltérés kozottiik. Ezutan az
eredmény pontositasa érdekében az adatok tovabbi sziirokon mennek keresztiil (Broad Institute,
2016).

A szamitas alapja a Lander-Waterman-egyenlet: C/X =1 —exp (-N/X)
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X = a konyvtarban 1évé egyedi molekuldk szama, N = Osszes read szam csokkentve az
optikaiduplikdtumok szaméaval, C = az egyedi vizsgalt read szam (a read parokban megfigyelt

egyedi fragmentumok szama csokkentve a PCR és optikai duplikatumok szamaval)

A program az X értéket hatdrozza meg, azaz a konyvtarban 1évd egyedi molekuldk szamat

becstili meg.

Ezt egy tigy teszi az algoritmus, hogy egy fiiggvény segitségével keresi azt az r faktort (m,M)
egy intervallumban (ahol m=1 az elején és M-re igaz, hogy M*C > X), amivel ha megszorozzuk
C-t megkapjuk a valos X-et. Az r-t ugy becsiili, hogy 1<r <M, amivel veszi az m és M range

kozépértékét, ahol r = (m+M)/2.

Azaz feltételezi, hogy X = r*C és kiszamolja a C/X — 1 + EXP(-N/X) képlet értékét.

Amennyiben ez = 0, akkor pont megkaptuk azt az r értéket, amivel C-t megszorozva megkapjuk
X-et. Ha ez nagyobb nulla akkor tudjuk hogy az r az kisebb mint a jo faktor, igy a valos értéke
r és M kozott van (r, M), azaz ilyenkor az also limitet (m) noveljiik m=r, majd Gjra szamoljuk r
=(m+M)/2-t, ha kisebb mint nulla akkor tudjuk, hogy az r az nagyobb mint a jo faktor, igy a
valds értéke (m, r) rangeban van, ilyenkor a felsdé limitet (M) csdkkentjiikk, M=r, majd Gjra

szamoljuk az r=(m+M)/2-t.

Ezt 40 iteracioban kozelitjiik, és a végén az algoritmus visszaadja a C*(m+M)/2-6t mint a

legjobb értéket amire igaz, hogy C/X - 1 + EXP (-N/X) ~ 0.
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5. Eredmények és értékelésiik

Osszesen 6 egyénbdl szarmazo mintaval dolgoztunk. Mind a hat egyén sziklacsontjat sikeresen
poritottuk, illetve minden egyénbdl a rendelkezésiinkre allt fog minta is. A DNS kivonas
minden esetben sikeresnek bizonyult a poritott sziklacsontokbol MinElute oszlopokhoz és
szilika matrixhoz kotott modszerrel is, valamint a fogakbol végzett extrakcio is sikeriilt. A
negativ kontrollok egyike sem tartalmazott DNS-t. Az NGS konyvtarkészités az dsszesen 18
DNS extraktumbol mintanként 3-3 enzimet alkalmazva szintén sikeres volt, igy 3x18= 54
aDNS konyvtar keriilt részleges shotgun szekvenalasra, majd egyénenként a legmagasabb

endogén DNS tartalommal birok (= 6 DNS konyvtar) teljes genomszekvendlasara is sor kertilt.

5.1. DNS kivonasi modszerek és forrasok osszehasonlitasa
A 2. tablazatban lathaté a mintdk DNS koncentracidja. Sziklacsontbol MinElute oszlopon
tisztitva kétszer vontunk ki DNS-t (sziklacsont A ¢és sziklacsont B). A koncentracid

kiilonbségek ezek esetében addodhatnak az elicios 1€pésbol.

DNS koncentracié ng/pl
MinElute Szilika
Minta: _ Megédrzédés:
Ujraemésztett | sziklacsont | sziklacsont
fog sziklacsont
fog A B

HVFTper3 0,112 0,118 0,714 1,05 0,198 jo
HVFTperd 0,156 1,15 0,64 0,638 0,417 jo
HVFTperl5 0,41 0,368 1 0,61 0,0963 jo
HVFTper2 0,35 0,492 14 16,6 2,97 rossz
HVFTper10 2,08 0,42 0,922 0,668 0,64 rossz
HVFTperl9 0,244 0,458 0,496 0,33 0,229 rossz

2. Tabldzat — a mintdk DNS koncentrdcidja, és antropoldgiailag megdllapitott megdrzédése

Lathato, hogy az antropoldgiailag megéllapitott jobb és rosszabb megdrz6désii mintdk DNS
koncentracioja nem mutat szignifikdns kiilonbséget. Ennek az a legvaldsziniibb magyarazata,
hogy a rossz megérzédésii mintak hasonld, vagy akar magasabb DNS tartalma jorészt exogén
eredetli. A tdblazatban feltiintetett koncentraci6 értékek csupéan informativ jellegiiek a kivonas

sikerességérol, analizisre nem felhasznélhatok.
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5.2. Az NGS konyvtar készitési modszerek 6sszehasonlitasa
A kisérlet soran azt vizsgaltuk, hogy konyvtar készités soran mely enzimek a leghatékonyabbak
a kiilonb6zo forrasbol szarmazo, kiillonbozé modszerrel tisztitott DNS mintak esetében. A
kiilonb6z6 modszerek kombindacidit a 3. tablazat foglalja 6ssze, a tovabbiakban ezek a jeldlések

lesznek hasznélatosak. A mért értékek a 9.1. mellékletben megtalalhatok.

Konyvtar jelolése | DNS forrasa DNS kivonas Konyvtarkészitéshez hasznalt enzim

A Fog MinElute oszlop Kappa Hifi (+preamplifikacio)

B Fog MinElute oszlop Accuprime Pfx. Supermix

C Fog MinElute oszlop G2Go Taq polimeraz

D Sziklacsont | MinElute oszlop G2Go Taq polimeraz

E Sziklacsont | MinElute oszlop Accuprime Pfx. Supermix
Sziklacsont Szilika matrix G2Go Taq polimeraz

H Sziklacsont Szilika matrix Accuprime Pfx. Supermix

[ Sziklacsont Szilika matrix Kappa Hifi (+preamplifikacio)

3. Tablazat: a kiilonbozd forrasbol, kiilonbozé DNS kivonasi modszerrel kivont és kiilonbozé enzimmel készitett aDNS
konyvtarak kombindcioi és azok jelolése

A 9. dbra 9sszehasonlitja a kiilonb6zd modszer kombinacidkkal készitett konyvtarak endogén
DNS tartalmat. Ot konyvtar igazolja azt a szakirodalombol ismert tényt, miszerint a sziklacsont
endogén DNS hozama az esetek nagy részében jelentésen jobb a fogakénal. A HVFTper3
mintara nem érvényesiil ez az allitds, mivel ezesetben a sziklacsontot megkozelité endogén

DNS hozamot kaptunk. Megfigyelhet6 az is, hogy a sziklacsont esetében bar nincs jelentds

HVFTper3 HVFTper4d HVFTperl5 HVFTper2 HVFTper10 HVFTperl9
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9. abra: Az NGS aDNS kényvtarak szazalékos endogén DNS tartama
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kiilonbség az eredmények tekintetében, mégis az | konyvtarak, azaz a sziklacsontbol kivont,
MinElute oszlopokon tisztitott, G2GoTaq polimerazzal eldamplifikalt, majd Kappa Hifi
enzimmel indexalt konyvtarak, majdnem minden esetben minimalisan, de jobb eredményt
mutatnak az endogén DNS hozam tekintetében a tobbi moddszerrel szemben. Ez egy
klasszikusan alkalmazott modszer archaikus mintak esetén, azonban ez a méodszerkombinaciod

a legidd-, illetve munkaigényesebb.

Tovabba ezen mintdk eredményei alapjan, a harom antropologiailag rosszabb megtartdsunak
mindsitett minta (HVFTper2, HVFTper10, HVFTper19) koziil, csupan egyetlen esetben, a
HVFTper2-nél figyelheté meg szignifikdns kiilonbség az antropologiailag jobb megtartasa
mintak endogén DNS tartalmahoz képest. Emiatt 6sszességben ezen mintak informécioi alapjan
nem lehet szignifikans kiilonbséget tenni, az antropoldgiailag megallapitott jobb és rosszabb
meglrzédésti mintdk endogén DNS tartalma kozott, ebbdl addédéan megéri minden
rendelkezésre all6 koponyabol DNS mintdt venni, még akkor is, ha a csont rossz

megOrzédéstinek mutatkozik.

5.3. Teljes genomszekvenalas
A teljes genomszekvenalésra kikiildott mintak kivalasztasa minden esetben egyetlen paraméter,
a kényvtarak endogén DNS tartama alapjéan tortént. Ot minta esetében az | konyvtarak keriiltek
kikiildésre. Kizarolag a HVFTper10 minta esetében a *D’ konyvtar készitési modszerd keriilt

teljes genomszekvenalasra.
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10. dbra: a részleges-, és teljes genomszekvendlds szdazalékos endogén DNS hozamanak dsszehasonlitasa
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A 10. abran 6sszehasonlitottuk a mintak részleges genomszekvenalasa sordn nyert endogén
DNS hozam és a teljes genomszekvenalasa soran kapott eredményekkel (az értékek a 9.1. és
9.2. mellékletben megtalalhatok) ardnyat. Az Osszehasonlitds soran a shotgun szekvenalds
eredményeit tekintettiik 100%-nak és ahhoz képest vizsgaltuk meg, hogy annak mekkora részét
teszik ki a teljes genomszekvenalas eredményei. Kivétel nélkiil minden esetben azt lathatjuk,
hogy alacsony readszamu shotgun szekvenalas tilbecsiili a minta endogén DNS tartalmat,
mivel teljes genomszekvenalas esetén alacsonyabb az endogén DNS érteket kaptunk. A legtobb
esetben ez az eltérés 5% ¢€s 17% kozotti, azonban a HVFTper2 minta esetében az érték 32,7%.
Ezen kiugréan magas érték miatt megvizsgaltuk a minta mas paramétereit is, amik a 9.1.
mellékletben is fel vannak tiintetve. A HVFTper2 minta shotgun szekvenalas soran kapott
endogén DNS tartalma jelentésen alacsonyabb volt a tobbihez képest, ezt mar a 9. abra is

tiikkrozte. Ezen értékeket megvizsgaltuk a konyvtarak becsiilt komplexitasanak a fliggvényében

(11.abra).

Mivel csupan az endogén DNS hozamot vettiik figyelembe a minta kivalasztasa soran, igy a
legmagasabb endogén DNS tartalommal biré konyvtar keriilt teljes genomszekvenalasra, tehat
az | konyvtar. A 11. dbrat megfigyelve lathatjuk, hogy az G konyvtar, endogén DNS tartalma
csupan kevéssel marad le, azonban a konyvtar becsiilt komplexitasa kozel a duplaja, igy
érdemes lehet ezt a mérdszamot is figyelembe venni archaikus mintdk teljes genom

szekvenalasa elott.
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11. abra— A HVFTper2 minta endogén DNS hozama a kényvtarak becsiilt komplexitasanak a fiiggvényében
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5.4. Fragment eloszlas

A Tape Station adatokbol megtudtuk a konyvtarak fragment eloszlasat. A felhasznalt
informaciok a 9.1. mellékletben megtalalhatok. A 12. abran lathaté a MinElute oszlopokon
tisztitott fog mintdk, a MinElute oszlopokon tisztitott sziklacsont por mintak és a szilika
matrixhoz kototten tisztitott sziklacsontpor mintak fragment eloszladsanak 6sszehasonlitasa. A
MinElute oszlopokon tisztitott sziklacsontpor mintak atlag fragment mérete (>190) a magasabb,
mint a szilika matrixon tisztitott mintaké (<185). Ez azt tamasztja ala, hogy valoban igaz a
szakirodalmakbdl ismert informacid, miszerint a szilika matrix kisebb méretii fragmenteket

képes megkdtni mint a MinElute oszlopok.

M Fog (MinElute) [ Sziklacsont (MinElute) [ Sziklacsont (szilika)

235
225
215
205

195

185

Fragmenteloszlas (bazispar)

==

175

165

12. abra - NGS kényvtarak fragment eloszlasanak abrdzolasa forras és DNS kivonds szerint (balrél — Minelute oszlopon
tisztitott fog mintdak, kézépen - MineElute oszlopon tisztitott sziklacsontpor mintdk, jobbrol szilika mdtrixon tisztitott
sziklacsontpor mintak)
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6. Osszefoglalas

Szakdolgozati munkdm sordn harom-harom antropologiailag jobb és rosszabb megtartastinak
mindsitett leletbdl vettem fog €s sziklacsontpor mintat, majd kiilénb6zé DNS kivonasi és NGS

konyvtarkészitési modszereket kombinalva megszekvenaltuk ezeket.

Minden egyes sziklacsontpor mintabol kétféle modszerrel vontam ki DNS-t - MinElute
oszlopokkal ¢€s szilika matrixhoz kototten, mig fogak esetében csupan MinElute-os extrakciot
alkalmaztam. A kivonas végére 0sszesen 18 kiilonb6z6 DNS extraktummal rendelkeztem —
leletenként harom-harommal. Mind a 18 DNS kivonatbdl harom fajta enzimet (Accuprime Pfx
Supermix, G2Go Taq polimeraz, Kappa Hifi) alkalmazva készitettem NGS konyvtarat, igy
Osszesen 54 konyvtarat készitettem, amik mind shotgun szekvenalasra keriiltek. Minden minta
esetében a legmagasabb endogén DNS tartalommal rendelkezét konyvtarat teljes

genomszekvenalasra kiildtiik.

A shotgun szekvendlds eredményei alapjan, egy eset kivételével a fogakbol kivonhaté endogén
DNS mennyisége valoban szignifikansan alacsonyabb a sziklacsonthoz képest, ez alatdmasztja
a szakirodalmakbol ismert allitdst. Az antropoldgiailag jobb és rosszabb megtartasinak
mindsitett mintdk endogén DNS hozama kozott nem feltétleniil tehetd kiilonbség, igy minden
esetben érdemes az Osszes rendelkezésre 4ll6 mintdbol DNS kivonast végezni.
Egy eset kivételével a sziklacsontbol kivont, MinElute oszlopokon tisztitott, G2GoTaq
polimerazzal el6amplifikalt és Kappa Hifi enzimmel indexalt konyvtarak rendelkeztek a
legmagasabb endogén DNS tartalommal, igy ezek a konyvtarak keriiltek teljes genom
szekvenalasra. A HVFTperl0 esetében ugyanezen forrasbol szarmazo és modszerrel tisztitott,
de G2GoTaq polimerazzal indexalt konyvtar birt legmagasabb endogén DNS tartalommal, igy

az kertilt szekvenalasra.

Az alacsony lefedettségli teljes genomszekvenalas eredményei alapjan a mintak valos endogén
DNS tartama valamivel alacsonyabb a shotgun szekvenalasban kapott adatokhoz képest. Ot
esetben 5-17%-al becsiili tal a részleges genomszekvenalds a mintat, azonban egy esetben tobb
mint 30%-ot tévedett. Ez okot adott azon minta tovabbi paramétereinek alaposabb vizsgalatara.
Ha figyelembe vesziik a Picard’s tools altal kiszamolt konyvtarkomplexitas értékét, ami a
konyvtarban taldlhaté egyedi molekulak szaméra ad becslést, lathatjuk, hogy van olyan
konyvtar, ami endogén DNS hozama csupdn kevéssel marad le legmagasabbhoz képest,
azonban a becsiilt komplexitasa kozel a duplaja. A tobbi konyvarat megvizsgalva az adott

szempontbol szintén hasonl6 eredményt mutatnak. Ha csupan a konyvtarak becsiilt komplexitas
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értékekeit vessziik figyelembe, akkor a G2GoTaq polimerazzal indexalt konyvtarak minden
esetben komplexebbnek mutatkoznak, mint a Kappa Hifi enzimmel készitettek. Megjegyzendd,
hogy a rendelkezésre allo adatok alapjan a teljes genomszekvenalas soran becsiilt konyvarak
komplexitasa kivétel nélkiil tobb nagysagrenddel magasabb, mint annak részleges
szekvenalaskor becsiilt értéke. Mivel teljes genomszekvenalas sordn az elsédleges cél az, hogy
a lehetd legtobb egyedi endogén molekulat kapjuk, igy a mintak teljes genomszekvenalasa elott
érdemes lehet figyelembe venni azok endogén DNS tartalma mellett ezt a paramétert is. Ezen
feltételezések indokoljak a HVFTper2 G moddszerrel készilt konyvtar alacsony lefedettségli

teljes genomszekvenalasat is, amely utan kisérletesen is igazolhat6 a hipotézisiink.
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9. Mellékletek

9.1. Melléklet: az NGS konyvtarak és azok részleges genomszekvenilasa soran kinyert informaciéik

T M
DNS Eléamplifikacio Konyvtar St:t'i):n Olvasatok Humaén genomra Endogén Duplikatumok Dulikitumok Becsiilt Atlagos | Azinszertek
Minta ID Lab ID DNS forrasa DNS ki as tipusa acio ElGamplifikalas Konyvtar tipusa koncentracié koncentracié . illesztett olvasat g' nélkiili illesztett P . kényvtar inszert standard
fragment szama . DNS arany . aranya . . N
(ng/ul) (ng/ul) (ng/ul) méret szama read szam méret méret deviancidja
. Accuprime Pfx.
petrous bone MinElute column - . -
HVFTperl0 HVFTperl0acc 0,922 Supermix 55 192 189032 163510/0.865 157110/0.039 2081100|60.91 22.38
. Accuprime Pfx.
tooth MinElute column - . -
HVFTperl0 HVFTper10Facc 2,08 Supermix 29,6 193 124533 18084 0.145 175520.029 332211(68.97 29.14
. G2GO Taq
tooth MinElute column - -
HVFTper10 |HVFTperl0Fgo 2,08 polymerase 65,4 191 146455 21038/0.144 205040.025 366794 |58.41 24.61
tooth MinElute column (SLSIEL Kappa Hifi 22,4
HVFTperl0 HVFTper10Fpre 0,42 polymerase 65,2 219 94276 27760|0.294 26900(0.031 497912|79.45 30.37
. G2GO Taq
petrous bone MinElute column - -
HVFTperl0 HVFTper10go 0,922 polymerase 59,4 191 231572 203686 (0.880 196032(0.038 2557034 |51.32 19.17
petrous bone MinElute column (SLSIEL Kappa Hifi 25,8
HVFTperl0 HVFTper1Opre 0,668 polymerase 81 206 111341 95946|0.862 92530(0.036 1336086 |69.22 23.00
- Accuprime Pfx.
petrous bone Silica - . -
HVFTperl0 HVFTper10SZacc 0,64 Supermix 64,4 182 119363 99784|0.836 96778(0.030 1558742 |48.50 19.22
. G2GO Taq
petrous bone Silica - -
HVFTperl0 HVFTper10SZgo 0,64 polymerase 99,6 186 199927 167156 (0.836 161844 0.032 2501170|46.98 17.32
petrous bone Silica (SLSIEL Kappa Hifi 30,4
HVFTperl0 HVFTper10SZpre 0,64 polymerase 62,4 188 136114 115102|0.846 111258/0.033 1722691|52.04 18.43
. Accuprime Pfx.
petrous bone MinElute column - . -
HVFTperl5 HVFTperl5acc 1 Supermix 10,3 200 143260 95736|0.668 91648(0.043 1113047|67.15 26.63
. Accuprime Pfx.
tooth MinElute column - ) -
HVFTperl5 HVFTperl5Facc 0,41 Supermix 9,5 188 48541 9110(0.188 8826/0.031 152753|84.16 48.86
. G2GO Taq
tooth MinElute column - -
HVFTperl5 HVFTper15Fgo 0,41 polymerase 68,4 179 166992 25686|0.154 24712|0.038 341604 (67.62 33.73
tooth MinElute column SZLEIER Kappa Hifi 26
HVFTperl5 HVFTper15Fpre 0,368 polymerase 77,4 194 95859 19746/0.206 191040.033 304557(86.20 40.08
. G2GO Taq
petrous bone MinElute column - -
HVFTperl5 HVFTperl5go 1 polymerase 59,2 199 203877 141168|0.692 134754 0.045 1515185(59.39 23.06
petrous bone MinElute column SZLEIER Kappa Hifi 24,6
HVFTperl5 HVFTper15pre 0,61 polymerase 38,4 211 102671 68164 |0.664 65260(0.043 795606 |84.38 30.59
" Accuprime Pfx.
petrous bone Silica - . -
HVFTperl5 HVFTperl5SZacc 0,0963 Supermix 3,64 171 154752 105078/0.679 101232(0.037 133303137.65 9.73
. G2GO Taq
petrous bone Silica - -
HVFTperl5 |HVFTper15SZgo 0,0963 polymerase 15,3 177 202126 142544/0.705 137574/0.035 189574539.46 10.24
petrous bone Silica SZLEIER Kappa Hifi 6,44
HVFTperl5 HVFTper15SZpre 0,0963 polymerase 60 182 166569 132820/0.797 127182|0.042 1485737 |42.67 10.59
. Accuprime Pfx.
petrous bone MinElute column - . -
HVFTperl9 HVFTper19acc 0,496 Supermix 26,4 183 169574 134838(0.795 129866 (0.037 1728596 |59.85 21.34
. Accuprime Pfx.
tooth MinElute column - ) -
HVFTperl9 HVFTper19Facc 0,244 Supermix 16 181 123991 190/0.002 184/0.032 2177)61.21 33.23
. G2GO Taq
tooth MinElute column - -
HVFTperl9 HVFTper19Fgo 0,244 polymerase 61,8 178 155200 306/0.002 294/0.039 5500(51.73 28.04
tooth MinElute column SLEVIEL Kappa Hifi 25,6
HVFTperl9 HVFTper19Fpre 0,458 polymerase 53,4 192 102793 170{0.002 168/0.012 NA 50.52 19.74
" G2GO Taq
petrous bone MinElute column - -
HVFTperl9 HVFTper19go 0,496 polymerase 80 197 199022 164540(0.827 158440(0.037 2135199|53.47 19.46
petrous bone MinElute column SLEVIEL Kappa Hifi 28,2
HVFTperl9 HVFTper19pre 0,33 polymerase 53,2 210 158195 132514/0.838 127580(0.037 1784592 |68.87 21.21
R Accuprime Pfx.
petrous bone Silica - . -
HVFTperl9 HVFTper19SZacc 0,229 Supermix 14,7 180 199794 168748(0.845 162076 |0.040 1957739|41.50 12.61




G2GO Taq

petrous bone Silica -
HVFTperl9 HVFTper19SZgo 0,229 polymerase 71 181 170537 143222(0.840 138668/0.032 2123793|41.80 12.50
petrous bone Silica IR Kappa Hifi 18,8
HVFTperl9 HVFTper19SZpre 0,229 polymerase 66,4 185 121788 104024/0.854 100222|0.037 1344114 |45.78 12.83
. Accuprime Pfx.
petrous bone MinElute column - 3
HVFTper2 HVFTper2acc 14 Supermix 19,7 195 112821 20776/|0.184 20016/0.037 271666 (64.53 23.89
. Accuprime Pfx.
tooth MinElute column - 3
HVFTper2 HVFTper2Facc 0,35 Supermix 24 181 160395 25870/0.161 24800(0.041 314589(64.40 30.17
tooth MinElute column - SPIEEIET
HVFTper2 HVFTper2Fgo 0,35 polymerase 67,6 181 209099 31112|0.149 29948|0.037 404768 58.63 25.67
tooth MinElute column SR Kappa Hifi 30,6
HVFTper2 HVFTper2Fpre 0,492 polymerase 106 195 67845 5076/0.075 4934|0.028 93861|74.74 29.65
X G2GO Taq
petrous bone MinElute column -
HVFTper2 HVFTper2go 14 polymerase 65,2 193 145917 30906/0.212 29668|0.040 377894|55.22 20.78
petrous bone MinElute column SR Kappa Hifi 53,6
HVFTper2 HVFTper2pre 16,6 polymerase 39,6 229 91924 12600/0.137 12158)0.035 183453|73.20 25.31
- Accuprime Pfx.
petrous bone Silica - 3
HVFTper2 HVFTper2SZacc 2,97 Supermix 36 185 98882 35178/0.356 33728|0.041 397688(47.09 17.87
. G2GO Taq
petrous bone Silica -
HVFTper2 HVFTper2SZgo 2,97 polymerase 120 186 143234 55772|0.389 53766(0.036 753918(46.53 17.10
petrous bone Silica SR Kappa Hifi 26,2
HVFTper2 HVFTper2SZpre 2,97 polymerase 68,8 190 94392 39252|0.416 37568(0.043 437675|51.32 18.24
. Accuprime Pfx.
petrous bone MinElute column - )
HVFTper3 HVFTper3acc 0,714 Supermix 40,4 205 243458 195146|0.802 187572|0.039 2475181|65.52 27.02
. Accuprime Pfx.
tooth MinElute column - )
HVFTper3 HVFTper3Facc 0,112 Supermix 25,2 174 163515 125472|0.767 120614/0.039 1639685 |58.78 24.02
tooth MinElute column - ST
HVFTper3 HVFTper3Fgo 0,112 polymerase 59 190 208043 159028|0.764 152734|0.040 1886177|55.26 21.59
G2GO T
tooth MinElute column < Kappa Hifi 23
HVFTper3 HVFTper3Fpre 0,118 polymerase 72,2 209 106853 598060.560 57542|0.038 758323|70.94 27.19
" G2GO Taq
petrous bone MinElute column -
HVFTper3 HVFTper3go 0,714 polymerase 75,6 201 177620 146132|0.823 140016 0.042 1713882|60.30 24.47
G2GO T
petrous bone MinElute column < Kappa Hifi 57,8
HVFTper3 HVFTper3pre 1,05 polymerase 37,6 191 100544 79238/0.788 76364|0.036 1068353|75.46 25.60
- Accuprime Pfx.
petrous bone Silica - )
HVFTper3 HVFTper3SZacc 0,198 Supermix 11,9 184 163309 136244|0.834 1322240.030 2170062 |50.12 19.44
- G2GO Taq
petrous bone Silica -
HVFTper3 HVFTper3SZgo 0,198 polymerase 59,6 180 193658 161422|0.834 155920/0.034 2221208 |46.88 16.99
G2GO T
petrous bone Silica < Kappa Hifi 24,4
HVFTper3 HVFTper3SzZpre 0,198 polymerase 83,2 191 104140 89264|0.857 85776/0.039 1136744 |54.46 18.99
" Accuprime Pfx.
petrous bone MinElute column - )
HVFTper4 HVFTper4acc 0,64 Supermix 11,9 197 194532 141318|0.726 135676 /0.040 1766388 |64.07 24.40
tooth MinElute column - AccuprlmeA P
HVFTper4 HVFTper4Facc 0,156 Supermix 8,78 190 94768 6830/0.072 65940.035 95913 /69.87 34.00
tooth MinElute column - A
HVFTper4 HVFTper4Fgo 0,156 polymerase 31,4 188 184966 141660.077 13656 0.036 203802 |68.99 33.45
2GO T
tooth MinElute column ST Kappa Hifi 34
HVFTper4 HVFTper4Fpre 1,15 polymerase 102 197 100300 1326/0.013 1282/0.033 14125/71.13 28.93
. G2GO Taq
petrous bone MinElute column -
HVFTper4 HVFTper4go 0,64 polymerase 62,6 195 196076 147486|0.752 142166 |0.036 1977553|57.16 21.33
2GO T
petrous bone MinElute column ST Kappa Hifi 30,4
HVFTper4 HVFTper4pre 0,638 polymerase 67 209 99115 75534/0.762 72874|0.035 1103753|73.34 25.72
- Accuprime Pfx.
petrous bone Silica - )
HVFTper4 HVFTper4SZacc 0,417 Supermix 22,4 181 128253 98034|0.764 94872|0.032 1407126 |50.62 21.11
- G2GO Taq
petrous bone Silica -
HVFTper4 HVFTper4SZgo 0,417 polymerase 64 183 183370 138808|0.757 1339980.035 1982991 |46.95 17.60
2GO T
petrous bone Silica ST Kappa Hifi 24,4
HVFTper4 HVFTper4SzZpre 0,417 polymerase 96,2 191 95915 77470,0.808 74942|0.033 1077585|55.31 20.35




9.2. Melléklet: a teljes genomszekvenalas eredményei

Lab ID
HVFTper2SZpre
HVFTper3SZpre
HVFTper4dSZpre
HVFTper10go
HVFTper19SZpre
HVFTperl5SZpre

Teljes fastq olvasatok
szama
314573 230
108 095 450
64 352 889
97 492 495
114 107 892
105 831 365

Human genomra illesztett olvasat

szama

88033989
87961 863
47 862 805
73611130
85298 383
70033 973

PCR és optikai
duplikatumok szama
14 980 044
14216 591
5154 599
11 010 466
12 496 723
11 817 540

Optikai

duplikatumok
673 556
763 168
264 428
616 547
595 805
368 881

A konyvtar becsiilt

mérete

236733722
252707 962
215495111
231356 295
272 477 369
188 035 609

Atlagos genom

lefedettség
1,349676689
1,426188808
0,844056818
1,189897992
1,167664113
0,866125947

Atlag fragment

méret

57,9576
60,6725
62,0068
59,6301
50,3115
46,6531



