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1 Bevezetés

Ahogy a legtobb rik tipus esetén, ugy a vastagbél daganatok korai fazisainak mechanizmusainak
kapcsan korlatozott ismerettel rendelkeziink. A vastagbél daganatok kialakulésa is egy tobb 1€pc-
sOs folyamat, mely sordn a normadl vastagbél hdm- vagy kotészovetek neoplasztikus valtozasokon
mennek keresztiil mutacidk felhalmozddéasa mellett. A normaél vastagbél szovetek teljes genomi
szekvenalasa (WGS) betekintést nyujtott a daganatok genomszintii és klondlis evolucidjaba és
ekkor vélt ismeretessé, hogy a neoplasztikus valtozasok a szovet morfoldgiat tekintve mar a
normdl vastagbél szovetekben is megfigyelhetGek. A kiillonbozé raktipusok kutatdsa sordn al-
kalmazott szekvendlasi eljardsokkal azonositani tudtdk azokat a (driver) mutdcidkat, melyek karos
valtozasokat idéznek el6 kiillonbozd gének DNS szekvencidiban, ezzel elGsegitve a rakos sejtek
kialakuldsat, elburjanzdsat €s a daganatos megbetegedés megjelenését a szervezetben. [ 1]]

Az elmult években bdviilt a szekvendld eljardsok E] tarhaza, ezzel parhuzamosan sorra jelentek
meg az eredmények kiértékeléséhez sziikséges bioinformatikai eszkozok is. Ezek segitségével
madr nagyon alapos elemzés készithet6 DNS szekvencidk alapjan a mutaciokrol és a daganatokat
megel6z6 vagy kisérd koros jelenségekrdl. Az allitds aldtdmaszthaté azzal, hogy egy bioinfor-
matikai analizis sordn (ha kifejezetten egy szekvendlds kiértékelésére szoritkozunk) kiilonb6zo
adat- és féjltipusok szolgdlnak be- és kimenetként és ezek a fijlok tartalmazzak a szekvendldsi
nyers adatokat, a referencia genomhoz illesztett szekvenciat, a megjelend varidnsokat és azok ti-
pusait, kovetkezményeit, elhelyezkedését és egyéb relevans informacidkat.

2 Az aktualis félévben elvégzett kutatasok ismertetése

2.1 Egyedi sejt izolacios rendszer fejlesztése

Az eddig ismert és bemutatott egyedi sejtekre irdnyulé mintavételi technikdk altaldnosan nem
szoveti metszetbdl végzik az izoldciét. Azonban igény felmeriil arra vonatkozodlag, hogy egyedi
sejt méret tartomdnyban is képesek legylink szoveti mintavételt elvégezni. Ez a fajta mintavé-
tel paraffin fixalt vagy gyorsfagyasztott szovetblokkokbdl vagott metszeteket igényel, melyek
specidlis targylemezekre keriilnek felvételre. Az izolacié mddja eltérd lehet, a legtobb esetben
ez 1ézer mikrodisszekcios eljards alkalmazdsat vonja maga utdn. Az igazi kihivast ezeknek a
1ézer mikrodisszektalt mintadaraboknak a mozgatdsa jelentheti. Az elmult félévben tobbek kozott
a felvételi és lerakdsi 1épéseknél igényelt levegdaramoltatds lehetséges eszkozének €s modja-
nak kivalasztdsaval és optimalizdldsaval foglalkoztam, ezen beliil pedig az alkalmazott levegd
aramoltatd eszkdz mechanizmusainak elméleti leirdsdn és a kiilonbozé paraméterek értékeinek
kisérleti igazoldsan dolgoztam. A kutatds részét képezte tovabba a lehetséges izoldciés médok
kivélasztasa, megvalosithatosaguknak elemzése.

Mivel az elszivas egy tobbkomponenst, véltoz6 csd dtmérdket tartalmazd rendszerben valdsul
meg, annak dramldstanra alapozott tanulmanyozdsa nem egyszerii feladat a kiilonb6z6 fellépd
aramlastani profilok miatt, de sziikségszer(i az dramlasi sebességek, a fellépd nyomasesések tek-
intetében. Az dramldsi sebesség, a nyomadsesés és a térfogatdram mind meghatdrozé abbdl a
szempontbdl, hogy sikeriil-e egy adott mintit elragadnunk, megtartanunk, majd kiengedniink a

' A DNS szekvenilds egy biokémiai médszer, mely a DNS nukleotid bazisainak sorrend meghatdrozasara haszn4l-
haté.



gyljtéhelyre. A rendszerre vonatkoztatott dramldstani jelenségeket tanulmdnyoztam munkdm
sordn, 4m a kapott paramétereket sziikséges igazol6 kisérletekbdl szarmaz6 eredményekkel is
aldtdmasztani. Az emlitett mérések egy részének végrehajtasa és az eredmények kiértékelése és
az elméleti megkozelitésbol kapott adatokkal valé 6sszehasonlitisa még folyamatban van.

2.2 CRC-NAT mintaparok szekvenalasa, bioinformatikai Kiértékelése

A féléves munkdm madsik részét a vastagbélszovetekbdl szdrmazé CRC (tumoros) és NAT (tumor
melletti egészséges) eredetli mintaparok szekvendldsi adatainak kiértékelése képezte. A hasznalt
szekvenator az Oxford Nanopore Technologies PromethION tipusi modellje volt. A szekvena-
torbdl szarmaz6 kimeneti adatok dramstriiségek, melyek fiiggenek a nanopdérusok nagysagatol
és abban taldlhat6 DNS/RNS 0Osszetételétdl, ezeken elsd 1épésként bazisazonositast sziikséges
elvégezni. A bézisazonositds sordn az elektromos jelet a DNS/RNS bézisaivd, mdsnéven nuk-
leotidaivé konvertaljuk. A bazisazonositdssal pirhuzamosan vagy azutdn megtorténhet a szekven-
cidk referencia genomhoz valé illesztése. A kapott adatok sorbarendezése, indexelése és egy
egésszé vald egyesitése utdn nyerhetéek ki kiillonbozé alapstatisztikdk (pl. ATGC mennyiség,
metildcidk kimutatdsa, dtlagos read hosszak stb.) Ezt koveti dltaldban a varidnsazonositds, melynek
eredményei alapjan akér génekre, kromoszomdkra sziikitve dsszefoglalhat6ak a meglévé mutdcidk
tulajdonsdgai. Az adatok feldolgozasat €s kiértékelését kiillonbdz6 bioinformatikai programokkal
és Python programnyelv haszndlataval végeztem.

A CRC-NAT parok altalanos szekvendldsan feliil egy mintapart adaptiv szekvendlasi eljardssal is
elemeztiink. Az adaptiv szekvendlas 1ényege, hogy nem a teljes genomrdl gytjtiink informéciot,
csupdn az annak 1-2%-4t kitevd kodolo régiokrol. Ez azt jelenti, hogy adott bazishosszusag atvizs-
galdsa utdn amennyiben arra nem igazak az adaptiv szekvendlds kovetelményei, az dtugrasra keriil
és csak a kodolo régiok keriilnek szekvendlasra, ez pedig egyfajta disuldst eredményez kitiintetett
régiok esetén. Ez kifejezetten hasznos a ritka mutdciok detektdldsa kapcsdn. Az adaptiv és normél
szekvendlas eredményei Osszehasonlitdsra keriilnek.

Egyeldre kevés irodalom sziiletett a vastagbél szovetbdl szirmazé CRC-NAT parok szekvenaldsa
és az adatok kiértékelése kapcsan, legalabb is az dltalunk haszndlt Nanopore szekvendétort illetGen.
Az eredmények alapjan betekintést kaphatunk a daganatok korai és/vagy késébbi fazisdnak mech-
anizmusaiba, réldtdsunk lehet a DNS tulajdonsédgaira, sériiléseire és ezdltal a célzott terapidk uj
potencidlis célpontokkal bdviilhetnek.

3 Tanulmanyi tevékenység az aktualis félévben

A félév sordn az alabbi targyakat végeztem el:
* Adatmodellek és adatbazisok a tudomanyban (FIZ/3/086)
* Bioinformatika (Semmelweis Egyetem, DI0O085-KV)

» Evolucios jatékelmélet (FIZ/3/059E)



4 Konferenciak az aktualis félévben

Ebben a félévben 2022. december 5. és 7. kozott részt vettem a hibrid formaban megrendezett
Nanopore Community Meeting 2022 konferencidjan.
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