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REVIEW Boros Imre

UJ DNS SZEKVENALASI MODSZEREK 1.
Boros Imre
SZTE Biokémiai és Molekularis Biologiai Tanszék; SZBK Biokémiai Intézet
Szeged

borosi@bio.u-szeged.hu

Gyakran elhangz6 megallapitas, hogy valamely tudomanyteriilet vagy technolédgia
forradalmi gyorsasaggal fejlodik. Legtébbszor ez joindulatu tulzas, a nukleinsav
elsodleges szerkezetr6l szbl6 ismeretek boviilésének jellemzésékor azonban
bizonyosan nem az. DNS szekvenalasi mddszerek Uj nemzedékei jelennek meg
és rendszeresek a szenzacids hirek Uj DNS vizsgalati mddszerekrél, valamint
az alkalmazasukkal elért eredményekrél. A technika terjedésének legutdbbi,
média figyelmet (is) kapott hirei: A témeges szekvenalas bevonul a napi klinikai
gyakorlatba, miutan az FDA els6 alkalommal engedélyt adott NGS (next generation
sequencing) berendezés diagnosztikai céli alkalmazasara (2013. november).
Piacra keriil a DNS szekvenalasban ,hangsebesség hatart attéro” késziilék,
amellyel a human genomszekvencia meghatarozas ,demokratizalodik”, mert
1000 USD koéltségen megvalodsithatd (2014. januar). Sikeres prdbakisérleteket
végeznek egyetlen molekula vizsgalataval szekvenciat leolvasé késziilékkel,
amelynek fejleszt6i a masik alomhatart, az 1000 USD késziilék arat céloztak
meg (2014. februar). Egy soha nem latott iramu technikai fejlodés lIépései ezek,
aminek eredményeként az egységnyi id0 alatt nyerhetd DNS szekvencia adat
és az egységnyi adatmennyiség megszerzésének koltsége 6t nagysagrenddel
valtozott néhany év soran. Természetesen ellentétes iranyba. A fejlodés,
aminek Gteme meghaladja a komputer szamitasi kapacitasanak kétévenkénti
duplazédasat, a biokémia, elektronika, informatika, optika, nanotechnologia
és szamos mas tudomanyteriiletek kdzos gyimdélcse. Olyan gyors, hogy még
elnevezésével is elmaradasban vagyunk. Egyszer a DNS szekvenalasi mdédszerek
kovetkez0 generacidjardl beszéliink, maskor mar a DNS szekvenalasi technikak
masodik, harmadik, s6t negyedik nemzedékérol.

Az 6sszefoglaldban attekintem, hogy honnan indult és milyen iranyba fejlodik a
DNS szekvencia analizis. Személyes aprop6 az attekintéshez, hogy a 70-es évek
masodik felében kézremiikddtem, amikor az els6 hazai szekvenalasi eredmények
szllettek, a 80-as évek végén az NIH-ban koézelrdl hallottam a vitat arrol, hogy
a human genomra szant 3 milliard dollar j6 befektetés-e vagy kidobott pénz,
2013 végén pedig 6rommel asszisztalhattam NGS késziilék belizemelésénél a
vezetésemmel dolgozé munkacsoportban.

BIOKEMIA
XXXVIII. évfolyam 1. szam 2014. marcius

20



REVIEW Boros Imre

1. abra (lasd cimlap). Egy human genomszekvenalas koltségének valtozasa 1990
és 2014 kozott. A genomszekvenalas gondolata a nyolcvanas évek végén keriilt komolyan
szoba, akkor a varhaté kéltséget 3 milliard dollarra becslilték. A kéltségek csékkenése mar
a genomprojekt alatt elkezdédétt, az NGS technikak terjedésével pedig zuhanasszeriivé valt.
Varakozas szerint 2014-ben valdban teljesil az 1000 USD/genom cél.

Nukleinsavak primer szerkezetének meghatarozasardl az els6é koézlemények
az 1960-as években jelentek meg. Ma meglep6nek tlinhet, hogy el6sz6r RNS
szekvenalasban sziiletett tobb eredmény. Ezt konnyen megérthetjik, tudva, hogy
az abban az id6ben rendelkezésre allo6 mdédszerekkel kis DNS darabokat nem
lehetett reprodukalhatéan elGallitani és elkiiloniteni, ellentétben a ,kezelhet6”
méretl kisebb RNS molekulaféleségekkel. Az els6 teljes DNS genom, aminek
nukleotidsorrendjét meghataroztak, a 6X174 bakteriofdagé volt. Az 5375bp
szekvenciat Sanger és munkatarsai kozolték 1977-ben. Ez jelentés gy6zelem
volt a DNS nukleotidsorrend-meghatarozas akkor hasznalt két mddszerének
versenyében. A Maxam és Gilbert altal kidolgozott technikaval kémiai reagenseket
hasznalva hoztak létre bazisspecifikus lanctdréseket radioaktiv izotdppal jelzett
DNS fragmentumban. A mddszer fejlesztésével szamos reakciétipust hasznaltak.
K6zbs jellemzG6jik volt, hogy a bazismddositast baziseltavolitas, majd lanchasitas
kovette, és hogy a reakciot korlatozni kellett fragmentumonként egy vagy csak
néhany lanctorés elérésére. A leggyakrabban hasznalt reagensek és reakcidok
a kovetkez6k voltak: dimetilszulfat (purinok metilalasa), hidrazin (pirimidin
nukleotidok bontasa), piperidin (cukor-foszfat lanc hasitasa). A négy (rendszerint
G, A+C, T+C, C) elkillonitett reakcio termékeit 6M ureat tartalmazé akrilamid
gélen valasztottak el. A szekvenciat a gélrol készilt autoradiografiardl lehetett
leolvasni a fragmentumok elmozdulasa alapjan. A szekvenalashoz viszonylag
nagy mennyiségl (mikrogrammnyi) tisztitott, csak egyik végen radioaktiv jelet
hordozé fragmentumok mintdin kellett reakciokat végezni. Ezekben esetenként
radioaktiv mintakat kellett forré vizflirdoben tartani, beparolni, géleket beszaritani.
Réviden: ma riasztdnak hangzé manipulaciék sorozatat kellett végezni. Egy-egy
tobbnapos kisérlet eredménye néhanyszor tiz, maximum par szaz nukleotidnyi
leolvashat6 szekvencia volt.

A Sanger-féle modszer els6 valtozatat az el6bbitdl kissé korabban kdzolték. Ebben
egyes-szalu DNS templaton végeztek korlatozott lancszintézist DNS polimeraz
enzimmel. A szintézis négy mintaban folyt. A négy reakcioban mas-mas DNS-
alkotéd nukleotid el6fordulasakor torténhetett lancterminacié. A maddszer els6
valtozataban egy-egy dezoxinukleozid-trifoszfat limitalt koncentraciéban torténd
hasznalataval értek el lancterminaciét. Hamarosan tokéletesitették a modszert
és az egyes mintakba kevert 2’,3'-di-dezoxinukleozid-trifoszfat prekurzorokkal
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(ddTTP, ddCTP, ddATP, ddGTP) okoztak lancterminaciot. Amikor egy ilyen
nukleotid épil be - a normal dezoxinukleozid-trifoszfatokhoz viszonyitott
el6forduldsi aranya altal meghatarozott gyakorisaggal, a polinukleotidlancban
véletlenszer(ien helyettesiti a megfeleld nukleotidtipust -, 3'OH hianyaban
a szintézis nem folytathatd. Az el6z6hdz hasonléan ebben a modszerben is a
reakcidkat a képz6dott fragmentumok méret szerinti elvdlasztasa kovette
gélelektroforézissel, majd a gélrdl autografia készitése és a filmrél a szekvencia
leolvasasa alulrél felfelé haladva.
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2. dbra. A DNS szekvendldsi médszerek els6 nemzedékét jellemzé képek.

a, b, ¢) Autoradiogramok a h6éskorbdl (1979-1993).

a) Maxam-Gilbert modszerrel késziilt szekvenalas. C, A+C, T+C és G specifikus reakciokbol
szarmazd 2P-jelélt fragmentumok 6M urea-20% akrilamid gélen elvalasztva. A kémiai reakciok
€s a vastag gélek feloldéképességének korlatai miatt néhanyszor tiz nukleotid szekvencia
olvashatd. (Csordas-Toth Eva kisérlete).

b) Sanger-féle szekvenalds eletroforézisének autoradiogramja 1990-b8l. A fragmentumok
jelblése ebben az esetben is 32P volt, a vékonyabb gél jobb felbontast eredményezett, de a béta
bomlas nagy energidja miatt vastagok a csikok, ami korlatozza a hosszu leolvasast.

c) A kisebb energiaval bomlo S jelzés és ultravékony (0,2 mm), hitétt gélek hasznalataval a
gélelektroforézist hasznald lancterminacios modszer elérte teljesitése hatarat (1993).

d, e) Az els6 nemzedék feinltt korat jelentették a gélelektroforézist, majd kapillaris elektroforézist
hasznald szekvenalé automatak (1996 és 2004-ben ABI PRISM késziilékkel készitett
szekvenalasok). A négy eltéréen fluoreszkald lancterminatort hasznald késziilékek szolgaltattak
a referencia szekvenciak tébbsége is.

e, f) Az els6 nemzedékre jellemz6 gél- és kapillaris-elektroforézis csak korlatozottan teszi
lehetbvé a ritka szekvencia varidnsok felismerését.

A két szekvenaldsi mddszert csak rovid ideig hasznaltak egymas mellett. A
Sanger-féle technika fejlesztheté volt és hamarosan egyeduralkodova valt.
Egyszerlibb a hozza hasznalhatd templat készitése, sot ssDNS fag-vektorokat
hasznalva klonozashoz koézvetlenil izolalhaté a templat. Az oligonukleotid-
szintézis fejlodése koénnyen megvaldsithatova tette primerek szintetikus

eldallitasat. Az enzimmel végzett reakcid pedig kevesebb manipulaciot kovetelt és
megbizhatobban m(ikédott, mint a bazis-specifikus kémiai lanctérések. A Sanger
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modszer tovabbi fejlesztésének legfontosabb |épései voltak, hogy a nukleotidok
megkilonboztetésére radioaktiv jelzés helyett, amire el6bb 32P, késb6bb 3°S jelzést
alkalmaztak, fluoreszkald csoporttal jelzett prekurzorokat kezdtek hasznalni. A
fluoreszkalo jelet el6bb a primerre, majd a terminalé nukleotidokra helyezték. Az
ateresztOképesség novelésére a reakciokat és a poliakrilamid gélelektroforézist
automataval végeztették, majd a gélelektroforézist kapillaris elektroforézissel
valtottak fel. A Sanger-féle szekvenalasi mddszer elénye az is, hogy alkalmas
vektorba épitve a szekvenalandd fragmentumokat ugyanolyan (univerzalis)
primerek hasznalhatdk tetsz6leges DNS darabok nukleotidsorrendjének a
meghatarozasahoz.Ilyenesetekbenazinszercidthatarolé részekszolgalnak primer
kapcsolddasi helynek. A moédszer utolsé valtozataban a négy lancterminaciés
szintézist egy reakcibban végzik hdstabil polimerazzal, spektralisan
megkllonboztethet6en fluoreszkald di-dezoxinukleozid-trifoszfatokat hasznalva.
A nukleotid-specifikusan terminalddott termékeket kapillaris-elektroforézissel
valasztjak el és lézerrel gerjesztve azonositjak 6ket. Ezzel a DNS szekvenalas
technikaja elérte azt a szinvonalat, amivel 1997-2002 k6z6tt sikerlilt meghatarozni
a legfontosabb modellorganizmusok (éleszt6 1997, fonalféreg 1998, muslica
2000, ludfd 2000, egér 2002) és a human genom (2001) nukleotidsorrendjét. Az
automatakban végzett Sanger-féle lancterminacios szekvenalasok soran 600-
800 nukleotidos leolvasasok végezhetbk kis hibaszazalékkal. Erre a technikara,
mint els6 generacidés szekvenalasi modszer hivatkoznak. Az ezt kovetd
~hext-generation sequencing” (NGS) technikak 2005-t6l kezdtek elterjedni. A
mddszerek egy részében a Sanger-féle technika tovabb él, de vannak alapvetden
Uj megkozelitést alkalmazok is, amelyek képesek egyedi molekulak alapjan
nukleotidsorrendet meghatarozni. E technikak - amelyeket egyes 6sszefoglalok
a szekvencia-meghatarozasi modszerek harmadik és negyedik nemzedékének
emlitenek - révid ismertetése elott emlékezziink meg Sanger munkassagarol és
tekintslink vissza a DNS szekvenalas hazai kezdetére is.

Frederick Sanger kétségteleniil alegjelentdsebb hozzajarulast tette mind fehérjék,
mind nukleinsavak tekintetében az els6dleges szerkezet meghatarozasara
alkalmas méddszerek kifejlesztésében. Sanger 2013 novemberében halt meg,
92 éves koraban. Két alkalommal kapott Nobel-dijat, az egyiket a fehérje
szekvenalasi moédszer (1958, inzulin szekvencia), a masikat a lancterminacioés
DNS szekvenalasi modszer kifejlesztésért (1980).

Magyarorszagon in vitro DNS rekombinacidés kisérleteket el6szér az SZBK
Biokémiai Intézetben, a Venetianer Pal vezetésével miikddé Nukleinsav
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Csoportban végeztek a 70-es évek kbzepén. Ez volt vildgszerte is a technika
szliletésének idoszaka. Restrikcios endonukleaz alkalmazas, rekombinans
DNS el6allitas és DNS nukleotidsorrend meghatarozas is ekkor tortént el6szor
hazankban az SZBK 4. emeleti laboratériumaiban. DNS szekvenalast Csordas-
Téth Eva végzett a Maxam-Gilbert mddszerrel. Klénozott riboszomalis RNS
gén promoter és lambda fag kromoszomaba épiilési hely nukleotidsorrendjét
hatarozta meg. Az eredmények két Nucleic Acids Research kézleményben
jelentek meg 1979 0Oszén. Jellemz6, hogy akkor természetes volt egy-egy
szekvenciarészlet meghatarozasahoz késziilt autoradiogram képét a kézlemény
abrajaként bemutatni.

A nukleinsav-szekvenalas legnagyobb publicitast kapott teljesitménye a
human genomszekvencia meghatarozasa volt, amit 2001-ben nyilvanitottak
elkésziiltnek. Ekkorra ugyanis még csak az un. draft szekvencia volt kész, ami
szamos lyukat tartalmazott. A finished grade szekvenciak mindségi jellemzéi
(lefedettség, hiba el6fordulas) Iényegesen jobbak. A human genom szekvenalasa
kézel harom milliard nukleotid sorrendjének a meghatarozasat jelentette. A
projekt inditasakor ekkora dsszegre becsiilték (dollarban) a varhaté koltségeket
is. Az egész vallalkozas torténete érdekes és szines, de ennek az attekintésnek
nem témajal. A jelen irdas szempontjabdl legfontosabb, hogy eredményeként
szlletett meg az un. human genom referencia szekvencia.

A human genomszekvencia teljes egészében elsé generacidos szekvenalasi
technikaval, négy szin fluoreszcens Sanger-féle lancterminaciés modszerrel
készilt (a mddszert nevezik ciklikus vagy reverzibilis lancterminaciéos médszernek
is). Meghatarozasaban ABI PRISM 3700 (Applied Biosystems, Inc.) késziilékek
és tovabbfejlesztett tipusaik jatszottak f6szerepet. Egyidejlleg mar lazas
sebességgel folyt Ujabb szekvenadld méddszerek fejlesztése és nem sokkal a
human genom szekvencia elkésziilése utan megjelentek és terjedni kezdtek az
NGS modszerek. Az Uj mddszereket tobb szempont szerint csoportosithatjuk,
bar nehéz osztalyokba sorolni 6ket. A rendkiviil gyors technikai fejlodés gyorsan
devalvalja a teljesitmény, sebesség, koltség Osszevetéseket. A tovabbiakban
az NGS modszerek kozds jellemzdit és a szekvenalas Uj nemzedékének
legfontosabbnak vélt sajatossagait tekintem at. NGS megvaldsitasara alkalmas
eszk6zokrol és a mddszerek specifikusabb jellemz6ir6l egy kévetkez6 részben
fogok rovid attekintést adni.

L A témarél b6vebben olvashaté Venetianer Pél Az emberi genom cim( irésaban, Biokémia
XXXVII/3.2013. szeptember, 22-28. oldal (a szerkesztbbizottsag megjegyzése).
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Erdemes tisztdzni, hogyan definidlhatunk szekvenalékésziilék és moédszer
nemzedéket. Errdl nincs egységes vélemény a szakirodalomban.

A klasszikus Sanger-féle mddszert kovetd szekvenalasi technikdak egyik
legjelentdésebb Ujdonsaga, hogy fragmentumok halmazait tudjak egyidejlileg
kezelni. Sanger-féle szekvenalashoz a DNS fragmentumokat klonozassal vagy
PCR-t alkalmazva felszaporitjdk. Az eljaras soran, ha nem is tudjak, hogy melyik
DNS darab honnan szarmazik, és minek felel meg, a manipulacié valamelyik
lépésében mégis minden egyes DNS fragmentum fizikailag is elkildnitett, ha kell,
akar kézbe is vehetd. Ehhez képest az NGS modszerek fragmentumok halmazan
végeznek amplifikaciot (ha sziikség van a fragmentumok megsokszorozasara)
olyan elrendezésben, hogy egy-egy fragmentum minden masolata ugyanabban a
térrészben (emulzié cseppben, szilard felileten rogzitve), mas fragmentumoktdl
elkilénitve helyezkedik el. Tekinthetjliik ezt, a fragmentumokat egy halmazként
kezel6, de a fragmentumokat felszaporitva vizsgaldo technikat masodik
generacios szekvenalasi modszernek. Ilyet hasznal a kereskedelmi forgalomban
beszerezhetd késziilékek tébbsége (Roche, SOLID, Illumina, Ion Torrent).
Ezekhez képest jelent6s elOrelépés az, amikor a szekvenciameghatarozas nem
felszaporitott fragmentumokon, hanem egyedi DNS molekuldak analizisével
torténik. Ez kikiiszobdli az amplifikacié soran fellépd hibakat. Mar vannak olyan
késziilékek, amelyekkel egy molekula vizsgalata alapjan lehet nukleotidsorrendet
meghatarozni (Pacific Biosciences PacBio, Oxford Nanopore MinION).
Ezeket tekinthetjik a kovetkez6, harmadik generaciot jelentd szekvenald
berendezéseknek. A negyedik generaciét talan azok az eljarasok képviselhetik,
amelyek egyetlen molekula t6bbszoros letapogatasara lesznek képesek.

Az NGS mobdszerek mindegyikére jellemzd, hogy az alkalmazas bonyolult,
specifikus és koltséges eszkdozt és értékel6 software-t igényel. A nagy
teljesitoképesség, a koltséges késziilék és a komoly kihivast jelentd értékel6
informatika harmasa miatt ezért NGS készlilékek a legtébb esetben szakosodott
vagy intézeti szolgaltaté laboratériumokban (core facility) mikoédnek. A kisebb
laboratériumok szamara is elérhetd valtozatokként az utobbi években keriiltek
piacra harom cég késziilékeinek bench-top valtozatai (Roche GS Junior, Life
Technologies PGM és Illumina MiSeq). Ezek 100 ezer eurd korili vagy az alatti
aron beszerezhetdk, ennek megfelel6en egyedi laboratoriumokban is terjednek.
Az Illumina MiSeq egy variansa 2013 novemberében FDA engedélyt kapott
klinikai alkalmazasra az USA-ban, igy varhatdéan néni fog alkalmazasa klinikai
kérnyezetben is.
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Bar a kilonb6z6 NGS modszerek lényegesen eltérnek, tobbé-kevésbé kodzos
jellemz6jik a harom koévetkez6 munkafazis: (1) minta eldokészités (templat
készités), (2) szekvencia olvasas és rogzités, (3) adatanalizis. A mintak lehetnek
amplifikacidval eldallitott molekulahalmazok vagy egyedi DNS molekulak. Templat
készitéséhez a mintabol olyan fragmentum halmazt (kdnyvtar, library) hoznak
létre, amelyik lehet6vé teszi a fragmentumok elkilonitett megsokszorozasat,
az egy-egy mintabdl szarmazo6 fragmentumok késbébbi azonositasat és segit a
leolvasott nukleotidsorrendek 6sszerendezésében. Ehhez adaptor és azonositd
(barcode) részekbdl alld oligonukleotidokat kapcsolnak a fragmentumokhoz.
Attol fliggoen, hogy az oligonukleotidokat milyen hosszi DNS-darabokhoz,
milyen trilkkoket hasznalva ligaljak, létrehozhaték specifikus konyvtarak,
amelyek egymashoz kozelebbi vagy tavolabbi helyzetl részek szekvenalasat
teszik lehetové. Az Un. ,mate-pair” technikdval hosszabb fragmentumok
végeirdl nyerhet6 szekvencia adat, mert a konyvtar készitésekor elobb egy
oligonukleotiddal korré zarjak a fragmentumokat, majd feldarabolva 6ket, az
oligonukleotidon at 6sszekapcsolodott részeken végeznek szekvenalast. Ezzel az
eredetileg egymastol tavolabb fekvl részekrdl nyerheté szekvencia informacio,
amisegit anehezen szekvenalhato, ismétlédo részek athidalasaban. A hibridizacidt
és ligalast hasznalo szekvenalasi mdédszerekben is adaptor kapcsolasi trikkokkel
érik el azt, hogy egy-egy fragmentum tobb pontjan is olvashatdk legyenek rovid
szekvencia részek.

Az adaptorok segitik a minta molekulainak elkiilénitését, mert veliik kapcsolhaték
a fragmentumok egyenként szilard feliilethez. Ezt az adaptorok és a szilard
fellilethez régzitett komplementer oligonukleotidok k6z6tti hibridizacid biztositja.
A fragmentumok sokszorozasa PCR amplifikacidoval toérténik emulzidoban
vagy szilard fazison rogzitett templaton, és egy molekula tébb ezer-szazezer
masolatat eredményezi az emulzié egyetlen cseppjében, vagy a szilard fazis
kézeli pontjain roégzitve. A szekvenalas alapulhat templat alapjan végzett
szintézisen, templat felszinen 6sszeilleszkedd oligonukleotidok dsszekapcsolasan
ligazzal és valami mas elven, ami rendszerint a nukleotid bazisok eltéré méretét
hasznalja ki azonositasukra. A szintézist hasznald szekvenalod reakciok ciklikusan
megfordithaték lancterminaciéval (CRT), nukleotidok egyenként torténd
beépitésével (SNA), vagy folyamatos nukleotid beépitéseket valds id6ben kévetve
torténnek. Az adatrogzités pedig leggyakrabban lumineszcencia jel, négyszini
fluoreszcencia jel, protonkoncentracié vagy ionaram-valtozas mérése. Az egyes
munkafazisok jellemzdire itt nem térek ki, mert azok eszkdz-specifikusak.
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A szekvenalas eredményével és mindségével kapcsolatos néhany fogalmat
érdemes azonban attekinteni.NGS modszerekkel a szerkezetre vonatkozd,
mindségi jellegld adaton kivil, amit a nukleotidsorrend jelent, mennyiségi
adatokat is nyeriink egy-egy nukleotidsorrend el6fordulasi gyakorisagarél a
vizsgalt mintaban. A hagyomanyos technikaval ez nem teljeslil, mert az alacsony
aranyban jelenlevé szekvenciavariansok nem észlelheték gél- és kapillaris-
elektroforézissel. Az NGS technikakban a konyvtar fragmentumai kilon-kilon
szolgaltatnak szekvencia-adatot, ezért megszamolhatok. Ha vannak ritka
variansok a mintaban, akkor azok is kimutathatok, feltéve, hogy elég nagy volt
a megszamolt fragmentumok szama, amit a szekvenalas mélysége (,depth”)
fejez ki. Természetesen feltétele a helyes eredménynek az is, hogy a kényvtar
készitése soran a fragmentumok eloszlasi aranyaban ne torténjen valtozas.
Annak kifejezésére, hogy egy-egy ponton atlagosan hany leolvasas tortént, a
lefedettségi mutatot (coverage) is hasznaljak. Ez mas esetekben azt jelzi, hogy
a genom hany szazalékardl nyertiink szekvencia adatot. A coverage tehat az
eloz6 értelemben a lefedés mélysége (vastagsaga), a masodikban kiterjedése.

Amintaegyesfragmentumainakmennyiségétkifejez6 informacié alapkévetelmény
transzkriptom analizisek és ChIP-seq alkalmazasok soran. Ezekben valéjaban ez
az els6dlegesen keresett adat, a nukleotidsorrend a fragmentum azonositasahoz
kell. Igény van mennyiségi adatokra mas alkalmazasok soran is, pl. amikor
szomatikus mutacidk elo6fordulasi gyakorisagat kell kideriteni. Ez gyakori kérdés
a tumorok nagymeérték( heterogenitdasa és valtozékonysaga miatt, mert a
mutacidk el6fordulasardl szo6l6 informacio fontos lehet célzott kezelési eljarasok
tervezéséhez. Szintén fontos a mennyiségi jellegd adat a metagenomikai
alkalmazasokban, amikor egy adott mikroorganizmus-populacié 6sszetevdinek
mennyiségére a mintaban jelenlev6 szekvenciak aranyai alapjan kdvetkeztetnek.

A kis aranyban meglévl szekvencia-heterogenitas kimutathatésaga a leolvasasok
szaman kivil a meghatarozasi eljaras megbizhatésaganak is fliggvénye. A
megbizhatosag szamszerisitésére a Q érték szolgal. A Sanger-féle méddszer
hagyomanyos alkalmazasakor a szekvenald reakciok és az adatrbégzités
egymastél idében elvalasztottak. Az egy szekvenalasi reakciébol nyerhetd
informaciomennyiség a gél felbontdképessége altal meghatarozott leolvasasi
hosszusag. ANGS eljarasok tobbségében a szekvenalasi reakcid és az adatrégzités
ciklikusan ismétlédve torténik. Ezért a jel és zaj aranyanak fliggvénye az,
hogy az egymast kdvetd reakcidk hanyszoros ismétl6dés utan eredményeznek
meég értékelhetd adatot. Az ismétlések szamanak novelésével a jel-zaj arany
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fokozatosan romlik. A NGS berendezések az érzékelt jelek nukleotidsorrendre
forditasakor minden nukleotidra megbecsiilik a leolvasas megbizhatosagat. A jel
megfeleltetése nukleotidnak a bazis-azonositas, ,,base call”. Ennek mingsitéséhez
a késziilék programja értékeli a mért jel ,josagat”, dsszevetve a jelet jellemzo
értékeket (er6sség, szélesség stb.) a mar ismert szekvenciak leolvasasa soran
nyert értékekkel. Az Osszevetés alapjan minden leolvasott nukleotidhoz az
olvasas megbizhatdsaganak valdszinliségét tikrozo szamértéket rendel. Ebbdl
szarmaztathatd a Q érték, ami a hibas azonositas valoszinlségével aranyos. Q20
azt jelenti, hogy 100 alkalombdl 1-szer varhaté hiba, Q30 esetén 1000-ben egy,
Q40-nél 10.000 leolvasott nukleotidban egy tévedés varhatd. Tekintettel, hogy
a leolvasasok hossza rendszerint nem t6bb mint néhany szaz nukleotid, Q30 azt
jelenti, hogy a leolvasasok tébbsége hibatlan. Mas szavakkal: Q30 értéknél a
leolvasas pontossaga 99,9%. Megjegyzendd, hogy természetesen Q értéket csak
akkor lehet egy adott nukleotidhoz hozzarendelni, ha megtértént a leolvasasa.

A szekvenalas moddszerét6l fiiggoen kilonbdz6 okokbdl szarmazhatnak hibak.
A hibak egy része eszkéz, illetve modszer specifikus, mas részik véletlen.
Elmaradhat egy nukleotid érzékelése a fluoreszcens jel hidnya miatt, vagy egy
védocsoport eltavolitdsa nem torténik meg, esetleg homopolimer részeknél nem
megkllénboztethet az n és n+1-es pozicidba torténd beépiilés. Altaldban az
egy készilékre/mddszerre jellemz6 hiba-spektrumot a hiba-modellben foglaljak
0ssze. A hibakat a késziilékek programjai probaljak javitani. A programmal
megvaldsithaté hibakorrekcio sikere fligg az egyes pozicidkban tértént leolvasasok
szamatdl, a szekvenalds mélységétol. Fontos észrevenni, hogy az amplifikacids
|épéseket hasznald moddszerek esetén a hibak korrekcidjat tekintve lényeges
kiilbnbséget jelent az, hogy melyik fazisban tortént inszercié, delécié (,indel”),
helyettesités vagy az aranyokat megvaltoztato szelektiv sokszorozas. A kényvtar
készitésekor fellép6 hibak kikiiszobblésére mas technikaval lIétrehozott konyvtar,
mig a rendszerhibak ellen mas NGS eszkodzzel is végzett futtatas lehet hatasos.

Egy-egy szekvenald projekt célja lehet de novo szekvencia-meghatarozas, vagy a
vizsgalt minta mar ismert szekvenciaval torténd 6sszevetése, Ujraszekvenalasa.
A human és a legfontosabb modell organizmus genomok de novo szekvenalasa
megtortént a Sanger-féle mddszerrel. A kapott eredmények képezik ezeknek az
élélényeknek a referencia-szekvenciait (érdekes kérdés, hogy genomszekvenciak
esetében mi a jo etalon). A de novo és az Ujraszekvenalas természetesen eltér6
kihivast jelent, elsdsorban az adatfeldolgozas tekintetében. Az el6bbi esetében
a szekvenciak osszeillesztése, a lyukak befoltozasa nehéz feladat.
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3. dbra. Csoportkép a szekvendladsi eljardsok mdsodik nemzedékének jellemzbirdl.
a) Az NGS berendezésekben a nanotechnoldgia és elektronika 6tvozédik mddositott enzimek
korabban elképzelhetetlennek vélt alkalmazasaval. Két IonTorrent chip és egy MiSeq atfolyd
cella, az NGS késziilékek két bench-top valtozatanak fogydeszkédzei. Ezek az aprd eszk6zok
3-5 millié fragmentum egyidejii szekvenalasat és 3-15 Gb leolvasasat teszik lehetbvé. Az
NGS eredménye a kényvtar minden fragmentumanak sok-sok alkalommal leolvasott nukleotid
sorrendje. Elrendezve a fragmentumokat (b), jol lathato az egyes részek sokszoros lefedettsége,
nagyobb nagyitast hasznalva pedig (c), hogy a fragmentumok tébbségének olvasasa hibatlan.
A készlilékek kiszolgalé programja mar a futas alatt megbizhatdsagi értéket rendel minden
leolvasott nukleotidhoz (e). A futtatas kovetlé analizis pedig megadja az eltérések helyét,
gyakorisagat és a két iranybdl tett leolvasasok szamat (d).

A lyukak megsziintethetosége els6sorban a leolvasasok hosszatél fiigg (read
length: a nukleotidszam, ami a szekvenalasban résztvev6 fragmentumokbol
atlagosan meghatarozhatd). Ez a mai NGS késziilékekkel végzett szekvenalasok
esetén széles tartomanyban, néhanyszor tiz nukleotidtdl (ilyeneket eredményez-
nek a ligalast hasznald modszerek) néhanyszor ezer nukleotidig terjedhet.
Meglepd talan, hogy az igazan hosszu leolvasasokra az egyedi molekulak
vizsgalataval szekvenciat szolgaltatd berendezések képesek.

Az NGS platformok tovabbi jellemzoi k6zott fontosak azok, amelyek megadjak
egy-egy készilék teljesitményét (capacity, output), a szekvenalasi folyamat
idejét (ez néhany ératdél tobb napig eltarthat), az egyidejlileg kezelheté mintak
szamat (multiplexing vagy barcoding), és természetesen nem elhanyagolhat6
a késziilékek beszerzésének és miikodtetésének koltsége. Az ezeket jellemz6
értékek gyorsan valtoznak. Az arat tekintve jellemzéen képviselheti a
széls6értékeket két 2014 elején bemutatott késziilék: az Illumina HiSeq X Ten
rendszer - ami értékeldi szerint valdban megvaldsitja majd a régen kit(izott 1000
dollar per genom célt - listaara 10 millié6 dollar. Az Oxford Nanopore MIinION a
masik véglet. Ezt készitoi a mindenki szamara elérhetd, olcsé eszkdznek szanjak,
1000 dollar korili aron. A magas eszkdz beszerzési arak persze nem mindenhol

jelentenek gatat. A Pekingi Genomikai Intézetben (BGI) 2011-ben tdébbek kézott
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137 db HiSeq 2000 és 27 SOLID késziilék mikddott. Persze sziikség is van a
nagy kapicitasra az ott folyd 3M projekt teljesitéséhez, ami 1 millié faj, 1 millié
human genom, és 1 millid6 metagenom/mikrobiom meghatarozasat tizte ki
célnak. Az alabbi lista a DNS szekvenalas fejlddésének legjelentdsebb technikai/
moddszertani |épéseit tartalmazza. Az attekintés masodik részében a 2005-t4l
kibontakozé masodik szekvenalé nemzedék mar széleskdrien hasznalt vagy
el6rehaladott fejlesztési fazisban Iévé mébdszereinek és késziilékeinek jellemzbit
0sszegezem roviden, az alkalmazott szekvenalasi eljaras szerint csoportositva
oket.

1975-1977 Lanctermindacios és kémiai DNS szekvenalasi modszerek kozlése.

1986 Els6 fluoreszcens jelzést hasznalo automata szekvenalo készilék.
1999 Kapillaris szekvenald késziilékek bevezetése.

2005-t4l NGS késziléekek megjelenése.

2009-t6l Bench-top NGS készillékek megjelenése.

2013 FDA engedély NGS alkalmazasra klinikai diagnosztikaban.

Az 6sszefoglalé a TAMOP-4.2.4.A/2-11/1-2012-0001 Nemzeti Kivaldsag Program
cimi kiemelt projekt keretében nyert tamogatassal késziilt.
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