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A kovetkez6 generacios szekvendlasi technoldgiak megjelenése az elmult tiz évben jelentSs elGrelépést jelentett a
gyors és hatékony genomidlis DNS-szekvendlds terén. Tanulmdnyunkban dttekintjiik az 1975-6s sangeri linctermina-
cids szekvenalastol a valds idejii DNS-szekvendlds lehetévé valasaig vezet§ modszertani vivmanyokat. A klondlis
amplikonokkal dolgozé, sok szdlon parhuzamosan futé szekvenaldsi médszerek a kovetkezd generacids szekvendldsi
technolégidk alapjai. Manapsag leginkdbb a funkciondlis genomikai alapkutatdsban alkalmazzak ezen szekvendldsi
technolégidkat, amelyek a szigndltranszdukciés ttvonalak, ontolégiak, a proteomikai, metabolomikai eredmények-
nek a metaanalizise sordn nélkiilozhetetlen informdciét adnak. Bar klinikumban rutinmédon még csak elvétve alkal-
maznak kovetkez8 generdcids szekvendtorokat, azonban az onkoldgidban, kardiologidban és epidemioldgidban mar
van igény a technolégia dltal elérhets extra ismeretekre. Az elterjedés 6 gitja az adatelemzési médszerek standardi-
zéltsdgnak hidnya, amely az objektiv kiértékelést megneheziti. Orv. Hetil., 2011, 152, 55-62.
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Next generation sequencing technologies (NGST)
development and applications

In the past ten years the development of next generation sequencing technologies brought a new era in the field of
quick and efficient DNA sequencing. In our study we give an overview of the methodological achievements from
Sanger’s chain-termination sequencing in 1975 to those allowing real-time DNA sequencing today. Sequencing
methods that utilize clonal amplicons for parallel multistrand sequencing comprise the basics of currently available
next generation sequencing techniques. Nowadays next generation sequencing is mainly used for basic research in
functional genomics, providing quintessential information in the meta-analyses of data from signal transduction
pathways, onthologies, proteomics and metabolomics. Although next generation sequencing is yet sparsely used in
clinical practice, cardiology, oncology and epidemiology already show an immense need for the additional knowledge
obtained by this new technology. The main barrier of its spread is the lack of standardization of analysis evaluation
methods, which obscure objective assessment of the results. Orv. Hetil., 2011, 152, 55-62.
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Roviditések

CNV = (copy number variation) képiaszam-varidciok; ChIP-
Seq = (chromatin immunoprecipitation sequencing) kromatin-
immunoprecipiticiés szekvenalds; DGE = (dynamic gene ex-
pression) dinamikus génexpresszid; EGFR = (epidermal growth
factor receptor) novekedésifaktor-receptor; GWAS = (genome-

wide association studies) teljesgenom-asszocidciés tanulmanys;
ICGC = (International Cancer Genome Consortium) Nem-
zetkozi Rik Genom Konzorcium; THGSC = (International
Human Genome Sequencing Consortium) Nemzetkozi
Humin Genom Szekvenaldsi Konzorcium; KGST = kovetkezd
generacios szekvendldsi technologidk; PARS = (parallel analysis
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of RNA structure) RNS struktdrdjinak parhuzamos analizise;
PME = (pulsed multiline excitation) pulzalé tobbsoros gerjesz-
tés; SMRT-szekvendlds = (single molecule real time) egyes
molekulak valds ideji szekvendldsa; SNP = (single nucleotid
polymorfism) génpolimorfizmus; sSRNS = (short RNS) rovid
RNS

Jollehet az elmult negyven évben szamtalan kiilonb6z6
eljarast dolgoztak ki a DNS nukleotid sorrendjének meg-
ismeréséhez, ennek ellenére jelenleg is Gjabbndl Gjabb
technolégiakat fejlesztencek ki az egyre pontosabb, gyor-
sabb és olcsobb leolvasids érdekében. A kovetkezs gene-
ricios szekvenalasi technologiak (KGST) alkalmazasa
elészor a tudomanyos alapkutatdsban terjedt el, 4am ma-
napsag a klinikumban is felhasznalhatok a nagy teljesit-
ményli szekvenalds segitségével gyorsan kinyerhetd és
pontos genomikus adatok.

A genomszekvendlas eddig legismertebb mérfold-
kove az ezredforduléra befejez6d6 Humédn Genom Pro-
jekt volt. 1996 ¢s 2001 kozott két parhuzamosan, de
egymastol nem teljesen fliggetleniil dolgozé csoport
— Nemzetkézi Humin Genom Szekvenilasi Konzor-
cium (IHGSC) és a Celera kutatéi — a teljes human
genomot feltérképezte [1, 2]. A 2001 februdrjiban
nyilvinossigra hozott nyers emberi genomszekvencia
azonban lényegében csak ,egyetlen” verzid, ami nem
tartalmazza a homo sapiens variabilitdsait. Bar azéta is
lazasan folyik az informdaciok pontositisa, az adatba-
zisok belathat6 idén beliil nem lesznek teljesen készek.

A KGST-k mar képesek mindossze néhany éra alatt
tobb szdzmillié bazist leolvasni, azonban még ez sem
clegend6en gyors a rutinszerd orvosi felhasznalas-
hoz. Ezért a nagy tudomanyos attoréseket timogaté X
PRIZE alapitviny 10 millié dollart ajanlott fel az elsé
csoportnak, amelyik képes tiz nap alatt szdz genomot
megszekvenalni, egyenként kevesebb mint 10 ezer dollar
koltséggel (http://genomics.xprize.org/).

A genomszekvenalas modszerei

A kezdetektol nz ij genericios
szekvendlasig

Az 1970-es években Frederick Sanger tejlesztette ki az
els6 DNS-szekvenalasi technikdt, a késGbbiekben toké-
letesitett lancterminacidés modszert [3], amiért 1980-
ban Nobel-dijjal jutalmaztik. A Sanger-féle klasszikus
lancterminaciés moédszer radioaktivan jelolt DNS pri-
mer, egyszald DNS templat, DNS polimeriz, valamint a
dezoxi- ¢és radioaktivan jelzett didezoxinukleotidok se-
gitségével szekvendlt DNS-t. A 4 nukleotidnak (A, C,
G, T) megfelelGen 4 kiilon cs@ben kiilonb6z8 hossza-
sagh DNS-fragmentek képz&dtek a szilon leall6 szinté-
zis nyoman a didezoxinukleotid-beépiilés miatt. A négy
nukleotid alapjin parhuzamos futtatott lemezeken vég-
zett gélelektroforetikus szeparaciot kovette az autora-
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diogréfiai el6hivés. Igy 24 oréval a kisérlet megkezdését
kovetSen manualisan olvashatéva valtak a DNS-szekven-
ciak. Ugyan igy csak 500 bazist lehet leolvasni egyszerre,
ennek ellenére az elvét napjainkban is még mindig hasz-
ndljak.

1986-ban, majdnem tiz évvel Sanger utin, Smith és
munkatarsai vezették be a DNS-darabok fluoreszcens
jelolését [4]. A négy kilonbozs bazishoz mdas-mds
szind fluorofort kovalensen kotottek, igy egy kozos
cs6ben egyszerre lehetett elvégezni a szintézist, majd
a gélelektroforézis utin kapott tgynevezett kromato-
grambol szamitogép segitségével nyerték ki a szekven-
cidkat. Az 1994-ben bevezetett 1), 3’ végén moddositott
dezoxinukleotid-trifoszfat tette lehetévé a bazisspecifi-
kus terminiciot és a 3’ protektiv csoport hatékony
fotolitikus eltivolitasat. Igy lehet6vé valt az Gjbéli DNS-
szintézis [5], ami az alapjava valt a kés6bbiekben alkal-
mazott sokciklusos szekvendldsnak. A 90-es évek masik
Ujitasa a kapillariselektroforézis-technika kifejlesztése,
amely soran linedris poliakrilamidot hasznaltak sz(iré-
matrixként a DNS-szekvenildshoz [6]. Ennek segitsé-
gével igen kis DNS-mennyiségek is rovidebb id6 alatt
szétvalaszthatova viltak, és tobb mint 1000 bazis vélt
leolvashatéva 80 perc alatt. 1995-ben az addigiakndl
megbizhatobb olyan fluoreszcens jelolSfestéket fejlesz-
tettek ki, ami az energiatranszfer révén optimalisabb
abszorpcids és emisszids értékekkel rendelkezett [7].
Ezt kovette még egy Gjabb automatizilt szekvenaldsra
is alkalmas fluoreszcens festék megjelenése [8]. 1996-
ban Kbheterpal és munkatarsai mar egy olyan 4 szind
konfokalis kapilldris array olvasot haszndltak szekvend-
lasaikhoz, amely automatikusan végezte a szekvencia-
leolvasist [9]. Majd megindult az adatfeldolgozasi fo-
lyamatokhoz sziikséges szoftverek fejlesztése és teszte-
lése is [10, 11].

Az 1j évezred els§ éveiben mindenki az 4j nagy tel-
jesitményd szekvendlasi eljarasok megjelenésérél be-
sz¢élt, mivel a mikrofluid szeparicids platformok elterje-
désével szinte minden adotta valt a kovetkez6 generacios
szekvendtorok kifejlesztéséhez. Liu és Schmalzing 1999-
ben még csak egycsatornds mikrogyartasa géppel dol-
goztak, azonban a leolvasott bazispirok tekintetében
messze meghaladtik elédeiket [12, 13]. Lin egy évvel
kés6bb mar egy 16 csatornds késziiléket mutatott be
[14], de ebben az évben megjelentek 48 csatornas
400 [15] és 640 bazishosszasigban [16] szekvenald,
valamint 32 csatornds 800 bazishosszasagu [17] szaka-
szokat szekvenald gépek is. A Lewss dltal kifejlesztett
pulzilé tobbsoros gerjesztés (pulsed multiline excita-
tion, PME) segitségével lehetGvé valt a multifluoresz-
cens diszkriminacio, igy a tobbkomponensii fluoreszcens
assay-k szinvak modon mérhetévé valtak [18]. E mod-
szer felhasznalasdaval a valés ideji DNS-szekvenalas is
lehet6vé vélt. A valos idejii DNS-szekvenalas technolo-
gidjanak kifejlédés¢hez vezetd legfontosabb modszer-
tani vivmanyokat az 1. dbra foglalja 6ssze. Néhany év-
tized alatt nemcsak az egyszerre leolvasott bazishossz
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1. 4bra

nétt 1000-re a mdsodpercenkénti 24 bdzis leolvasisa
mellett, hanem a 10 dollarbdl leolvashat6 bazisok szaima
is az 1985-6s egyrSl 10 000 bazisra emelkedett [19].

Kovethezo generdcios szekvenalisi technoligiak
(KGST)

Az ezredfordulét kovetGen a DNS-konyvtarakbdl klo-
ndlisan amplifikdlt DNS-molekuldkat kiilonb6z6 mod-
szerek segitségével szekvendld (454 Life Science, Illu-
mina ¢és Applied Biosystems) kovetkezd generdcids
szekvendldsi technol6gidk (KGST) jelentek meg. Ezek-
ben kozos, hogy sok szdlon parhuzamosan folyik a DNS
szekvenaldsa. Osszehasonlitva a klonalis amplikonokkal
dolgozé KGST-t a sangeri modszerrel, az elébbiek ese-
tében a révidebb leolvasasi hossz és a lassabb szekven-
ciaextrakcio ellenére a piarhuzamos amplikonfeldolgo-
zasnak koszonhetSen a végteljesitmény nagyobb, akdr
tobb ezer bazis masodpercenként, valamint az egy bazis-
ra szamolt koltség is alacsonyabb [20, 21].

A Roche 454 Sequencing szekvenatorai a ,,sequenc-
ing by syntesis” moddszerét alkalmazzik, amellyel 500
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A sangeri szekvendldstdl a valds idejii szekvendldsig vezetd médszertani vivmdnyok 6sszegzése.

A késSbbiekben kifejlesztett KGST Iétrejottéhez az 1975-6s sangeri linctermindciés médszer [3] utdn harmince évvel a valés idej(i szekvendlds techno-
16gidjanak megjelenésére volt sziikség. Ezt a modszertani fejlédést mutatja be az dbra. A Smith és munkatdrsai altal bevezetett fluoreszcens jeloléssel
[4], majd az 1994-ben Ruiz-Martinez és munkatdrsai nyoman megjelent kapilldriselektroforézis [ 6] mér 20 év alatt 1000 bézispir megszekvendldsinak
idSigényét 80 percre csokkentette. Ezt kovetGen még tiz évre és a 4 szinti konfokalis kapillaris array-k [9] és a mikrofluid szepariciés platform [13]
Iétrejotte is elengedhetetlen volt, hogy a multifluoreszcens diszkriminacios eljdrds [ 18] segitségével létrejohessen a valés idejii DNS-szekvendlds 2005-re

millié bazisnyi nyers szekvencia képezhetS le néhany
ora alatt. Az egyszald DNS-t egy gyongyre kotik, és
PCR-reakciéval milliényi klénnd sokszorositjak. A gyon-
gyoket ezutin egy méhkaptirszerd lapra helyezik, ame-
lyen apré lyukak (PicoTiterPlate) vannak, ahova egy-
szerre csak egyetlen gyongy fér be. Itt piroszekvendlis
segitségével olvassik le a szekvenciit [22]. A reakcid
soran a polimeriz meghosszabbitja a DNS-szilat a
platekhez ciklikusan hozzdadott fluoreszcens jelet adé
nukleotidokkal [23]. Végiil a ciklus végén lemossik a
fluoreszcens nukleotidot, és a kovetkezd ciklusban egy
Gjabb nukleotidot épit be a polimeraz. A sikeres nuk-
leotidbekotédést fotonemisszid jelzi, amit egy CCD-
kamera detektdl. Végiil az adatfeldolgozast kovetSen
vilnak megismerhet§vé a szekvencidk (www.454.com).

Az Illumina a ,,pair-end” szekvenaldsi modszert alkal-
mazza [24]. El6szor DNS-konyvtarakat hoznak létre
tgynevezett hidamplifikicié révén. Az egyszild DNS-
darabok végére kotott adaptervégzidés segitségével oli-
gonukleotid horgonyokhoz hibridizilva immobilizaljak
a DNS-fragmentumokat. A lekotott egyszalt DNS ma-
sik szalat primerek segitségével megszintetizdljak és a
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szabad végilikre kotott adaptervégzddéssel hidszertien
meghajlitva kihorgonyozzdk a nukleotidszdlakat. Az
amplifikiciot kovetSen a reverz szalakat eltavolitjak és a
csoportokban klonalisan amplifikilt nukleotidszilakon
végzik a szekvenalast fluoreszcensen jelolt nukleotidok
segitségével. Minden egyes nukleotid kot6dése utan de-
tektaljak a fluoreszcens jelet, végiil lemossdk a festéket,
miel6tt egy Gjabb ciklusba kezdenek (www.illumina.
com).

Az ABI ,,mate-paired library” a teljesgenom-szekve-
nalas mellett még célzott reszekvendlasra, génexpresszio-
mérésre és kromatin-immunoprecipiticidés szekvend-
lasra (ChIP-Seq) is alkalmazhat6. A DNS-konyvtarak
tartalmat klonalisan amplifikaljak gyongyokre, majd
PCR-reakciéval megsokszorozzik, és a gyongyoket ko-
valens kotéssel egy targylemezhez kotik. A szekvenalast
két ismert bazisbdl all6 probakkal végzik, igy a 4 ki-
16nb6z6 fluoreszeens festékkel minden kotés elsG és
misodik bdzisa megismerhetd. A komplementerprobak
hibridizal6dnak a leolvasandé szekvencidhoz, majd végiil
a fluoreszcens jel mérése révén hatirozzik meg a szek-
vencidt (www.appliedbiosystems.com).

Ezen legelterjedtebb KGST-k mdir Magyarorszigon
is megjelentek. Példdul Solid rendszer van a Bay Zoltan
Alkalmazott Kutatisi Kozalapitvanynal (www.baygen.
hu), 454-¢s szekvendlas pedig a Semmelweis Egyetemen
(www.usn.hu).

Masodik generdcios
szekvendlasi technoldgiik

Az utébbi 1-2 évben jelent meg a KGST-k masodik ge-
neracidja, mint példaul a Helicos, Pacific Biosciences,
Nanopore vagy a NABsys szekvendtorai. Ezek a cégek
az amplifikicios lépést dtugorva ,single-molecule se-
quencing” technolégidkat alkalmazva az egyes moleku-
lakat hatdrozzak meg.

A Helicos szekvenatora 100 millié leolvasast végez el
kisérletenként direkt a DNS-en. Az egyes molekuldkat
»paired-ends” moédszerrel [25] szekvendlja meg, ered-
ményei kvantitativak. A mintikhoz a szekvenalds el6tt
egy univerzilis kotévéget illesztenek a fragmentek 5” vé-
géhez és egy poliA farkat a 3’ végéhez. Majd minden
fragmentet a HeliScope Flow Cell felszinre rogzités
utan a fluoreszcens jelolés alapjan CCD-kameraval loka-
lizalnak. A meghatirozas soran minden ciklusban is-
mert fluoreszcensen jelzett nukleotidot kotnek a dara-
bokhoz, igy egyszerre tobb darab szekvenilasit végzik
parhuzamosan val6s idében (www.helicosbio.com).

A Pacific Biosciences az SMRT (single molecule real
time) DNS-szekvenaldsi technolégiat fejlesztette ki,
amely a ,sequencing-by-synthesis” elvén alapul [26].
A szekvenalashoz mindkét végén foszforililt csoportot
hordozé nukleotidokat hasznilnak, amelyek egyik vé-
gének foszforilalt csoportja 4 nukleotidnak megfelel6en
ktlonb6z6 szind lehet. Ezeket a nukleotidokat épiti be

e

a DNS-polimeraz az éppen megkett6z6dé DNS-szdl-
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ban. Minden beépiilést a szines foszforildlt vég levald-
saval detektalhaté nukleotidspecifikus fényjelenség ki-
sér (www.pacificbiosciences.com).

A Helicos és a Pacific Biosciences masodik genera-
ciés szekvendtorai a sangeri leolvasasi elven alapulnak.
A KGST-hez képest a teljesitményt maximalizaltak, mig
a koltségeket és a munkaid6t minimalisra szoritottak,
azonban felmeriil a kérdés, vajon a tovibbiakban ezt a
modszert lehet-e még tovabb optimalizdlni. A Nano-
pore (www.nanoporetech.com) és a NABsys (www.
nabsys.com) nemrégiben bevezetett technoldgiai 0ji-
tdsa, a nanoporus alkalmazasa [27, 28] mer6ben eltér
az eddigi médszerektSl. Ennek az 1 szemléletd tech-
noldgiai megolddsnak az alkalmazisa a KGST teljesitmé-
nyét nagyban feliilmulja, azonban kereskedelmi forga-
lomban még nem kaphaték ilyen technolégidt alkalmazé
szekvendtorok.

A kiillonboz§ szekvenaldsi technoldgiak és gépek dsz-
szehasonlitdsinak megkonnyitéséhez az 1. tablazatban
osszefoglaltuk a kiilonbozd, jelenleg kaphaté gépek leg-
t6bb tulajdonsigait. A cégek dltal feltiintetett adatok
felhasznaldsaval lithaté a kiillonbozd termékek teljesit-
ménye, dtlagos alkalmazott mintahossz, valamint egy
genom megszekvenaldsinak koltsége (2010) az altaluk
forgalmazott kittek felhasznalasaval. A cégek altal meg-
adott szekvenalasi teljesitmény sok esetben optimalis
¢és tobb futtatds esetén érhetS csak el, igy némi nehéz-
séget jelent az objektiv 6sszehasonlitasuk.

A piacon megjelentek mds molekuldris biologiai md-
szereket és kitteket forgalmazéd cégek (Qiagen, Bioo
Scientific, Epicentre Biotechnologies), amelyek a KGST-
szekvendtorokhoz kitteket drulnak. (Ezeket azonban az
dsszefoglalo tablizatunkban nem tintettiik fel.) Ezek a
kittek akdr tobb szekvidnatorra is validdltak lehetnek
(www.bioscientific.com; www.epibio.com), de egyes
esetekben csak a szekvendlds egyes részlépéseihez (pél-
daul DNS-konyvtar létrehozasa) alkalmazhatdak (www.
qiagen.com).

Bioinformatikai ki¢rtékelés

KGST-k alkalmazisa sordn kritikus tényez6 a bioinfor-
matika kiértékelése. Els6ként az Oridsi adattOomeg
miatt: egy teljes nyers genom korilbelil 100 Gb-nyi
adat, ami csak 24 darab DVD-n férne el. Ezt az 6ridsi
adattomeget kell feldolgozni, hogy megkapjuk magit a
szekvencidt. A feldolgozds sordn egy referenciagenom-
hoz kell minden egyes darabot hasonlitani. (Alignment-
nek nevezik a szakirodalomban, azonban ez nem mas,
mint egy O6riasi blastolds.) Rovidebb leolvasisi hossznal
(ABI) ez korilbeliil 2 hét, mig nem a teljesgenom-
szekvenalas esetén vagy hosszabb leolvasasi hossz mel-
lett (Roche) ez mar elkésziilhet akir egy nap alatt is.
Mindez a gépekkel egylitt beszerzendd nagy teljesit-
ményd cluster szaimitégépeken torténd feldolgozas ese-
tén igaz — technikailag asztali gépeken is fel lehet az ada-
tokat dolgozni, de ez extrém idSigényes lenne.
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Kereskedelmi forgalomban kaphaté szekvendtorok osszehasonlitdsa.

A szekvendtorokat forgalmazo cégek és elérhetSségiik, valamint az dltaluk forgalmazott termékek adatait hasonlitja 6ssze a tdbldzat. A szekvendtorok
teljesitményre, dtlagos mintahosszra és az egygenomnyi DNS megszekvandldsanak koltségeire (dr) vonatkozé adatai (2010) a cégek hivatalos honlap-

jan clérhetd informdaciok

<

Vallalat Webcim Termék Teljesitmény Atlagos Ar
mintahossz

454 Life Science www.454.com GS FLX Titanium Series  400-600 megabazis/futds 400 bazis n. a.

Corp. GS Junior 35 milli6bazis /futds 400 bazis n. a.

Illumina www.illumina.com HiSeq2000 150-200 gigabazis/futdis  2x100 bazis 10 000 dollar
Genome Analyzer IIx 85-95 gigabazis/futds 2x150 bézis n.a.
Genome Analyzer Ile 34-38 gigabazis /futas 2x150 bazis n.a.

Applied www.appliedbiosystems.com ~ SOLiD™ 4 System 100 gigabazis/futas 50 bézis 6000 dollar

Biosystems Inc. SOLiD™ 4hq System 300 gigabdzis/futds 75 bazis 3000 dollar
SOLiD™ PI System 50 gigabazis/futds 75 bdzis 8000 dolldr

Helicos www.helicosbio.com HeliScope™ Single 420-700 megabazis/ 25-55 bazis n.a.

BioSciences Molecule Sequencer futds/csat.

Corp.

Pacific www.pacificbiosciences.com  PacBio RS n. a. 75 000 molekula n. a.

Biosciences egyideji olvasdsa

n. a.: nem ismert adat; csat.: csatorna

Amikor megvan maga a szekvencia, akkor kovetkez-
het a részletes kiértékelés, amely génexpresszié mérését
(transzkriptomszekvendlds esetén), SNP-k azonositdsat,
poszttranszkripciondlis nukleotidvaridciok detektdldsat,
fuziés gének azonositasit, 4j fajok genomjinak megha-
tarozasat, az RNS masodlagos szerkezetének megha-
tarozasat stb. tartalmazhatja. A bioinformatikai kiérté-
kelésre mar ma is szamtalan program éll rendelkezésre,
amelyek legrészletesebb 0Osszefoglalasa elérhet§ a
SeqWiki-n(http://seqanswers.com /wiki/Special: Browse
Data). Itt jelenleg Osszesen 340 alkalmazas szerepel,
amelyek dontS tobbsége Roche 454, Solid és az Illu-
mina platformok alignmentjére koncentral.

A KGST-k bioinformatikdja azonban egy rendkiviil
gyorsan fejl6dd teriilet, ahol a jelenleg hasznalatban levg
programok akir mér egy év mulva is teljesen elavultak
lehetnek. Altalinossigban elmondhat6, hogy ha valaki
kutatasi projektben akar KGST-t alkalmazni, akkor a leg-
tobb id6t a bioinformatikai kiértékelésre kell szannia,
amelyhez rdadasul megfelel6en képzett bioinformati-
kust is be kell vonnia.

A KGST alkalmazasai

KGST alkalmaziasa a kutatiasban

A nagy teljesitmény( szekvenalds révén a funkciondlis
genomikdban egy 4j fejezet kezd6dott. Mivel az emberi
genomok nem azonosak, igy valdjaban annyi kiilonb6zé
human genom létezik, ahany ember [29]. A genomon
beliili eltérések (mint példaul az SNP-k) altal 1étrehozott
részleges valtozasok a kodold régidban vagy a génsza-
bilyozé régidkban eredményezhetnek funkcionalis el-
téréseket. Ezek vizsgalata a KGST-k megjelenése el6tt

részleges és nagyon id&igényes, valamint cseppet sem
koltségkiméls volt.

A KGST-k lehetGséget adnak egy elsédleges adatszer-
zésre nemcsak a genomikaban, hanem az epigenetikaban,
transzkripcids faktorok kotédéseinek vizsgalatiban és
a transzkriptomikidban is. Azonban a genomikus szek-
vencidk ismerete 6nmagaban nem elegendd a funkciona-
lis genomikai kérdések megvilaszolasihoz. A KGST-vel
nyert adatokat microarray-s kisérletek eredményeivel ki-
cgészitve egy down-stream analizis végezhetS. Az igy
nyert informaciok [30, 31] sziikségesek ahhoz, hogy a
végsS 1épésben a platformokon dtivel6 metaanalizis so-
ran szamos egyéb -omikus tudomdnyig (proteomika,
metabolomika) eredményeivel kiegészitve betekintést
nyerhessiink a vizsgalt szekvencidkban taldlt varidciok
okozta funkcionalis eltérésekbe [32]. Igy nyilik lehetd-
ség a funkcionalis genomika felvetette kérdések megva-
laszoldsara.

A KGST alkalmazasaval nyert adatok elsédleges ana-
lizise sordn az eredmények direkt modon, a leolvasast
kovetSen a szekvencidk fizikdlis 6sszehasonlitdsa révén
nyerhetSk ki. DNS-szekvendlds révén példaul kdpiaszam-
variaciok (CNV), kromoszémadeletio, inszercidvizs-
galat, génpolimorfizmus- (SNP-) annoticié, de novo
SNP-detektilas valik lehet6vé. Ekozben az RNS-szek-
vendlas révén alternativ splicinghelyek és ezek kapcsan
0j transzkriptumok ismerhet6k meg. Az adatfeldolgo-
zas kovetkez6 [épéseként betekintést nyerhetiink a
kiilonb6z8 kapesolatokba és olyan funkcionalis Ossze-
fiiggésekbe, mint példiul az ontoldgidk [33] vagy a
szignaltranszdukcids Gtvonalak [34]. Azonban chhez
mar down-stream analizis sziikséges, amelyhez az ada-
tokat a genomikus DNS-szekvenaldssal [mint példaul
genome-wide association studies (GWAS), haplotipus-
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A KGST segitségével nyerhet6 adatok feldolgozisinak lehetGségei.

A KGST iltal nyerhet adatok feldolgozdsinak modszereit foglalja 6ssze az dbra. Az els6dleges analizis sordn, amikor csak a leolvasott szekvencidk
fizikalis 6sszehasonlitasit végezik, a DNS-szekvenaldssal kromoszoémdk inszercidjanak és deletidjanak, CNV-k és SNP-k vizsgilata végezhetS. Az RNS-
szekvendlds révén példdul alternativ splicinghelyek vilhatnak ismertté. A down-stream analizis egy nagyobb dttekintést ad a DNS-, az RNS- és a ChIP-
szekvendldssal nyert informdciok altal [30, 31]. Az el6bbi kettd esetében konkrét példikkal élve a DNS-szekvenalds révén GWAS, haplotipusok defi-
nidldsat és tumortipizildst, mig az RNS-szekvendlds esetén a DGE-mérés végezhetd, az alternativ transzkriptumok vélhatnak ismertté vagy a PARS
révén az RNS misodlagos szerkezetének megismerésének segitségével meghatirozhatdk azoknak a szakaszoknak a hossza, amelyek kétszaltak, vagy a
hdrombaézisonkénti periodicitds, és ezeknek a transzliciéval val6 direkt dsszefiiggése [35]. A KGST mellett mds tudomanyagak (példdul proteomika
vagy metabolomika) eredményeit felhasznalja a végsé metaanalizis. Ennek révén hdlozati rekonstrukciot, tobbszoros korreldciokat vagy multiplex ki-
sérleteket hozhatunk Iétre [32], melyek a genom funkciondlis folyamataiba nytjtanak betekintést

CNV = (copy number variation) képiaszim-varidciok; ChIP-Seq = (chromatin immunoprecipitation sequencing) kromatin-immunoprecipiticios
szekvendlds; DGE = (dynamic gene expression) dinamikus génexpresszio; GWAS = (genome-wide association studies) teljesgenom-asszocidcios tanul-
mdny; KGST = kovetkez8 generdcids szekvendlasi technoldgidk; PARS = (parallel analysis of RNA structure) az RNS struktardjanak parhuzamos
analizise; SNP = (single nucleotid polyporfism) génpolimorfizmus

definidlas vagy tumortipizalds eredményei], ChIP-Seq-
val vagy RNS-szekvendldssal [mint példdul dinamikus
génexpresszié mérés (DGE), alternativ transzkriptumok
megismerése vagy az RNS struktarajanak parhuzamos
analizise (PARS)] [35] szerezhetjuik meg. A down-
stream analizis soran kinyert adatok alapjin azonosit-
haték atvonalak, cisz-reguliciés modulok és szabdlyo-
zohélozatok. Ezekbdl egy végs6 metaanalizis sorin a
KGST segitségével nyert informaciok és mds forrasok-
bol  (példaul proteomika, metabolomika) szirmazo
eredmények egyiittes vizsgalatinak eredményeként
(a halézatok rekonstrukceidja, kiillonbozé -omikik ered-
ményeinek tobbszoros korrelaciéi, és a multiplex kisér-
letek Osszevetése) lehetévé valik a biologiai folya-
matok teljesebb, funkciondlis lefrasa [36]. A KGST altal

nyert adatok analizisének tobblépesds stratégidjat a
2. abra foglalja ssze.

KGST alkalmazisa a klinikumban

Bar a KGST-k rutinszer( klinikai alkalmazdsa ma még
csak vizi6, azonban bizonyos klinikai kérdések megvéla-
szoldsihoz mdr ma is kihaszndljak a genomszekvendlds
adta pluszinformacidkat. Indiai szemészek Leber-féle
oroklédé opticus neuropathids betegek mitokondridlis
DNS-ét szekvenaltak meg a klinikai kivizsgalds kiegé-
szitéseként [37]. A baktériumok genomszekvenalasa ré-
vén elérhet6 pontos baktériumidentifikilas hasznos
kiegészit6je lehet a klinikai epidemiolégiai vizsgalatok-
nak. Az Acinetobacter baumanni esetében a kérokozd
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terjedésének elemzése soran hasznaltik a KGST-t [38].
A multigénes eredetii hypertrophids cardiomyopathia
esetében mar ki is fejlesztettek egy 12 génbdl alld
DNS-reszekvendldson alapulé array-t. A nagy teljesit-
ményd reszekvendlo array segitségével a hypertrophias
cardiomyopathids betegek diagnosztikijaban és prog-
nosztikai beosztisihoz egy konnyebb és gyorsabb mo-
lekularis tesztet hoztak létre [39]. A foetalis kromoszo-
maaneuploiditds anyai vérbdl valdé noninvaziv vizsgi-
lata is kivitelezhet$ szekvendlassal [40, 41].

A tumoros betegségek diagnosztikijaban egy egyre
gyakrabban alkalmazott diagnosztikai —alternativit
nyqjthat a DNS-szekvendlds [42]. Mdar néhdny éve a
KGST segitségével végezhetS reszekvenaldsok nyoman
valtak ismertté olyan gének, amelyek muticidéja human
tumorokban nagyon gyakran fordul el6 [43, 44].
A malignus melanomdk 60%-dban BRAF-muticiét
[45], nem Kkis sejtes tiiddSrakban és kiilonboz8 adeno-
carcinomdkban a novekedésifaktor-receptort (EGFR)
kodold gén mutacidjat [46], valamint a PIK3CA és az
AKT1 gén mutacidjat kilonbozd tipust tumorokban
[47, 48] is leirtak mar. Egy német kutatatécsoport 81
kronikus myeloid leukaemids beteg anyagibol KGST-vel
szekvenalta meg a CBL, JAK2, NPL, N-RAS, K-RAS
géneket a muticiés hot spot régidkban, valamint az
RUNXI és TET2 gének teljes kodold régidjat. Az 6ssze-
hasonlité6 molekularis vizsgalat és a klinikai adatok 6ssze-
vetését kovetGen 82 kiilonbozé muticior taldltak, ame-
lyek koziil példaul a TET2 muticidja jobb progndzissal
péarosult [49].

A genomszekvendlds sorin megismert informaciok,
mint példaul a kiillonb6z46 betegekbdl szarmazé mas-mas
tipust tumorok genomjainak meghatirozasaval feltér-
képezhet6 tumorspecifikus muticiok elsegithetik a tu-
morok etiolégidjinak megfejtését [50]. A Nemzetkozi
Rak Genom Konzorcium (International Cancer Genome
Consorcium, ICGC) 50 kiilénb6z8 tumortipus alapjan
egy széles spektrumu atfogd tumorgenom-kutatist fog
ossze. Céljuk tobb mint 25 000 tumoros genom meg-
szekvendldsa révén egy, a genomikai abnormalitisokat
osszefoglaléd katalégus 1étrehozdsa, amely elsegitheti a
betegségek megértését, kezelését és megel6zését. Az ed-
digiekben 0Osszegy(jtott adatok egy része szabadon el-
érhetd az interneten (www.icgc.org).

Kitekintés

Tanulmdnyunkban a szekvendldsi technolégidk kiala-
kuldsat és elterjedését idSrendben vettiik végig, vala-
mint részletesen is dttekintettitk a KGST-ket alkalmazé
szekvenatorokat. A szekvenalas adta lehet&ségek szinte
korlatlanok, hiszen epidemiolégiai vizsgalatokban, be-
tegségek diagnosztikdjaban vagy akar az evolucid kuta-
tasaban is fel lehet ket haszndlni. Ezek kozil tanulma-
nyunkban roviden 0Osszefoglaltunk néhany, virhatéan
klinikai szereppel is biré eredményt.

UJABB VIZSGALO ELJARASOK

Nem hagyhatjuk ki azonban annak a ténynek a meg-
emlitését, hogy a technoldégia magas dra miatt a gyors
elterjedése nem varhaté. Klinikai szempontbdl igen
nehéz megbecsiilni, hogy hiany beteg genomjat kell
megszekvenalni ahhoz, hogy egy, a populaciéban 1%-os
gyakorisaggal jelen levé génmuticié prognosztikus ha-
tasat vizsgalni tudjuk.

A jovére vonatkozd optimizmust az is bedrnyékolja,
hogy a KGST-k elsGsorban exonszekvendldsra hasznal-
hatoéak: bar technikailag lehetséges lenne valéban a
»teljes” genom szekvendldsa, azonban a sebesség gyor-
sitdsara és a koltségek csokkentése érdekében a legtobb
esetben csak az exonokat (tehat a ,,transzkriptom”-ot)
szekvenaljak meg.

Végiil még meg kell emliteniink a kiértékelés nehéz-
ségeit. Hidba lesz meg 50 ezer gén szekvencidja, ha
azokban taldlunk 25 millié mutaciét, amelyeknek csak
1%-arol lesz klinikai adat. (Mar ez is 250 ezer génpo-
limorfizmus ismeretét feltételezi.) Hogyan fogunk el-
jutni a szekvenciaktdl a valédi kérdésig, vagyis ahhoz,
hogy megértsiik a gének miikodését? Ezen kérdés meg-
vilaszoldsiban az Gjabb ¢és Gjabb genericids szekvena-
lasi technologiaknak kulcsszerepiik lesz.
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