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Az Osszefoglald els6 része a DNS szekvenalasi technikak fejlodését és az Uj
generaciés maddszerek (NGS) legfontosabb jellemzéit tekintette at (lasd
Biokémia XXXVIII. évfolyam 1. szam, 2014. marcius, 20-32. oldal). A mostani
iras a leggyakrabban hasznalt néhany ,szekvenalé platform” és egy-két
sikerrel kecsegtetd Uj probalkozas jellegzetességeit foglalja 6ssze. Ezeket mint
szintézissel, hibridizacid-ligalassal és egyedi molekulak vizsgalataval szekvenciat
meghatarozé eljarasok csoportositom, megjegyezve, hogy egyesek besorolasa
ezek kozilil egynél tébb csoportba is helytallé lehet. Nem targyalom a szekvencia
meghatarozast bevezet6 és befejez6 eljarasok kiterjedt témakoreit. Az els6be
tartoznak mindazok a modszerek, amelyekkel a szekvenalandd nukleinsav mintat
eloallitjak. Tekintettel, hogy ez archiv anyag, formalinnal fixalt és parafinba
agyazott metszet, friss szovetek és igen sokféle mas forrasbodl is szarmazhat és
szelektalasa, konverzidja, dusitasa is tobb modon térténhet, a téma 6nmagaban
is kiilon cikket igényelne. Hasonloan terjedelmes lenne a szekvencia adatok
feldolgozasat érint6 kérdések attekintése is.

Szekvenalas szintézissel

A szintézissel megvaldsitott szekvenalasokban a vizsgalt DNS az egyesszalu
templat, ami alapjan DNS polimeraz épit komplementer szalat. A szintézis kéve-
tése a foszfodiészter kotés kialakitasakor képzdd6 valamelyik ion (pirofoszfat
vagy proton) kimutatdsa vagy a nukleotid beépiiléssel jard fluoreszcencia jel
valtozas mérése alapjan toérténik. A szintézissel megvaldsitott szekvenalasok
variacioéi tobbek koézott abban kilénbdznek, hogy vannak-e blokkold csoportok
a beépitésre keriil6 nukleotidokon és hogy az egyes nukleotidok fluoreszkalo
jelzései eltér6ek-e vagy azonosak.

Piroszekvenalas

Az els6 kereskedelmileg sikeres NGS késziilék a piroszekvenalas moddszert
alkalmazo Life Sciences 454 GS volt. Ennek tovabbfejlesztett valtozata a 2008-ban
bevezetett Roche GS FLX Titanium és ezt a modszert hasznalja a Roche benchtop
készliléke, a GS Junior is. A piroszekvenalas soran DNS polimerazzal végzett
nukleotid beépitéskor felszabaduld pirofoszfat hasitdasa hajtja az ATP szintézist
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adenozin-5'-foszfoszulfatbol (APS), az ATP-tpedig luciferaz hasznalja ésaluciferin-
oxyluciferin atalakulast katalizalva fényfelvillanast okoz. A szekvenalashoz
hasznalt konyvtar készitéséhez a feldarabolt minta-fragmentumokhoz adaptort
ligalnak, majd a fragmentumokat agaréz szemcsékhez kapcsoljak. A szemcsék
felszinikon az adaptorral komplementer oligot tartalmaznak. A minta higitasaval
biztositjak, hogy szemcsénként atlagosan csak egy-egy fragmentum ko6t6djon
az adaptor és a szemcse feliiletéhez rogzitett komplementer oligonukleotid
hibridizaciojaval. A szemcséken kotott fragmentumokat ezt kdvetéen emulzids
PCR reakciéban amplifikaljak. Az emulzié képzésénél is fontos, hogy egy-
egy csepp csak egy-egy szemcsét tartalmazzon. A reakcidkat kovet6en a
fragmentumok millionyi masolatait tartalmazo szemcséket, és kisebb szemcsék
feliletére kapcsolva a reakcidhoz sziikséges enzimeket, un. pikotiter lemez
(PTP) lyukaiba helyezik. A szekvenald késziilékben a pikotiter lemezt optikai
vezetd lvegszalakra helyezik, olyan elrendezésben, hogy az egyes lyukakbdl
a fényfelvillanasok kilon-kiilon rdgzithet6k az optikai vezeté masik végéhez
kapcsolt CCD kameraval. A DNS szintézishez lanckezd6 oligonukleotidot (primer),
polimerazt és a 3'-OH-n véddcsoportot nem tartalmazé prekurzorokat adnak a
szemcsékhez. A PTP felliletén egyenként folyatjak at a nukleozid-trifoszfatokat,
ahonnan azok diffuzioval jutnak be az agardéz szemcsék kozé. Fényfelvillanas
jelzi, hogy melyik nukleotidnal tortént beéplilés és a felvillanasok a helyzeti
informacio alapjan egy-egy fragmentumhoz rendelhet6k. A fényfelvillanas
intenzitasa aranyos a beépiilt nukleotidok szamaval. Az egyes szemcséken eltérd
szamban képzodott templat szam okozta intenzitas eltérések kompenzalasahoz
az adaptor elejének szekvenciaja alapjan a rendszer kalibralja, hogy mekkora az
egy nukleotid beépitése okozta fényintenzitas. Homopolimer részek szintézisekor
hibat okozhat azonban, hogy a tébb azonos nukleotid beéplilésekor az érzékeld
telitodik, illetve a jel intenzitas nem aranyos a beépiilések szamaval. A nukleotid
azonositas, ,base-calling” soran a rendszer a felvillanas sorozatokat nukleotid
sorrendekké alakitja, tobb mindségi ellen6rzést elvégezve. A piroszekvenalast
hasznaldo eszk6zdok erdssége, hogy hosszu leolvasasokat tesznek lehetové.
Hatranyuk a viszonylag magas koltség és korlatozott teljesitmény.
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Szekvenalas ciklikusan ismételt (megfordithatd) lancterminacioéval
(cyclic reversible termination)
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1. dbra. Az Illumina szekvenalads szintézissel médszer a cég dltal készitett ismertetd
szerinti 1épésekben (1-8) dsszefoglalva. Fontos kiemelni, hogy a kilénb6z6 mintak DNS
(DNA) fragmentumai az adapterekbe épitett ,,vonalkéd” nukleotid részletek alapjan a kényvtarak
elkészitését kbvetden keveredhetnek és egylitt kezelhetbk. A vazlat az egyes Iépések részletezését
tekintve nagyvonald, pl. a 2. mez6ben bemutatott allapot (az atfolyo cella feliileten kovalensen
régzitett ss templat fragmentumok) eléréséhez a kbvetkezd Iépésekre van sziikség: (a) ssSDNS
fragmentumok kapcsolasa adaptor régiok hibridizacidjaval a cella feliileten, (b) komplementer
szal szintézise a cella feliileten rogzitett adapterrél, mint primerrél inditott szintézissel, (3)
denaturacio és a kovalensen nem kététt eredeti fragmentum eltavolitasa.

A fluoreszcens szinekkel megkilonboztetett terminator nukleotidokat hasznald
Sanger-féle ciklusos lancterminacios szekvenalast az Illumina cég NGS késziilékei
alkalmazzak. A szekvenalas tehat ezekben az eszkézdkben is szintézissel
torténik. A lanchosszabbitasi Iépésekben egyidejlileg mind a négy nukleotid jelen
van, de minden ciklusban csak egy nukleotid éplilhet be, mert a prekurzorok
a dezoxirib6z 3’-OH-n védbcsoportot tartalmaznak. A négyféle nukleotid a
bazishoz kapcsolt fluoreszcens csoportok alapjan optikailag megkilonbodztetheto.
A mintaeldokészités elsd |épése ebben a mddszerben is adaptor és azonositd
.barcode” részbdl allé oligonukleotid kapcsolasa a fragmentalt DNS végeire (1.
abra). Az adaptorral ellatott fragmentumokat ezt kdvetden atfolyo cella felliletéhez
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kapcsoljak. A cella Givegbe mart, felliletkezelt U-alaku vajat, aminek két végén
torténik a reagensek be-, illetve kidramoltatasa. A cella feliilete akrilamiddal
van bevonva, ehhez rogzitett adaptor-konplementer oligonukleotidok biztositjak
a fragmentumok kapcsolodasat. Egyetlen négyzetmilliméter cella felilet tobb
szazezer fragmentum kapcsoldédasat biztosithatja. Mar a kapcsolas és minden
tovabbi 1épés is a szekvenadld berendezésben torténik. Ezek soran el6sz6r az
atfolyé cella felliletén rogzitett fragmentumokat PCR reakcioval megsokszorozzak.
Az un. ,bridge amplification” PCR reakcidoban a fragmentumok két végére
ligalt kétféle adapter az atfoly6d cella fellileten valtakozva talalhato adapter-
komplementer oligonukleotidokkal hibridizalva biztositja mindkét templat szal
megsokszorozasat. A sokszorozas eredményeként a cella egyes pontjain egy-
egy fragmentum tébb szazezer masolata alkot rogzitett kettosszalu fragmentum
csoportokat (klaszterek). A kovetkez6 |épésben a duplaszali DNS egyik lancat az
adapterben tett hasitast kovetéen denaturacidval eltavolitjak, a rogzitve maradt
egyesszalu fragmentumhoz primert kapcsolnak és a lanchosszabbitasok ciklikus
lépései kovetkeznek. Ezek soran nukleotid beépités, a cella feliilet fluoreszcencia
jeleinek optikai rogzitése, a védo és fluoreszkald csoportok eltavolitasa és Ujabb
nukleotid beépités lépések kdvetik egymast 35-300 cikluson at. Az adaptorok és
atfolyé cella megfelel6 megvalasztasa, valamint a megfeleld minta el6készités
lehetdvé teszi azt is, hogy a fragmentumok egyik végérdl inditott szekvenalas
befejezése utan eltavolitsak a szintézis terméket és a masik végrol is szintézist
végezzenek (,paired end szekvenalas”). Ez fragmentumonként akar 2 x 300
nukleotid szekvencia meghatarozasat eredményezheti. A futasok idéigénye a
ciklusok szamatél fliggden tobb nap lehet. Ez persze nem jelenti, hogy a hasznalt
enzimnek és reagenseknek ilyen hosszu élettartammal kell rendelkezni. A
hasznalt anyagok a késziilék termosztalt dobozaban helyezkednek el kdézvetlen
felhasznalasukig. A leirt szekvencia meghatarozasi mddszer elonye, hogy
mivel egyszerre csak egy nukleotid beépitése torténik, az ismétlédések nem
okoznak hibat. Nukleotid kimaradas és faziseltolddas elofordulhat azonban, ha
egy védocsoport vagy floureszcencia jelet add csoport eltavolitdsa nem torténik
meg, vagy azok valamelyike a prekurzoron nincs meg.

Az Illumina cég a kilonbdz6 teljesitményre képes késziilékek széles skalajat
kinalja. Az adatbazisokban ma megtalalhatd szekvenciak tébbsége a HiSeq 2000
és 2500 hasznalataval nyerték. A legujabb rendszer a HiSeq X Ten, amivel a cég
szamitasa szerint valéban elérhet6 lesz az 1000 USD/genom kéltség még az
eszk6z amortizacié, reagens és munkaerd koltségek figyelembevételével is. A
tobb egységet tartalmazé rendszer egy-egy egysége haromnaponta 1,8 terabazis
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(Tb) szekvencia adat termelésére képes. Az Illumina platformok ,benjaminja” a
MiSeq, ami egy futasban maximum 15 Gb szekvencia leolvasasara képes. Ennek
egy software-specifikus valtozata a klinikai alkalmazasra FDA jévahagyast kapott
MiSeqDx.

Szekvenalas protonfelszabadulas méréssel

Szintézissel megvalodsitott szekvenalast végez a 2010-ben bemutatott Ion
Torrent berendezés is. Ebben a szekvenalas a nukleotidbeépitéskor felszabaduld
H+ kimutatasan alapul. A kényvtar készités elsd lépései ebben a mddszerben
is a DNS fragmentalasa, fragmentum végek enzimes javitasa és adaptorok
ligdldsa. Ezt kdvetden a fragmentumokat oOsszekeverik felliletiikon adaptor-
komplementer oligokat tartalmazé szemcsékkel, PCR reagensekkel és DNS
polimerazzal. A szemcsék és fragmentumok helyes keverési aranya fontos, mert
ezzel biztositjak, hogy a kovetkez6 |épésben, amikor olajjal 6sszerazva a reakciot
micellak képz6dnek, azok tobbsége csak egy szemcsét tartalmazzon, aminek a
felliletén egy DNS fragmentum kapcsolddott. A kovetkezo Iépés PCR amplifikacio,
aminek eredményeként minden templaton masolatok szazezrei képzddnek. Ezt
kéveti az emulzié ,feltérése”, az olaj eltavolitasa és a DNS-t tartalmazé szemcsék
0sszegyljtése. A DNS-t tartalmazé szemcsékhez primert adnak és az Ion Chip
zsebeibe helyezik. Ez egy specifikusan kialakitott félvezet6 szilikon mikrochip.
A chip fels6 rétege perforalt szigeteld lemezke. Ennek fels6 fellilete képezi egy
aramlasi cella aljat, amiben a reagenseket mozgatjak. A lyukak alsé résziikkel
H-ion érzékel6hoz csatlakoznak, ami a nukleotid beépitéskor felszabaduld proton
koncentracidvaltozast elektromos jelként érzékeli. A nukleotid prekurzorokat
egyenként folyatjak at a chip felszinén. A jel er6ssége aranyos a nukleotid
beépiilések szamaval. A szekvenator az adaptor nukleotidjai alapjan kalibralja az
egyes zsebekre az egy nukleotid beépitéskor generalt jelet (ez a fragmentumok
szamatol, azaz a PCR amplifikaciotol fiigg). A hasznalt nukleozidtrifoszfatok
nem hordoznak 3’ véddcsoportot, ezért homopolimer részek el6fordulasakor a
tobb nukleotid beéplilés eredményezte jel megfeleltetése a beépilt nukleotidok
szamanak hibas lehet. Ez a késziilék hibaspektrumanak donté komponense. Az
IonTorrent PGM késziiléke a kisebb laborok szamara is elérhet6é harom benchtop
késziilék (PGM, GS Junior, MiSeq) egyike. Elonye a gyorsasag és viszonylag olcsé
Gzemelési koltség. Szamos helyen hasznaljak hazankban is. Nagyobb testvére, a
Proton most kezd megjelenni a hazai laboratérium(ok)ban.
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Szekvenalas ligalassal

A hibridizacid-ligalas ismétlésével végzett szekvencia meghatarozas elvi alapja,
hogy megfeleld koriilmények biztositasakor a ligaz csak olyan szomszédos
nukleotidok kozott alakitja ki a foszfodiészter kotést, amelyek tokéletesen
illeszkednek templat parjaikhoz. Mivel automatizalt szintézissel oligonukleotid
keverékek egyszerilien el6allithatok és ezekben a sokféleség ellenére is egy-egy
szekvencia béven elegend6 ahhoz, hogy a fluoreszcencia jele alapjan detektalhato
legyen, a hibridizacid-ligalasi modszerekben Iényegében kivalogatjak a vizsgalt
pontokon tokéletesen illeszked6 komplementer oligonukleotidokat. A templat az
a molekula, amit vizsgalnak. A hozzakapcsolt adaptor az el6bbi azonositasat,
megsokszorozasat és rogzitését teszi lehetové, valamint primereket kot,
amelyekkel a templattal H-hidakat képz6 ,vizsgald” oligonukleotidokat (probak)
a ligdz kovalens kotéssel 6sszekapcsolja. Ez utobbiak a lehetséges szekvencia
variansok teljes spektrumat alkotjak. Egyes tagjaik megkilénboztetése
fluoreszkalo jelzéseik alapjan térténik.

2 bazis olvasas

Oligonukleotidok hibridizalasaval és ligalasaval végez nukleotidsorrend
meghatarozast az Applied Biosystems SOLID (Sequencing by Oligo Ligation
and Detection) szekvenald késziilék. Ebben az eljarasban adaptorokkal ligalt
fragmentumokat kapcsolnak magneses gyongyokhdz, amelyek felliletiikdn
az adaptorokkal komplementer oligokat tartalmaznak. Emulziés PCR-rel
amplifikalast végeznek, majd a gyongyodket kovalens kotéssel egy specialisan
elokezelt iveglemez fellletéhez kapcsoljak, amit a szekvenald atfolyd kazettajaba
helyeznek. Egyidejlileg két lemezt kezelnek, mig az egyiken a szekvenald
reagenseket folyatjak at, a masikrdl a jelet rogzitik. A szekvenalas Iényegében
ismételt ligalasi ciklusokbdl all. Minden ciklus 10-15 ligalasi lépést tartalmazhat.
Majd ezek ismétlése kdvetkezik egy Ujabb primert hasznalataval. Ot primer
ciklusban, melyek mindegyikében egy-egy nukleotiddal megroviditett primert
hasznalnak (tehat 5-sz6r 10-15 ligalasi ciklus eredményeként) fragmentumonként
50-75 nukleotid sorrendje hatarozhatdé meg. A szekvenalasi folyamat Iépéseit a
2. abra mutatja.
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2. dbra. A szekvenadlas ligalassal SOLID logika. A fels6é rész egy ligalasi ciklus részletezé
bemutatasa. A hasznalt oktamer proba keverék néhany tagja és a 3’ végi két nukleotidjuk szerinti
szinkdd lathatd. Az egyszeriibb attekintéshez, csak a zold jelet hordozé probakbdl szerepel mind
a négy varians (TG, AC, GT és CA), amelyekbdl a CA végli kapcsolhaté a példaként megadott
templat szekvencian a primerhez. Az abra alsé része szemlélteti, hogy a fels6 részen bemutatottak
szerinti egymast kovetd ligalasi ciklusok hogyan adnak informaciot az elsé primerrel az 1-2. és

6-7. és 11-12....

nukleotidokrol. Ezt a részleges szekvencia informaciot a tovabbi primerekkel

végzett ligalasi ciklusok teszik teljessé, minden poziciordl kétszer nyerve szekvencia informaciot

(,2 base calling”).
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A gyongyok felliletén rogzitett fragmentumokhoz el6sz6r az adapterrel
komplementer primert adnak, aztan egy prdéba oligo keveréket és ligazt.
Amelyik préba oligonukleotid 3’ vége megfelel a primer 5’ végével szomszédos
nukleotidoknak, azt a ligdz odakapcsolja. Az oligonukleotid keveréket alkotd
oligonukleotidok oktamerek. Az 3’ végi két nukleotid egy kod szerint megfelel
négy lehetséges fluorszcencia jel valamelyikének. A kovetkez6 harom pozicidban
(3-4-5) barmely nukleotid el6fordulhat. Ez tehat mar 6nmagaban 45, azaz 1024
oligonukleotid variacié. A tovabbi harom pozicioban is vannak eltérések, de
ezekben a nem szokvanyos bazisok szerepe a fontos a hibridizacio erfsitésére és
az 5’ végen a fluoreszkalé jelzés. Minden ligalasi Iépést kdvetben rogzitik a szint
a fellilet egyes pontjain. Ez a templat két nukleotidjarol ad informaciét (,2-base
calling”). A kévetkez6 lépésben a hibridizald oligonukleotidba épitett modositott
nukleotid mellett az 5. és 6. nukleotidok koz6tt kémiai hasitast végeznek és a
proba oligo 6-7-8 nukleotidjait eltavolitjak. A tovabbiakban a meghosszabbitott
primert hasznalva Ujra elvégzik a ligalasi ciklust. Ez a 6. és 7. pozicidban
elhelyezkedd nukleotidokrél szolgaltat informaciét. 10-15 alkalommal elvégezve
a ligalasi ciklust igy 50-75 nukleotidnyi részre kiterjedéen nyerhet6 részleges
szekvencia adat. Mivel a két utolsé nukleotid tizenhat variacidban fordulhat
eld, egy adott primer hasznalataval az informacié egy-egy hibridizacios |épés
utan nem egyértelmid. Azza tehetdé azonban azzal, hogy egy-egy nukleotiddal
elcsusztatva a primert masik ligalasi l1épésekben Ujra infomaciét nyernek a
szomszédos nukleotidok alkotta parokrél. A kivant szamu ligalasi ciklus utan
tehat a primert egy nukleotiddal rovidebbel cserélik, és UGjra elvégzik a ligalasi
ciklusokat. Négy primer roviditési |épéssel és primerekként 10-15 ciklust
hasznalva, 50-75 nukleotidnyi folyamatos szekvencia nyerhetd. A SOLID eljaras
er6ssége a ,2 base calling”, ami jelentésen megnoveli a pontossagot. Hatranya
azonban a rovid leolvasasi hossz.

cPAL technika

Szekvenalas ligalassal modszert alkalmaz a Polonator G.007 késziilék (Complet
Genomics) is, de ebben egy-egy nukleotid leolvasasa torténik egy-egy
ligdlasi Iépésben. Ujszerli a médszerben a templat készitése. A genom DNS-t
ultrahangozassal torik, majd adaptorokat kapcsolnak hozza, korré zarjak,
restrikcids enzimmel hasitjak és Ujra adaptort ligalnak a végekhez majd UGjra
korré zarjak, mig kb. 400 bp-os cirkularis molekulakat nyernek, melyekben négy
kiil6nb6z6 adaptor van. Ezeket a cirkularis molekuldakat PCR-ral felszaporitjak,
egy egymassal 6sszehurkolt molekulakbdl allé6 Gin. nanoball (DNB) szerkezeteket
kialakitva. A DNB-t olyan szilikon chipre kapcsoljak, amelynek a feliiletén
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rendezetten, egymastdol mikrométer tavolsagra vannak DNS koét6helyek. Egy
helyre csak egy minta fragmentum tapadhat ki és rendezett elrendezés jon létre
kis felllleten. A DNS-hez 40-40 oligonukleotid alkotta keverékekkel végeznek
hibridizaciot és ligalast. A keverék elemeit alkotja minden adaptorhoz egy-egy
komplementer szekvencia (8 db horgony: 4 adaptor mindkét oldalara 1-1) és
minden horgony mellé 4-4 proba. A probak négy kilonboz6 fluoreszkald jellel
jeloltek, az adapterekhez legkdzelebbi nukleotidok minésége szerint. Horgony
és proba szekvenciakat kombinaltan haszndlva a keverékekben hibridizacio,
ligdlds, lemosas, hibridizacio, ligalas ismétlésével minden adaptor mellett egy
rovid szekvenciarészlet meghatarozhatdé. (cPAL, combinatorial probe-anchor
ligalas technika). Egy DNB-r6l 62-70 nukleotid szekvencia olvashaté. A modszer
elonyei, hogy kicsi a hibalehet6ség, mert ez nem lancreakcio, ezért nem okoz
hibat, ha egy Iépés nem teljes. Tovabba olcsé is a modszer, mert a fragmentum
elrendezés miatt kicsi a reagens igény. Harom human genom szekvenalasa
alapjan szamolva genomonként 4400 USD volt a kéltség. Az analizis 45-87-szeres
lefedettséget és a genom szekvencia 86-95 %-at eredményezte. Hatranya
azonban a modszernek, hogy a cirkularizaciés lépések miatt egyes genom
részek kimaradnak és a nagyon rovid leolvasasok miatt (10 bp) a hosszabb
ismétlodéseknél nem meghatarozhaté a szekvencia.

Egy molekula szekvenalasi médszerek

A mddszerek, illetve platformok harmadik csoportjaba az egy molekulan végzett
szekvencia analizisrol és az ilyen iranyu prébalkozasok egy részérdl irok. Ezek
vonatkozasaban legkevésbé teljes az attekintés, mert probalkozasok sokasagarol
talalhatd tobbé-kevésbé részletes emlités az irodalomban. E modszerek egy
része valdéjaban szintézissel megvaldsitott szekvenaldas, de van ko6zottik a
polinukleotid Ianc bontasan alapul6 és szamos mas modszer is, amelyek a DNS
lancok nukleotid egységeinek ,letapogatasat” végzik.

Szintézis kovetése egyedi molekulakon, valds idében

Az egyedi molekuldkon folyd szintézis valos idobeli kdvetésén alapul (single-
molecule real-time, SMRT) a Pacific Biosciences cég moddszere. Az eljaras
folyamatosan koéveti fluoreszcensen jelolt nukleotidok lancba épitését a
szekvenalandd DNS templat alapjan. A szintézist @29 DNS polimeraz végzi egy
specialisan kialakitott nanoszerkezetben (zero-mode waveguide, ZMW). Ezt
Uvegre helyezett vékony aluminium rétegbe (100 nm) képzett nanométeres
nagysagrend( lyukak szazezrei alkotjak. Minden lyuk alulrdl gerjeszt6 lézerrel
megvilagithaté. A mérete miatt a lyukban a fény nem terjed, de az alsé
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rétegben fluoreszcencia jel képz6dhet, ami érzékelhet6. A méret és a geometriai
elrendezés biztositja, hogy az egymas melletti lyukakban térténd gerjesztések
eredményei kilon-kiilon érzékelhetok. A minta DNS-t polimerazzal 6sszekeverve
helyezik el a szazezernyi ZMW szerkezetet tartalmazé SMRT cellaba ugy, hogy
minden lyuk aljan egyetlen molekula polimeraz rogzil. Egy lyukat igy egy 20
zeptoliteres reakciéedénynek tekinthetlink. A szintézishez nukleozid-pentafoszfat
szubsztratokat hasznalnak, amelyek a beépitéskor lehasado6 részen hordozzak a
spektralisan megklilonboztethets jelzést. A beépiilés érzékelését a nanoszerkezet
elrendezés biztositja: csak a beépilild nukleotid prekurzora tartézkodik a lyuk
aljan a polimeraz aktiv centrum kézelében kell6 hosszu ideig (ms) ahhoz, hogy
érzékelhetl fluoreszcencia jelet adjon. A minta el6készitéskor egy hairpin linkerrel
dsszekapcsolva a dsDNS két szalat a fragmentum mindkét polinukleotidlancanak
szekvenciaja olvashaté (SMRTbell templat). A PacBio RS rendszert hasznaltak
a Haiti kolerajarvany idején a koérokozé azonositdsara. Ot baktérium térzs
szekvenalasat végezték el a berendezéssel. Az atlagos leolvasas hossz 700-
1000 nukleotid volt, esetenként azonban 10.000 nukleotidos leolvasasokat is
elértek. Az egyes leolvasasok pontossaga 81-83 % volt. Az egyedi leolvasasok
viszonylagos magas hibajanak oka az, hogy esetenként egy perkurzor hosszabb
ideig tartézkodik az aktiv centrum kozelében, de nem keril beépitésre, vagy
éppen forditva, olyan gyorsan beépitésre kerlil, hogy nem szolgaltat érzékelheto
jelet.

Szintézis kovetése egyedi molekulakon, nem valds idoben

Egyedi templat-molekulakon foly6 szintézis kévetésével nyer szekvencia adatot
a kevésbé elterjedt HeliScope készlilék is. A késziilék atfolyd cellaba helyezett
fed6lemezrol készit fényképeket és rogziti az egyedi molekuldakon, egy-egy
templat fragmentumok vagy a primerek régzitettek. Minden prekurzor ugyanazzal
a fluoroflorral jelzett. Minden ciklus utan fényképen rogzitik a beépiilési helyeket
a lemezen, majd eltavolitjdk a fluoreszkaldé csoportot és Uj ciklust inditanak.
A beszamolok szerint ez a mddszer jO eredményt adott a fonalféreg genom
szekvenalasaval kiprébalva. Az atlagos leolvasasok ugyan révidek (> 25) voltak,
és el6fordultak hibak, a nagyszamu fragmentum olvasasaval azonban nagy
mennyiségl és jé mindségli szekvencia adat volt nyerhetd (2,8 Gb).

Szekvenalas ,,nanopore” technolégiaval
A fejlesztés alatt all6 DNS szekvencia meghatarozasra szolgalé berendezések
egy részének miikédési elve a nanométeres nyildsi membranba &gyazott

BIOKEMIA
XXXVIII. évfolyam 2. szam 2014. junius

32



l REVIEW Boros Imre

csovecskéken (nanopore) athaladdé egyedi DNS molekuldak altal létrehozott
valtozasok kimutatasa. Az athaladé nukleotidok valtozasokat okoznak a
poruson at zajlé ionaramlasban, ami a porust tartdé membran két oldalan
mérhet6. A nanopdrusok bioldgiai vagy mesterséges anyagbdl kialakitott, a
dsDNS vastagsagaval 6sszemérhetd (4 nm) atmérdji csdovecskék. Fehérjébol
és szervetlen anyagbdl képzett nanopdrusokkal egyarant folynak kisérletek.
A legsikeresebben hasznalt fehérje csatorna a Staphylococcus alfa-hemolizin
(aHL) biolégiai membranba épitve. A szintetikus nanopdrusokat szilikonbol
vagy mas mesterséges anyagokbdl, pl. grafénbdl készitik. A csdvecskéket
membranba épitik és a membran altal elvalasztott térrész kozotti ion elmozdulast
érzékeny elektronikaval mérik. Nehézséget okoz, hogy a bazisok hasonldsaga
miatt kicsi az egyes bazisok okozta kiilonbség és viszonylag nagy az alapzaj.
A leggyakrabban hasznalt bioldgiai membranok vastagsaga 5 nm, az ezekben
kialakitott csatorna tehat Iényegesen hosszabb, mint két bazis tavolsaga (3,4 A)
a DNS-ben. Mivel 10-14 nukleotid elfér a cs6ben, az aram atfolyas blokkolasanak
mérésével lehetetlen egyedi bazis feloldast elérni. Nehézséget okoz a sebesség
is, mert az elektroforézissel mozgatott DNS athaladasi sebessége (nukleotid/
mikrosec nagysagrend) Mhz felbontasu érzékelést kivanna. Ahhoz, hogy 120-
150 mV potencidlnal, ami tekintettel a membran vastagsagara igen jelentos
fesziltségkilonbséget jelent, pA nagysagrend( aramjel legyen mérhetd, az
athaladasi sebességet le kell lassitani nukleotid/ms nagysagrendre. A szintetikus
nanopérusok el6nye, hogy kikliszobdlhet6 velliik a biologiai lipid kett6sréteg
instabilitasa és nehéz kezelhet6sége. Tovabbi elonyik, hogy kdnnyebben
0sszekapcsolhatéok parhuzamosan miikdédo egységekké. Grafénnal végzett
kisérletekben mar sikerilt 1-5 nm vastag, 5-10 nm hosszisagu csdéveken DNS-t
atvezetve aramingadozasokat kimutatni.

A ,nanopore” technikdval DNS szekvencia meghatarozas eddig
legeredményesebben az Oxford Nanopore MinION nevil eszkoézével sikerilt. A
2014 februarjaban tesztelt eszkéz a ,lab on a chip” technoldégia megtestesitbje.
ElGallitdi olcs6, a laboratériumon kivili koérnyezetben is hasznalhatd
szekvenatornak szanjak. Az eszkdzben baktériumban termelt alfa-hemolizin
heptamerek alkotnak nanoporusokat. Minden nanopdrushoz exonukleaz
kapcsolt, és az egyenként levagott nukleotidok a csatornaban ciklodextrinhez
kétédnek (a mddszer tehat tekinthetd szekvenalasnak bontassal). A nukleotid
kotott allapotaban torténik az ionaram valtozas érzékelése. A négy nukleotid
kiillonb6z6 mértékld aram valtozast okoz, ezért megkilonbdztethets. Egy-egy
nukleotid athaladas 20 ms. Ezzel az athaladasi sebességgel a human genom
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100.000 poruson egy o6ra alatt atjut, azaz leolvashatd. A késziilék, amelynek
mérete egy csomag ragoégumihoz hasonlithatdé, a kozelmultban tett prébak
szerint még nem valtja be a varakozasokat, de figyelemre mélté eredményeket
mutat. A kiprobalas két baktérium genomon tortént. Az atlagos leolvasasi hossz
5,4 kb volt és egyes olvasasok elérték a 10 kb-t is. Teljes genomokat azonban
meég nem sikerilt 6sszerakni csak a MinION késziilékkel szerzett adatok alapjan.

Befejezésként még egy érdekes szekvenalasi prdébalkozast emlitek. Ebben
optikai csipesszel rogzitett polisztirol gyéngyokhoz régzitik a DNS fragmentum
végeit és RNS polimerazzal traszkripciot végeznek rajta. A nukleotidok beépitése
konformacié valtozassal jar, ami a DNS kismérték{ torzuldasat okozza. Ez a
polisztirol szemcse A nagysagrenddi, de jol érzékelhets elmozduldsat eredményezi.
A Sanger-féle lancterminacios médszer legkorabbi valtozatahoz hasonléan, ha
egyes reakcidkban egy-egy nukleotid prekurzor koncentraciéja alacsonyabb,
mint a tébbi, akkor a létrejovo elmozduldsok ritmusa a szekvenciarol szolgal
informaciot. A maddszer kiprobaldi 32 nukleotid olvasasakor 30-at helyesen
azonositottak.

Szamos tovabbi DNS nukleotid sorrend meghatarozasi modszerrel tett
probalkozasokrél talalhaté hir az irodalomban. Az ezekbdl szarmazo megoldasok
talan a szekvenaldas még ujabb nemzedékeinek megsziletését jelentik majd.
Nehéz azt megjésolni, hogy melyik lesz tiz-tizenét év mulva az uralkodé technika,
és hogy miben lesz az k6z6s a ma hasznaltakkal. Az bizonyos azonban, hogy
alkalmazasaikkal lehet6ség nyilik majd a genetikai és epigenetikai kiilénbségek
feltarasara egyedek és tobbsejtli szervezetek egyes sejtjei kozott is. Izgalmas
meég gondolni is arra, hogy ezzel mi mindenre nyerhetlink majd magyarazatot.
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